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Resumo 

Bradyrhizobium elkanii é uma bactéria de solo, que fixa nitrogênio e induz a formação de 

nódulos em soja [Glycine max (L.) Merrill] e outras plantas leguminosas. A interação entre 

as bactérias simbiontes e as plantas no solo ocorre de forma específica e depende de fatores 

tanto das plantas quanto das bactérias. Entre os fatores mais importantes nessa interação 

estão os fatores Nod, liberados pelas bactérias em resposta aos flavonoides oriundos das 

raízes das plantas. Além dos fatores Nod, outros fatores da bactéria respondem à presença 

de flavonoides, entre os quais estão as proteínas secretadas através do sistema de secreção 

do tipo III (T3SS-type III secretion system). Esse sistema foi primeiramente descoberto em 

bactérias patogênicas e, até recentemente, se pensava ser exclusivo deste grupo. No 

entanto, após o sequenciamento do genoma de diversos rizóbios, genes homólogos aos do 

T3SS de outras bactérias foram encontrados. Dentre os genes do T3SS encontrados nos 

rizóbios, um, chamado de ttsI, apresenta características de regulador da transcrição e está 

presente nos clusters de T3SS de todos os rizóbios estudados. O T3SS foi descrito em B. 

elkanii recentemente. Nesta bactéria esse sistema apresenta as características comuns ao de 

outros rizóbios. Com o objetivo de estudar o papel da proteína TtsI em B. elkanii 

SEMIA587, uma linhagem mutante para esse gene, com a inserção de um cassete 

interrompendo a sua sequência, foi obtida. Estudos de secreção de proteínas, testes de 

nodulação e análise da indução por flavonoides foram realizados nas linhagens selvagem e 

mutante. Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que B. elkanii SEMIA587 

secreta pelo menos duas Nops (NopA e NopL), após a indução com genisteína, enquanto 

que a linhagem mutante para o gene ttsI é incapaz de secretar estas mesmas Nops, mesmo 

após a indução com o flavonoide; a região promotora do gene ttsI possui um tts-box, que é 

ativo e responde à indução por flavonoides; testes de nodulação com três diferentes plantas 

leguminosas demonstraram que o T3SS em B. elkanii SEMIA587 também possui a 
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característica de dependência de hospedeiros, como em outros rizóbios estudados, onde a 

cultivar Peking de soja se mostrou dependente das proteínas secretadas pelo T3SS de B. 

elkanii SEMIA587 para uma nodulação eficiente. 



 12

Abstract 

Bradyrhizobium elkanii is a soil bacterium that fixes nitrogen and induces nodule 

formation in soybean [Glycine max (L.) Merrill] and other leguminous plants. The 

interaction between the symbiont bacteria and plants in the soil is specific and relies on 

both plant and bacterial factors. Among the factors that are important for the interaction are 

the Nod factors, released by the bacterium in response to flavonoid compounds, released 

by plant roots. Besides Nod factors other bacterial factors respond to flavonoid induction, 

such as the proteins secreted by the type III secretion system (T3SS). This system was first 

discovered in pathogenic bacteria, and until recently was thought to be exclusive to those 

bacteria. However, homologous genes were discovered in some rhizobia after the 

sequencing of their genome. One of the T3SS genes in the rhizobia, the ttsI gene, has 

transcriptional regulators characteristics and is present in all rhizobia T3SS clusters. B. 

elkanii T3SS was recently described. In this bacterium the system shares common features 

to other rhizobial T3SS. Aiming to study the role of B. elkanii SEMIA587 TtsI protein, a 

mutant strain of the ttsI gene, containing a cassette interrupting the sequence, was obtained. 

Protein secretion and flavonoid induction analysis, as well as nodulation tests were 

performed in the wild type and mutant strains. The results obtained showed that B. elkanii 

SEMIA587 secrets at least two Nops (NopA and NopL), after genistein induction, while 

ttsI mutant strain is unable to secrete the same Nops, even after the flavonoid induction; the 

promoter region of the ttsI gene presents a tts-box, which is active and responsive to 

flavonoid induction; nodulation tests performed with three different leguminous plants 

showed that B. elkanii T3SS also displayed host-dependent characteristics, as in other 

rhizobia, and the Peking soybean cultivar was dependent of B. elkanii T3SS efficient 

system for nodulation. 
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1 Introdução 

1.1 Rizóbios 

Rizóbios são bactérias pertencentes à família Rhizobiaceae, estritamente aeróbias, 

quimiorganotróficas, com formato de bastonetes não formadores de esporos, Gram-

negativas, de um tamanho que varia de 0,5-0,9 μm x 1,2-3,0 μm. A sua mobilidade é dada 

por um flagelo polar único ou dois a seis flagelos peritríqueos (Somasegaram e Hoben, 

1994). Normalmente encontradas no solo, fixam nitrogênio atmosférico em simbiose com 

leguminosas e algumas plantas não leguminosas. Essa associação planta-bactéria é de 

grande interesse, pois oferece benefícios econômicos e ecológicos, uma vez que essas 

bactérias se associam simbioticamente às plantas e fixam nitrogênio em condições 

limitantes desse composto (Geurts e Bisseling, 2002). 

Embora a nomenclatura e classificação da família Rhizobiaceae sejam ainda muito 

discutidas (Broughton, 2003), os rizóbios são classificados em seis gêneros: Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium (Lafay e Burdon, 1998; 

Michiels et al., 1998; Perret et al., 2000; Andrade et al., 2002) e Allorhizobium (Sessitsch 

et al., 2002). Esses gêneros fixam nitrogênio atmosférico em nódulos presentes nas raízes 

de plantas da Família Fabaceae, a qual compreende aproximadamente 750 gêneros, sendo 

que 250 destes são compostos por plantas cultiváveis (Freire, 1992). 

Os rizóbios diferenciam-se de outras bactérias diazotróficas (que fixam nitrogênio) 

devido à capacidade de nodulação e diferenciam-se entre si pelas características dos seus 

nódulos. No solo ocorre uma troca de sinalizações moleculares entre a planta hospedeira e 

a bactéria, na qual compostos flavonoides liberados pela planta nos exudatos das raízes 

irão induzir nos rizóbios a expressão de operons contendo genes nod de forma altamente 

seletiva (López-García et al., 2002; Ausmees et al., 2004). Os genes nod codificam 

enzimas de biossíntese e liberação de lipo-quito-oligossacarídeos, conhecidos como fatores 
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Nod, que são secretados e essenciais para o processo de infecção (Gresshoff, 2003; 

Ausmees et al., 2004). Após a infecção, sinais bacterianos adicionais, como 

polissacarídeos de superfície ou proteínas secretadas pelas bactérias, também são 

requeridos para uma eficiente nodulação de plantas hospedeiras específicas (Ausmees et 

al., 2004). 

Os nódulos fornecem nutrientes e condições ambientais necessárias para que ocorra 

a fixação de nitrogênio (Mylona et al., 1995; Gresshoff, 2003). Paralelamente à formação 

do nódulo, as bactérias se ligam às raízes, promovem a formação de estruturas chamadas 

de brechas de infecção e acondicionam-se no nódulo, onde elas se diferenciam em 

bacteroides, estrutura bacteriana sem parede celular, que é a forma capaz de reduzir o 

nitrogênio atmosférico (Mylona et al., 1995). 

 

1.1.1. Bradyrhizobium elkanii 

As bactérias do gênero Bradyrhizobium são de grande importância econômica 

devido a sua associação simbiótica com a soja (Glycine max L. Merr.). No Brasil, são 

comercialmente utilizadas como inoculantes dessa leguminosa e suprem a necessidade de 

adubação nitrogenada das lavouras (Rumjanek et al., 1993).  

Dentre as bactérias desse gênero a mais estudada é a espécie B. japonicum, que 

inclusive já teve o seu genoma totalmente sequenciado (Gottfert et al., 2001; Kaneko et al., 

2002). Essa espécie é a mais utilizada como inoculante para as lavouras de soja em países 

como Estados Unidos e Japão (Boiero et al., 2007). O Brasil, que é o segundo produtor 

mundial dessa leguminosa, utiliza como inoculantes uma mistura de B. japonicum e B. 

elkanii (Rumjanek et al., 1993). Entretanto, foi demonstrado que a maior parte das estirpes 

usadas como inoculantes no Brasil pertencem à espécie B. elkanii (Rumjanek et al., 1993). 

Ambas as espécies de Bradyrhizobium foram introduzidas no Brasil, juntamente 
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com a soja, nos locais de cultivo da planta, na década de 1960. Após esse período no solo, 

diferenças em relação às linhagens parentais puderam ser observadas e indícios de 

transferências gênicas horizontais entre as bactérias que nodulam soja foram relatados 

(Barcellos et al., 2007). 

A separação taxonômica das espécies B. japonicum e B. elkanii ocorreu somente 

em 1992, quando diferenças tanto fenotípicas quanto genotípicas foram constatadas 

(Kuykendall et al., 1992). As bactérias da espécie B. japonicum diferem das bactérias B. 

elkanii no espectro de plantas hospedeiras: ambas são simbiontes de leguminosas, porém a 

primeira é incapaz de induzir a formação de nódulos no genótipo rj1 de soja e no 

amendoim, enquanto que a segunda geralmente interage com esses dois tipos de plantas 

(Devine e Kuykendall, 1996); B. elkanii induz a formação de clorose em folhas, devido à 

produção de rizobiotoxinas, o que não é constatado em B. japonicum. Outra diferença 

marcante entre as duas espécies é a maior resistência a uma série de antibióticos em B. 

elkanii (Rumjanek et al., 1993; Devine e Kuykendall, 1996). Outros trabalhos destacaram 

outras diferenças entre as duas espécies, dentre as quais, além das já mencionadas, B. 

elkanii apresenta uma maior produção de compostos como ácido indol acético, enquanto 

que B. japonicum apresenta as atividades de hidrogenase e nitrato redutase, entre diversos 

outros fatores analisados (Devine e Kuykendall 1996). 

Justamente a produção de rizobiotoxinas por B. elkanii tem sido um dos aspectos 

mais estudados dessa bactéria. A molécula, cuja estrutura foi resolvida em 1972 como 

sendo um enol-éter aminoácido, possui função de inibição de ACC sintase na rota de 

biossíntese de etileno. O composto, que por muito tempo foi tratado como fitotoxina, foi 

descrito recentemente como tendo um papel positivo na nodulação de B. elkanii com as 

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

de rizobiotoxinas impede a ação do etileno, que, quando liberado, inibe a infecção por 
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rizóbios. Por consequência, a presença de rizobiotoxinas favorece a nodulação em plantas 

como Macroptillium atropurpureum e Vigna radiata (Yuhashi et al., 2000; Sugawara et 

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

 

1.2 Nodulação 

Após o contato inicial entre a raiz da planta e a bactéria no solo, uma série de 

sinalizações químicas liberadas por ambas as partes funcionam como atrativos no caso de 

uma interação compatível, sendo como uma “conversa molecular” no solo. A planta libera, 

através de suas raízes, flavonoides que são, por sua vez, percebidos pelas bactérias no solo 

(Perret et al., 2000). Em resposta aos flavonoides a bactéria inicia um processo de ativação 

da transcrição de genes responsáveis pela confecção dos fatores Nod, que são moléculas 

sinalizadoras que atuam nas raízes das plantas no estabelecimento da simbiose (Viprey et 

al., 1998). 

As raízes das plantas estão constantemente expostas a uma variedade de 

microrganismos e a parede celular é uma barreira importante para as infecções não 

desejadas. Uma troca de sinais recíproca entre a planta hospedeira e o microrganismo 

simbionte permite que a bactéria penetre nas raízes (Jones et al., 2007). 

A maioria das plantas da família das Leguminosas secreta compostos fenólicos, 

especialmente flavonoides, moduladores dos genes dos rizóbios que são necessários para a 

interação com a planta hospedeira. Genes importantes para a simbiose são regulados dessa 

forma e incluem aqueles que direcionam a síntese dos fatores Nod, que, por sua vez, 

induzem a curvatura das raízes suscetíveis e permitem a entrada dos rizóbios nas brechas 

de infecção. Uma vez dentro da célula vegetal, outros sinais de ambos os parceiros ajudam 

a direcionar o cordão de infecção ao córtex da raiz. A comunicação simbiótica deve 

continuar, uma vez que entre 1 a 99 % dos cordões de infecção podem ser abortadas 
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(Deakin e Broughton, 2009). Os cordões de infecção ramificam e os rizóbios entram para 

as células do córtex, por endocitose, e diferenciam-se em bacteroides, forma na qual os 

rizóbios são capazes de realizar a fixação biológica do nitrogênio (Jones et al., 2007). 

Durante a entrada nas células vegetais e após a diferenciação para bacteroides, os rizóbios 

continuam separados do citoplasma da planta através das membranas do simbiossomo, que 

é um compartimento do tipo membrana, derivado do hospedeiro, que se origina da brecha 

de infecção contendo a bactéria (Relic et al., 1994; D’Haeze et al., 1998; Mergaert et al., 

2006; Jones et al., 2007). 

Os passos iniciais para o processo de infecção, isto é, curvatura dos pelos das 

raízes, divisão celular cortical e formação do cordão de infecção, são eventos específicos 

somente encontrados em interações compatíveis entre a planta hospedeira e o rizóbio 

(Stacey, 1995).  

Os genes de nodulação de rizóbios estão organizados em diversos operons, que 

podem estar localizados no cromossomo ou em grandes plasmídeos, dependendo da 

espécie (Chen et al., 2005). Em B. japonicum os genes de nodulação, assim como os genes 

de fixação de nitrogênio (nif e fix), estão localizados em dois grandes agrupamentos no 

cromossomo, separados por uma região de aproximadamente 200 kb (Stacey, 1995). Já em 

Rhizobium sp NGR234, os genes envolvidos na simbiose, como os de nodulação e fixação 

de nitrogênio, estão localizados, em sua maioria, no plasmídeo simbiótico pNGR234a 

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

 

1.2.1 Síntese dos fatores Nod 

Em resposta à liberação de moléculas indutoras apropriadas pela planta hospedeira 

os rizóbios sintetizam e liberam uma família de lipoquitooligosacarídeos (LCOs). que são 

chamados de fatores Nod (Perret et al., 2000). O primeiro passo na formação dos fatores 
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Nod se dá a partir do produto do gene nodC, que é uma N-aceti-glucosamil-transferase. 

Essa enzima sintetiza um quitooligossacarídeo, alongando a cadeia em terminações não 

redutoras. A desacetilase NodB remove o N-acetil da extremidade dos oligossacarídeos da 

N-acetilglucosamina, e, finalmente, uma acetiltransferase, codificada por nodA, liga a 

cadeia acil ao acetil livre da extremidade do oligossacarídeo (Mergaert et al., 1997; Perret 

et al., 2000). As proteínas NodI e NodJ, apesar de não serem essenciais para a formação 

dos fatores Nod, podem estar envolvidas na exportação destes (Perret et al., 2000). 

As proteínas NodABC são suficientes para a indução da formação de nódulos na 

maioria das plantas leguminosas hospedeiras, uma vez que formam a cadeia principal dos 

fatores Nod (Broughton e Pueppke, 1999; Perret et al., 2000) conforme está demonstrado 

na Figura 1. Os outros componentes Nod, no entanto, possuem um papel mais sutil na 

nodulação, podendo aumentar a abrangência de plantas hospedeiras, ou mesmo agindo na 

proteção da degradação dos fatores Nod (Perret et al., 2000). Entre os genes, cujos 

produtos estão envolvidos nesses processos estão: nodEF, responsáveis por adicionar 

ácidos graxos à cadeia principal; noeC, responsável pela arabinosilação; nodZ e nolK, 

responsáveis pela fucosilação; nodH e noeE, responsáveis pela sulfatação; nodL, nodX e 

nolL, responsáveis pela acetilação; nodS, nodU e nolO, responsáveis pela N metilação e 

carbamoilação; noeI, responsável pela 2-O-metilação (Carlson et al., 1993; Mergaert et 

al.,1997; Broughton e Pueppke, 1999; Perret et al., 2000; Geurts e Bisseling, 2002).  

 

Figura 1: Estrutura da cadeia principal dos Fatores Nod, produzida pelas proteínas NodABC 

(Retirado de Essentials of Glycobiology, 2 edição, CSH Press, 2008) 
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Apesar de pertencerem ao mesmo gênero, as bactérias B. japonicum e B. elkanii 

possuem estruturas diferentes de fatores Nod (Ruan e Peters, 1992; Stockkermans et al., 

1992; Carlson et al., 1993). Em um estudo comparativo, os pesquisadores encontraram que 

na linhagem USDA61 (atualmente classificada como B. elkanii) haviam oito tipos de 

fatores Nod adicionais aos produzidos por B. japonicum USDA110. O interesse em 

desvendar os tipos de fatores Nod produzidos por essas bactérias se deu devido ao fato de 

que elas possuem diferentes plantas hospedeiras. No que diz respeito a essas modificações, 

as estruturas apresentadas por B. elkanii se assemelham àquelas apresentadas por 

Rhizobium NGR234, evidenciando que uma gama maior de estruturas nos fatores Nod 

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

 

1.2.2 Fixação Biológica do Nitrogênio 

O nitrogênio é uma molécula essencial à vida, fazendo parte de importantes 

biomoléculas, como aminoácidos e bases nitrogenadas. O nitrogênio proveniente da 

atmosfera está sob forma de N2 (com uma ligação tripla entre seus átomos) se tornando 

muito resistente ao ataque químico e, portanto, indisponível para a maioria dos 

organismos. Existem, no entanto, microrganismos capazes de converter o N2 em formas 

assimiláveis pelos outros organismos, como a amônia. Esses microrganismos são 

chamados diazotróficos e o processo de redução do nitrogênio é conhecido como Fixação 

Biológica do Nitrogênio (FBN). A FBN é responsável por mais de 60% do nitrogênio 

fixado disponível (Halbleib e Ludden, 2000). A relevância desse processo se dá, além da 

redução dos custos com adubos nitrogenados, pela importância do nitrogênio como um 

elemento vital, aumentando a produtividade das plantas (Peters et al., 1995). 

Os microrganismos diazotróficos realizam a FBN graças ao complexo enzimático 
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da nitrogenase, cuja reação com o nitrogênio atmosférico resulta em amônia, que, então, é 

fornecida pela bactéria para a planta a ela associada. O complexo enzimático da 

nitrogenase é composto de duas subunidades: dinitrogenase redutase (produto do gene 

nifH), também chamada de Fe-proteína, e dinitrogenase (produto dos genes nifDK), 

também chamada de MoFe-proteína (Rangaraj et al., 2001; Dixon e Kahn, 2004). Durante 

a catálise, a dinitrogenase é reduzida pela dinitrogenase redutase, um elétron por vez, até 

que uma quantidade suficiente de elétrons (em geral oito) tenha sido acumulada para a 

subsequente redução do substrato (Dixon e Kahn, 2004). Esse processo utiliza uma grande 

quantidade de energia: pelo menos 16 moléculas de ATP são necessárias para cada 

molécula de N2 reduzida. Devido a isso, existem diversos níveis de controle na expressão 

dos genes envolvidos e ainda mecanismos de controle em nível posterior à transcrição (Fu 

et al., 1989; Halbleib e Ludden, 2000; Rangaraj et al., 2001; Dixon e Kahn, 2004).  

Os genes envolvidos no processo de FBN são chamados de nif (de nitrogen 

fixation) e foram primeiramente caracterizados na bactéria diazotrófica de vida livre 

Klebsiella pneumoniae. A maioria dos genes está envolvida na montagem e estabilização 

do complexo enzimático da nitrogenase. Existe uma grande similaridade em estrutura, 

organização e função dos genes nif nos diversos organismos estudados em comparação 

com os genes de K. pneumoniae. Nesta bactéria, os genes estão localizados em uma região 

genômica de 24.000 pares de base, organizados em oito operons (Arnold et al., 1988). Os 

genes estruturais da nitrogenase estão localizados no mesmo operon (nifHDK). Muitos dos 

outros genes nif estão envolvidos na síntese do cofator da enzima, FeMo-co, entre eles 

nifE, nifN, nifV, nifB e nifQ. Existem ainda genes envolvidos no transporte de elétrons, 

como os genes nifJ e nifE (Dixon, 1984; Arnold et al., 1988). 

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

controle rígido sobre a transcrição dos genes nif (Dixon e Kahn, 2004). Entre os genes nif 
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de K. pneumoniae nifL e nifA sintetizam proteínas com funções regulatórias. NifL é uma 

flavoproteína (Dixon, 1998) com a função de reprimir a atividade da proteína NifA, 

quando as condições para a síntese da nitrogenase não são adequadas, normalmente em 

resposta à presença de oxigênio e nitrogênio fixado. Já a proteína NifA reconhece e se liga 

em sequências UAS (sequências ativadoras à montante, do inglês: upstream activator 

sequence) no DNA, aproximadamente 100 nucleotídeos à montante do sítio de ligação da 

RNA-polimerase, ativando a transcrição dos genes nif. As sequências UAS possuem a 

sequência consenso TGT-N10-ACA e estão presentes em regiões promotoras de genes nif 

caracterizados, evidenciando que estes genes estão sujeitos à ativação da transcrição pela 

ligação da proteína NifA (Dixon, 1984; Arnold et al., 1988; Dixon, 1998). 

Além do sistema nifLA outros genes, cujos produtos apresentam funções 

regulatórias gerais, também podem estar envolvidos na regulação dos genes nif, como, por 

exemplo, os genes do sistema ntr. As proteínas NtrBC estão envolvidas na regulação do 

metabolismo de nitratos, regulação posterior à tradução da nitrogenase e podem, também, 

ativar a transcrição de nifA (Arnold et al., 1988; Fu et al., 1989; Merrick e Edwards, 1995; 

Huergo et al., 2004). A proteína NtrB é uma quinase/fosfatase que controla a atividade da 

proteína reguladora NtrC. Em condições limitantes de amônia NtrC é fosforilada por NtrB 

e ativa a transcrição de genes relacionados à fixação de nitrogênio pela RNA-polimerase 

complexada ao fator σ54. Em condições desfavoráveis, o grupamento fosfato é retirado da 

proteína NtrC, interrompendo a transcrição dos genes (Dixon e Kahn, 2004; Huergo et al., 

2004).  

A proteína PII, produto do gene glnB, é necessária para a ativação da transcrição de 

NifA, que é requerida na transcrição de todos os genes nif (Araújo et al., 2004; Dixon e 

Kahn, 2004). Ela funciona como um sensor do status de nitrogênio da célula. Quando a 

concentração interna de glutamina for baixa, uma uridil-transferase (GlnD, produto de 
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gene glnD) uridila a proteína PII, alterando a conformação da proteína, permitindo que 

NtrB fosforile NtrC, sinalizando para a posterior transcrição de genes para a fixação de 

nitrogênio. Por outro lado, quando existe nitrogênio 

 intracelular, GlnD retira a modificação de PII, reprimindo, consequentemente, a 

transcrição dos genes nif (Huergo et al., 2004; Dixon e Kahn, 2004). 

Outro mecanismo de controle ocorre em algumas bactérias através dos produtos dos 

genes draT e draG. Essas proteínas possuem funções regulatórias posteriores à tradução da 

nitrogenase, agindo diretamente sobre a enzima, inativando-a quando o nível de oxigênio 

celular está muito elevado (Fu et al., 1989; Grunwald et al., 2000). 

A região promotora dos genes envolvidos no metabolismo e fixação do nitrogênio 

possui uma sequência de reconhecimento pela RNA-polimerase que difere daquelas 

presentes em genes que desempenham outras funções. Essa sequência consenso se 

caracteriza pelo grande conteúdo de nucleotídeos G e C, localizando-se nas posições -24/-

12, e é reconhecida pelo fator sigma alternativo da RNA-polimerase (σ54), também 

chamado de σN (Dixon, 1998). A RNA-polimerase complexada ao fator σ54 necessita da 

presença de proteínas acessórias para a transcrição de genes, e, no caso dos genes 

envolvidos na fixação de nitrogênio, é a proteína NifA, juntamente com a proteína IHF 

(fator de integração do hospedeiro, do inglês: integration host factor) (Dixon, 1998; 

Barrios et al., 1999). Com a ligação da proteína ativadora NifA na região UAS e o 

reconhecimento e ligação da RNA-polimerase complexada ao fator σ54 na região 

promotora, a proteína IHF promove uma curvatura no DNA, aproximando essas duas 

proteínas. A interação da proteína NifA com o complexo da RNA-polimerase- σ54 promove 

o início da transcrição dos genes nif (Zhang et al., 1997; Dixon, 1998). 
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1.2.3 Regulação da transcrição dos genes relacionados à simbiose 

 Genes nod 

Os genes de nodulação de rizóbios estão organizados em diversos operons, que 

podem estar localizados no cromossomo ou em grandes plasmídeos, dependendo da 

espécie (Chen et al., 2005). Os genes são positivamente regulados pela proteína NodD 

(produto do gene nodD), que pertence à família de ativadores de transcrição LysR de 

bactérias. Apesar de variações entre linhagens, a expressão dos genes nod é mediada pela 

proteína NodD através da ligação dessa proteína na região de DNA consenso altamente 

conservada de aproximadamente 47 pb, chamada de nod-box. Os nod-box são encontrados 

nas regiões promotoras de genes envolvidos na nodulação (Swanson et al., 1993; Perret et 

al., 2000; Loh e Stacey, 2001). A proteína NodD uma vez em contato com o flavonoide 

específico, liberado pela planta hospedeira, sofre uma mudança conformacional e se liga 

nos nod-box, situados nas regiões promotoras dos genes nod, nol e noe (Stacey, 1995; 

Viprey et al., 1998; Chen et al., 2005; Bais et al., 2006). A expressão dos genes nod leva à 

síntese dos fatores Nod (Perret et al., 2000; Bais et al., 2006).  

Duas proteínas NodD foram identificadas em B. japonicum, com funções e padrões 

de expressão distintos: NodD1 funciona como um ativador da transcrição dos genes nod, 

responsivo a flavonoides liberados pelas raízes das plantas (como genisteína e daidzeína); 

NodD2, ao contrário, funciona como repressor da transcrição desses genes. Um mecanismo 

similar de ação destas proteínas também ocorre em Rhizobium sp.NGR234 (Fellay et al., 

1998; Loh e Stacey, 2001; Loh e Stacey, 2003). Entretanto, em B. japonicum, NodD1 é 

auto-regulada e induzível por flavonoides, como genisteína e daidzeína, diferentemente do 

que ocorre em Rhizobium sp. (Loh e Stacey, 2003), cuja expressão é constitutiva. 

Apesar de NodD1 ser essencial à expressão dos genes nod, mutantes de B. 

japonicum, defectivos na proteína NodD1, ainda são capazes de nodular suas plantas 
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hospedeiras, porém em uma taxa menor que a bactéria de tipo selvagem (Sanjuan et al., 

1994; Loh et al., 1997). Esta aparente contradição foi posteriormente resolvida com a 

descoberta de componentes regulatórios secundários, NodVW, que também estão 

envolvidos na ativação de genes nod por isoflavonas (Sanjuan et al., 1994). NodVW são 

importantes na formação de nódulos em plantas hospedeiras alternativas, como por 

exemplo Vigna unguiculata, feijão caupi (V. radiata) e siratro (Macroptilium 

atropurpureum) (Gottfert et al., 1992; Sanjuan et al., 1994), porém, não são requeridos 

para a nodulação de soja (Loh et al., 1997). 

A análise da sequência de DNA dos genes nodVW indicou que ambos pertencem à 

família de proteínas reguladoras do tipo dois componentes (two-component system). Nessa 

família, os membros são classificados em duas subclasses: sensores e reguladores. Após a 

detecção do estímulo ambiental correto, o sensor transduz o sinal para o regulador, que, 

por sua vez, regula a expressão dos genes alvo. Esse processo é mediado por diversos 

passos de fosforilação. Ao receber o estímulo, o domínio quinase do sensor autofosforila-

se em um resíduo de histidina conservado. A quinase ativada, então, transfere o 

grupamento fosforil para um resíduo de aspartato no domínio N-terminal da proteína 

reguladora, ativando-a. No caso das proteínas NodVW, foi sugerido que NodV funcione 

como o sensor e NodW como o regulador, regulando a transcrição dos genes nod em B. 

japonicum (Sanjuan et al., 1994; Loh et al., 1997). 

Assim como NodVW, NolA também é essencial para uma nodulação efetiva de 

uma planta hospedeira por B. japonicum (Loh e Stacey, 2001). NolA funciona como um 

dos dois reguladores negativos da transcrição de genes de nodulação, juntamente com a 

proteína NodD2 (Loh e Stacey, 2001; Krause et al., 2002). Diferentemente dos genes de 

nodulação, nolA não é induzido por isoflavonas (Loh et al., 1999). Foi descrito que a 

transcrição de nolA pode ser induzida em resposta a quitooligossacarídeos presentes nas 
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células. Além disso, os quitooligossacarídeos podem inibir por feedback a expressão dos 

genes de nodulação que governam a sua própria síntese. Esse mecanismo de feedback 

ocorre com a participação de NolA e NodD2 (Loh e Stacey, 2001). Um resumo da rede de 

regulação em B. japonicum USDA110 está ilustrado na Figura 2. 

 

 

 

 

Figura 2: Modelo para a regulação dos genes envolvidos na nodulação em B. japonicum USDA110 

(Reproduzido de Loh e Stacey, 2001). 

 

1.3 Sistema de Secreção do Tipo III (T3SS) 

Muitas bactérias patógenas de plantas e animais usam o Sistema de Secreção do 

Tipo III (T3SS, de type 3 secretion system) como arma na infecção da célula eucariótica 

hospedeira (Hueck, 1998; Ghosh, 2004; Mudgett, 2005). O T3SS permite que bactérias 

Gram-negativas injetem proteínas de virulência diretamente no citosol das células 

eucarióticas hospedeiras. O sistema é altamente conservado entre as mais diversas 

bactérias patogênicas, e, no entanto, as proteínas por ele secretadas são completamente 

Sinal Nod tetrâmero 
Sinal Nod pentâmero 
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diferentes, demonstrando a grande capacidade de adaptação das bactérias patogênicas 

(Hueck, 1998). 

As proteínas injetadas na célula eucariótica podem interagir com fatores 

eucarióticos com função de transdução de sinal, de modo a se tornarem capazes de 

interferir com a sinalização celular. Essa mudança pode acarretar em desarmamento da 

resposta imune das células hospedeiras, deixando o caminho livre para a infecção (Hueck, 

1998). 

O T3SS já foi identificado em diversos microrganismos patógenos de animais 

como: Yersinia spp, Salmonella spp, Shigella spp, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Bordetella spp, Chlamydia spp. Também foi 

identificado em fitopatógenos, como: Pseudomonas solanacearum, P. syringae, Erwinia 

spp e Xanthomonas spp. Porém, a distribuição do T3SS não é exclusiva de patógenos, e o 

sistema já foi encontrado em bactérias endosimbiontes (Ghosh, 2004). 

O aparato do T3SS é composto por cerca de 20 proteínas diferentes, das quais pelo 

menos dez são altamente conservadas entre as mais diversas bactérias já estudadas. Dentro 

das proteínas conservadas existe ainda uma grande semelhança de sequência com proteínas 

do corpo basal do flagelo bacteriano (Hueck, 1998; Ghosh, 2004). Devido a essa 

semelhança questões levantando a origem evolutiva desses dois aparatos já foram 

discutidas em alguns trabalhos (Gophna et al., 2003). Análises filogenéticas demonstraram 

que os sistemas formam ramos diferentes de árvores filogenéticas, quando comparados 

com quaisquer de seus componentes homólogos, e, ainda, que T3SS foi repetidamente 

transferido horizontalmente entre as bactérias durante a história evolutiva, enquanto que o 

aparato flagelar não (Saier, 2004). Tanto o flagelo, quanto o T3SS, tem secreção de 

proteínas como meio de funcionamento: o flagelo funciona como um motor rotatório 

impulsionado por potenciais iônicos, a sua montagem requer a secreção da subunidade 
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flagelar em um processo realizado pela ATPase flagelar. A secreção de proteínas pelo 

T3SS também depende de uma ATPase e de potenciais iônicos transmembrana (Ghosh, 

2004). 

O T3SS é essencial em bactérias fitopatogênicas para a indução de uma reação de 

defesa chamada de resposta hipersensível (HR - hipersensitive response) em plantas 

resistentes que, normalmente, não são hospedeiras de um patógeno em particular (Hueck, 

1998; Buttner e Bonas, 2006). A HR é caracterizada por necrose localizada de tecidos e a 

produção de compostos fenólicos e agentes antimicrobianos no local de contato com a 

bactéria. Os genes das bactérias que são responsáveis pela patogenicidade em plantas 

suscetíveis e por HR em plantas resistentes foram definidos como hrp (do inglês: 

hipersensitive response and pathogenicity), e esta nomenclatura se manteve para os genes 

de patogenicidade via T3SS (Hueck, 1998).  

Em contraste com o que ocorre em patógenos de animais, o T3SS de fitopatógenos 

possui um grande número de proteínas efetoras por ele secretadas, como, por exemplo, em 

Yersinia são conhecidos seis efetores, enquanto que em P. syringae são 29, que, 

presumivelmente, interferem de maneira coletiva no hospedeiro, interferindo na 

sinalização celular, beneficiando o patógeno (Buttner e Bonas, 2006).  

Os efetores T3SS de fitopatógenos contribuem para a patogênese através de 

processos celulares que levam à resistência a doenças. Foi demonstrado que, em adição às 

funções de virulência, os efetores T3SS possuem um papel de suprimir diretamente as 

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

 

1.4 T3SS em rizóbios 

Dentre os genes envolvidos com a nodulação já descritos para as espécies de 

rizóbios existem alguns envolvidos na faixa de amplitude de hospedeiros para a simbiose. 
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Esse é o caso dos genes nolXWBTUV em Sinorhizobium fredii USDA257, os quais, quando 

mutados, alteraram a especificidade de hospedeiros da bactéria. Tal bactéria mutante foi 

capaz de nodular uma cultivar de soja anteriormente não suscetível à infecção por essa 

bactéria (Krishnan et al., 1995; Krishnan, 2002; Ausmees et al., 2004). A transcrição dos 

genes nolXWBTUV é dependente da presença de flavonoides e das proteínas reguladoras de 

transcrição NodD1 e NodD2 (Krishnan et al., 1995). Análises molecu lares e o 

sequenciamento da região do lócus nolXWBTUV (que pode ser referido como lócus de 

especificidade de cultivar) de Rhizobium sp. NGR234 (Freiberg et al., 1997; Viprey et al., 

1998) e Bradyrhizobium japonicum USDA110 (Gottfert et al., 2001) revelaram a presença 

de um sistema de secreção do tipo III. Em Rhizobium sp. NGR234 foi constatado que esse 

sistema se apresentava completo e simbioticamente ativo (Viprey et al., 1998; Marie et al., 

2001; Bartsev et al., 2003; Ausmees et al., 2004). 

Em bactérias Gram-negativas fitopatogênicas, o T3SS é requerido para a 

colonização do tecido vegetal hospedeiro, através da secreção e translocação de proteínas 

efetoras para a célula vegetal (Lahaye e Bonas, 2001; Mudgett, 2005). A presença do 

sistema, porém, também foi verificada em bactérias comensais (como Photorhabdus 

luminscens, Sodalis glossinidius e Sitophilus zeamais), assim como em rizóbios simbiontes 

de plantas e alguns outros procariontes não-patogênicos (Tampakaki et al., 2004). Foi 

sugerido que a função desse sistema em organismos simbiontes seria similar àquela que 

ocorre em patógenos, ou seja, a secreção de proteínas efetoras diretamente dentro da célula 

hospedeira eucariótica (Krishnan, 2002; Krishnan et al., 2007). 

O T3SS é induzido através do contato com as células hospedeiras (Tampakaki et 

al., 2004). Em Rhizobium sp. NGR234, e também em estirpes de S. fredii (Krishnan, 

2002), demonstrou-se que a secreção de proteínas ocorre de forma dependente de NodD1 

(a proteína ativadora da transcrição dos genes de nodulação) e do T3SS (Viprey et al., 
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1998; Perret et al., 2000). Foi visto, também, que o T3SS de Rhizobium sp. NGR234 afeta 

profundamente a nodulação de vários legumes, como Tephrosia vogelii, com esta bactéria 

(Viprey et al., 1998), sugerindo-se que o sistema atue na especificidade dos hospedeiros 

em bactérias simbiontes (Perret et al., 2000). Outra função para o sistema em simbiontes 

seria a superação de defesas não específicas das plantas, as quais são ativadas na presença 

de microrganismos invasores, de modo que as proteínas secretadas seriam percebidas pelas 

plantas, levando a um aumento da nodulação (Perret et al., 2000, Bartsev et al., 2003; 

Marie et al., 2003; Ausmees et al., 2004; Bartsev et al., 2004; Marie et al., 2004; Deakin et 

al., 2005). 

Os genes do sistema de secreção do tipo III em rizóbios foram inicialmente 

descobertos através do sequenciamento do lócus simbiótico de Rhizobium sp. NGR234, 

onde, dentre os 416 genes presentes nessa região, dez tiveram sequências possivelmente 

relacionadas com componentes estruturais desse sistema (Freiberg et al., 1997; Viprey et 

al., 1998). Estes genes estão localizados adjacentes ao lócus que contém os genes 

essenciais para a fixação de nitrogênio (nif e fix) (Viprey et al., 1998). Em rizóbios, a 

nomenclatura desses genes foi novamente alterada e eles são chamados de rhc (do inglês, 

rhizobia conserved; Viprey et al., 1998). 

Baseado na estrutura do aparato do T3SS de P. syringae foram sugeridas as funções 

dos componentes desse sistema em rizóbios: RhcC1 e RhcC2 correspondem aos domínios 

N e C-terminal de HrcC, que é uma proteína de membrana externa. RhcJ é uma 

lipoproteína de membrana externa. RhcR, RhcS, RhcT, RhcU e RhcV são proteínas de 

membrana interna. Duas proteínas citoplasmáticas RhcN e RhcQ também compõem o 

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

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

 

Marie e colaboradores (2001) introduziram o termo Nop (do inglês, nodulation 

outer proteins) para proteínas transportadas e secretadas pelo T3SS de rizóbios. Em 

Rhizobium sp. NGR234 genes que codificam proteínas secretadas foram identificados: 

nopA, nopB, nopC, nopJ, nopL, nopM nopP, nopT e nopX (Viprey et al., 1998; Bartsev et 

al., 2003; Marie et al., 2003; Ausmees et al., 2004; Bartsev et al., 2004; Deakin et al., 

2005; Saad et al., 2005; Skorpil et al., 2005; Dai et al., 2008; Kambara et al., 2009). 

Trabalhos realizados por diversos autores (Krishnan, 2002; Krishnan et al., 2003; Lorio et 

al., 2006; Krishnan et al., 2007; Rodrigues et al., 2007; López-Baena et al., 2008) 

demonstraram que esse sistema em S. fredii é altamente similar ao encontrado em 

Rhizobium sp. NGR234, com várias proteínas Nops sendo secretadas. Em B. japonicum, 
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genes similares à nopA, nopB, nopL e nopP estão localizados no agrupamento tts (Krause 

et al., 2002). O gene nopX, no entanto, não está presente no genoma dessa bactéria (Süβ et 

al., 2006). 

O papel das Nops na nodulação das mais diversas leguminosas começou a ser 

desvendado em 2003, quando um trabalho utilizou mutantes em diversos genes nop para 

definir quais as consequências dessas mutações para a nodulação. Utilizando Rhizobium 

NGR234, que é capaz de nodular pelo menos 232 plantas leguminosas, como modelo, foi 

determinado que certas Nops são essenciais para a nodulação de algumas plantas 

(Tephrosia vogelii, Flemingia congesta), ao passo que podem ser prejudiciais para outras 

plantas (Pachyrhizus tuberosus, Crotalaria juncae) (Marie et al., 2003). Esse trabalho 

ainda infere sobre as prováveis funções de duas Nops: NopX seria uma proteína que 

compõe o translocon, envolvida na translocação de outras proteínas, enquanto que NopL 

agiria como a proteína efetora propriamente dita, atuando diretamente sobre o citoplasma 

da célula vegetal hospedeira. Em um estudo posterior foi determinado que NopL pode ser 

fosforilada no interior da planta, por quinases vegetais (Bartsev et al., 2003), o que levou 

os autores a sugerir que a função dessa proteína na interação planta-bactéria seria a de 

interferir na cascata de transdução de sinais, responsável pela indução dos genes de defesa 

das plantas, uma vez que esses genes se mostraram suprimidos em plantas transgênicas 

expressando NopL (Bartsev et al., 2004). 

NopP foi descrita através do estudo da mutantes em Rhizobium NGR234 (Ausmees 

et al., 2004). Nesse trabalho concluiu-se que essa também se trata de uma proteína efetora, 

de forma similar à que ocorre com NopL. NopP também atua na célula vegetal, em 

interação com as proteínas vegetais, sendo alvo de fosforilação por quinases vegetais 

(Ausmees et al., 2004; Skorpil et al., 2005). Esta proteína se mostrou como a determinante 

no estabelecimento de simbiose com os legumes tropicais Flemingia congesta e Tephrosia 



 32

vogelii, e, ainda, foi sugerido que esta proteína funcione juntamente com a NopL, uma vez 

que duplos mutantes para os dois genes correspondentes (nopP e nopL) apresentam 

fenótipos negativos em testes de nodulação (Skorpil et al., 2005). 

NopA foi mais profundamente estudada em 2005 (Deakin e colaboradores), quando 

os autores descreveram o papel do pequeno peptídeo NopA como sendo um componente 

externo da maquinaria. Semelhanças com HrpA, que em fitopatógenos é formador de pilus 

do T3SS, sugerem que a proteína NopA esteja envolvida na formação de uma forma de 

pilus, para a translocação de proteínas efetoras. Rhizobium NGR234 sintetiza apêndices 

extracelulares de forma dependente de flavonoides e do T3SS, dos quais NopA é um dos 

principais componentes. Essa foi a primeira vez que foi demonstrada que a secreção de 

outras Nops é dependente de NopA, evidenciando a função de formadora de estrutura 

parecida com pilus. Nesse artigo é descrita, ainda, a descoberta de uma nova Nop, que foi 

nomeada NopC (Deakin et al., 2005). 

NopB também apresentou características de apêndices extracelulares relacionados a 

uma estrutura parecida com pilus. No trabalho de Saad e colaboradores (2005) foi 

demonstrada a presença e função da proteína NopB em Rhizobium NGR234 e, ainda, foi 

discutida a presença de sequências homólogas a do gene nopB em outros rizóbios, 

demonstrando que a proteína NopB deve estar presente nessas bactérias. 

NopJ, NopM (Kambara et al., 2008) e NopT (Dai et al., 2008; Kambara et al., 

2008) foram recentemente descritas em Rhizobium NGR234. NopJ possui grande 

homologia com a proteína YopJ de patógenos que contém o T3SS, cuja função é a 

interação com proteínas de transdução de sinais da célula eucariótica hospedeira. NopM 

pertence a um grupo de proteínas efetoras que é caracterizado por conter múltiplas 

repetições ricas em leucina, domínios esses que estão envolvidos nas interações proteína-

proteína (Kambara et al., 2008). NopT apresenta homologia com YopT, um efetor de 
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patógenos que pertence à família de cisteíno-proteases (Dai et al., 2008; Kambara et al., 

2008). Em outro estudo foi verificada a existência de um homólogo à NopT em B. 

japonicum USDA110, porém não em outros rizóbios, sugerindo que este seja um efetor 

específico de algumas linhagens. Dai e colaboradores (2008) sugerem a evolução desse 

efetor de fitopatógenos. Um resumo das prováveis funções e estrutura das Nops está 

representado na Figura 4. 

 

Figura 4: Papel das diferentes Nops em Rhizobium sp. NGR234. Algumas das proteínas têm papel 

na formação de um pilus que transporta as demais proteínas para o meio extracelular (NopA), algumas 

proteínas fazem parte de um complexo chamado de translocon que possui função de transporte de proteínas 

(NopX); enquanto outras proteínas agem diretamente como efetoras, podendo ser fosforiladas por quinases 

das plantas (NopL). (Adaptado de Marie et al., 2003.) 
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Em outros rizóbios, diversos componentes do T3SS foram igualmente 

caracterizados. Em um trabalho realizado com outro microssimbionte de soja, 

Sinorhizobium fredii USDA257, foi demonstrado que outros fatores, além dos flavonoides, 

podem influenciar na secreção de proteínas. No caso, a presença do íon cálcio afeta 

consideravelmente a secreção de diversas Nops, diminuindo a sua secreção, podendo levar 

a consequências agronômicas em solos calcários (Krishnan et al., 2007). Foi visto, 

também, que um mutante da linhagem HH103 de S. fredii, para um dos genes conservados 

(rhcJ) é incapaz de secretar Nops após a indução por flavonoides (de Lyra et al., 2006). 

Outro estudo realizado com essa mesma bactéria (S. fredii) mostrou diferenças 

entre duas linhagens (S. fredii USDA257 e S. fredii USDA191) para genes componentes do 

sistema (Lorio et al., 2006). O gene y4xP presente no cluster do T3SS apresenta duas 

cópias na linhagem USDA257, enquanto que a linhagem USDA191 possui apenas uma 

cópia. Além disso, as linhagens apresentam quantidades diferentes de Nops secretadas, 

acarretando em diferentes capacidades simbióticas em interação com soja [Glycine max 

(L.) Merrill]. A proteína NopB foi identificada em S. fredii USDA257 e sua função de 

proteína associada ao pilus foi descrita (Lorio et al., 2004). Utilizando técnicas de 

proteômica foram identificadas nessa bactéria NopM e NopD (Rodrigues et al., 2007). 

O T3SS foi descoberto em B. japonicum USDA110 através do sequenciamento da 

região simbiótica, uma região de aproximadamente 410 kb (Gottfert et al., 2001). Nessa 

bactéria foram encontrados diversos genes homólogos aos genes rhc de Rhizobium 

NGR234 e alguns genes candidatos a serem secretados pelo T3SS. Porém, a organização 

do cluster se mostrou diferente da encontrada nos outros rizóbios e algumas proteínas 

secretadas, como por exemplo, NopX, não estão presentes no genoma dessa bactéria 

(Krause et al., 2002; Süβ et al., 2006). 
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Em um estudo realizado com B. japonicum USDA110 para identificar os genes 

ativados após a indução pelo flavonoide genisteína foram identificadas diversos candidatos 

a serem secretados via T3SS (Süβ et al., 2006). Nesse trabalho, oito proteínas candidatas 

foram descritas, dentre as quais foram encontradas algumas homólogas às Nops de 

Rhizobium NGR234, como, por exemplo, NopP, e, também, genes relacionados ao flagelo. 

GunA2, que foi descrita como uma endoglucanase, também foi demonstrada ser secretada 

via T3SS nesse trabalho. O genoma de B. japonicum USDA110 também foi analisado 

quanto à resposta à indução por genisteína, onde diversos genes, incluindo os do T3SS, se 

mostraram mais ativos após algumas horas de indução (Lang et al., 2008). 

Recentemente, foi descrita a organização genômica e a sequência completa do 

cluster do T3SS de B. elkanii USDA61 (Okazaki et al., 2009). Foi sequenciada uma região 

de 47,1 kb, que mostrou a presença dos genes de T3SS, além de nove sequências 

reguladoras tts-box, e um nod-box, esse último localizado na região promotora do gene ttsI. 

Esse trabalho demonstrou os rearranjos genômicos e, ainda, as diferenças entre o sistema 

em comparação com B. japonicum USDA110. Os autores construíram duas linhagens 

mutantes para os genes rhcC2 e rhcJ. Estudos utilizando a técnica de gel de proteína em 

duas dimensões identificaram NopA, NopB, NopL, NopX e NopP. Comparado com outros 

rizóbios, uma característica única do T3SS de B. elkanii USDA61 é que, sob condições 

normais de multiplicação (mesmas condições utilizadas em B. japonicum USDA110), as 

proteínas são secretadas de forma independente de um indutor conhecido. Esse resultado 

indica que a regulação do T3SS em B. elkanii USDA61 é, de alguma forma, diferente dos 

outros rizóbios, apesar da semelhança existente na sequencia da proteína reguladora TtsI. 

Os autores identificaram também, em testes de nodulação, que o sistema nessa bactéria 

possui um fenótipo dependente de hospedeiro. Em plantas de siratro (Macroptilium 

atropurpureum) as bactérias mutantes apresentaram um número menor de nódulos, porém, 
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eles foram maiores que os induzidos pela bactéria de tipo selvagem. Em plantas Vigna 

radiata a resposta foi diferente, conforme a cultivar testada, da mesma forma que ocorreu 

nos testes com soja (G. max). 

Um resumo de todos os processos que ocorrem na interação das plantas com as 

bactérias após a percepção do flavonoide na rizosfera, subsequente ativação do T3SS e dos 

genes de nodulação está representado na Figura 5.  

 

 

Figura 5: Resumo dos passos para a formação do nódulo e ativação do T3SS, após a indução por 

flavonoides, em Sinorhizbium fredii HH103. Reproduzido de Rodrigues e colaboradores (2007). Em laranja 

estão representados os nod-box e em verde estão representados os tts-box. 

 

1.5 Regulação do T3SS em Rizóbios – proteína TtsI 

Os flavonoides ativam a transcrição dos genes do T3SS em rizóbios através da 

ativação de NodD1. Na região promotora do gene ttsI dos diversos rizóbios já 

caracterizados foi encontrado o motivo nod-box, sequência a qual a proteína NodD1 se liga 

para a ativação da transcrição dos genes por ela regulados (Krause et al., 2002; Krishnan et 
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al., 2003; Marie et al., 2004; López-Baena et al., 2008). O gene ttsI é o único que possui 

características de ativador de transcrição entre todos os genes do lócus do T3SS, sugerindo 

que essa proteína seja o único regulador da transcrição dos demais genes desse sistema 

(Wassem et al., 2008). 

Krause e colaboradores identificaram, em 2002, sequências consenso na região 

promotora dos genes do T3SS, as quais são reconhecidas pela proteína TtsI, em B. 

japonicum. Essas regiões foram nomeadas tts-box (Krause et al., 2002) e foram 

identificadas também em Rhizobium NGR234 (Marie et al., 2004; Wassem et al., 2008) e 

em S. fredii (López-Baena et al., 2008). 

A análise da sequência da proteína TtsI revelou similaridade com ativadores de 

transcrição do tipo de dois componentes. O estudo detalhado da região promotora de 

alguns genes do T3SS em Rhizobium NGR234, M. loti e S. fredii revelou a presença nestas 

de um motivo conservado na sequência que foi, então, nomeado tts-box. Esse motivo foi 

testado em estudos de expressão sob indução de genisteína e se mostrou ativo e induzível 

para esse flavonoide em B. japonicum USDA110 (Krause et al., 2002). Interessantemente, 

o fenótipo de um mutante para esse gene de B. japonicum USDA110 em testes de 

nodulação não se mostrou tão severo quanto mutantes em genes estruturais do sistema. 

Além disso, o fenótipo encontrado em associação com a soja foi o de um atraso na 

nodulação (Krause et al., 2002). 

Normalmente, os reguladores de transcrição do tipo dois componentes são ativos 

pelos parceiros com função de sensores (histidino-quinases) através da auto-fosforilação do 

resíduo de histidina após o estímulo ambiental. O grupamento fosforil é posteriormente 

transferido a um resíduo de aspartato no parceiro regulador, induzindo a uma mudança 

conformacional que leva à ativação. Uma vez ativa, essa proteína se liga a elementos cis na 

região promotora dos genes requeridos pelo sinal ambiental, ativando a transcrição 
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(Wassem et al., 2008). A proteína TtsI de rizóbios, no entanto, possui um resíduo de 

glutamato no lugar do resíduo aspartato conservado e necessário para a ativação pelo 

parceiro sensor dos dois componentes. Em outras bactérias que possuem essa proteína, esse 

tipo de mudança na sua sequência de aminoácidos leva a uma ativação constitutiva da 

proteína, sem a necessidade da proteína sensora. Portanto, é possível que TtsI em rizóbios 

funcione como um ativador da transcrição independente de fosforilação e de proteínas 

sensoras. Ao invés disso, a proteína é ativa em resposta à NodD1 e flavonoides indutores 

(Kobayashi et al., 2004; Marie et al., 2004; Wassem et al., 2008). 

Buscas na sequência completa do plasmídeo simbiótico de Rhizobium NGR234, 

pNGR234a, foram realizadas à procura do motivo conservado tts-box. Seis destas 

sequências foram encontradas em regiões diversas do plasmídeo, fora do cluster do T3SS 

(Marie et al., 2004). Três tts-box estavam localizados na região promotora de genes que 

codificam possíveis proteínas secretadas. Outro elemento foi encontrado na região 

promotora de genes envolvidos na divisão de plasmídeos. Os outros dois tts-box foram 

encontrados em regiões promotoras de genes envolvidos na síntese de ramnose (Marie et 

al., 2004). Através do estudo de um mutante com um cassete inserido na sequência do gene 

ttsI os autores demonstraram que a inativação do gene provoca mudanças na característica 

da camada de LPS da bactéria, que não é capaz de sintetizar o composto ramnose dessa. 

Esse mesmo mutante foi utilizado para estudos de nodulação e essa bactéria mostrou 

resultados diferentes aos apresentados com o mutante do gene rhcN, cujo fenótipo foi mais 

severo. 

Estudos de expressão gênica em B. japonicum USDA110, utilizando o gene 

repórter lacZ fusionado a genes que contém o tts-box em suas regiões promotoras 

revelaram que estes estão ativos em nódulos de quatro semanas de Macroptilium 

atropurpureum, sugerindo que o T3SS é ativo em nódulos fixadores de nitrogênio (Zehner 



 39

et al., 2008). Este trabalho também reiterou que o tts-box é um elemento promotor 

essencial ao T3SS. 

Em S. fredii HH103 o gene ttsI foi mais profundamente estudado em um trabalho 

de 2008 (López-Baena e colaboradores) onde foi demonstrada a presença do nod-box em 

sua região promotora, além de demonstrada a ativação por flavonoides em um estudo 

utilizando o gene repórter lacZ. Os testes de nodulação realizados com uma linhagem 

mutante para este gene mostraram fenótipos similares aos encontrados em B. japonicum 

USDA110, os quais se mostraram mais severos quando um gene estrutural do sistema foi 

interrompido. No caso de S. fredii HH103, esse gene foi o rhcJ (de Lyra et al., 2006; 

López-Baena et al., 2008). A linhagem mutante para o gene ttsI também foi incapaz de 

liberar proteínas Nops em testes de secreção de proteínas (López-Baena et al., 2008). 

Após o estudo de uma mutação deletéria do gene ttsI de Rhizobium NGR234 

concluiu-se que a proteína TtsI é um fator importante na ativação da transcrição de genes 

que codificam proteínas secretadas (Nops) e que o tts-box, presente nas regiões promotoras 

desses genes, é ativo e responsivo a flavonoides. Desta forma, os autores sugeriram que a 

regulação do T3SS em Rhizobium sp. NGR234 difere daquela vista em bactérias 

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

O T3SS em rizóbios foi descrito para a especificidade da simbiose com diversas 

plantas leguminosas. Dentre as bactérias do gênero Bradyrhizobium, poucos trabalhos 

visando a caracterização do sistema foram realizados até o momento, e, em sua maioria, na 

espécie B. japonicum USDA110. Muitos autores já ressaltaram as diferenças entre as 

espécies B. japonicum e B. elkanii em diversos aspectos, entre eles a organização genômica 

e várias características fenotípicas. Portanto, seria importante caracterizar o sistema em B. 

elkani. Um artigo publicado em 2009, pelo mesmo grupo de pesquisa responsável pelas 

publicações com o T3SS de B. japonicum (Okazaki et al., 2009), desvendou a sequência do 

cluster desses genes em B. elkanii USDA61, e, ainda, alguns aspectos desse sistema nessa 

bactéria. No entanto, uma caracterização da regulação dos genes e atividade da proteína 

TtsI ainda não foi desvendada para essa bactéria e muitas questões ainda estão em aberto. 

Ambas as espécies são utilizadas comercialmente como inoculantes na cultura de 

soja no Brasil. Porém, a literatura já demonstrou que a espécie predominante no solo 

brasileiro é B. elkanii. A bactéria aplicada no solo dessa maneira é capaz de fornecer o 

nitrogênio para a planta, diminuindo a necessidade de adubos nitrogenados. 

Levando em consideração a importância da soja para a agricultura e economia do 

Brasil, e, mais ainda, a grande relevância da nodulação e fixação de nitrogênio para essa 

cultura, o melhor entendimento dessa interação se faz necessário.  
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3 Objetivos 

O objetivo desse trabalho foi colaborar com a elucidação do papel da proteína TtsI 

no T3SS em B. elkanii SEMIA587. Mais especificamente: 

• Clonar e isolar a sequência de nucleotídeos o gene ttsI de B. elkanii SEMIA587; 

• Identificar e isolar sequências promotoras de genes do T3SS que contenham o motivo de 

ligação para a proteína TtsI (tts-box); 

• Construir uma linhagem mutante de B. elkanii SEMIA587 através da inserção de um 

cassete Ω com resistência à estreptomicina e espectinomicina, na sequência do gene ttsI; 

• Estudar na linhagem mutante (587ΩttsI) e na linhagem selvagem (587) a secreção de 

proteínas em resposta à indução por flavonoides; 

• Estudar na linhagem mutante (587ΩttsI) e na linhagem selvagem (587) a interação com 

plantas leguminosas, através de testes de nodulação; 

• Estudar na linhagem mutante (587ΩttsI) e na linhagem selvagem (587) a regulação e 

expressão dos genes do T3SS, através de fusões entre o gene-repórter gfp e regiões 

promotoras contendo os tts-box, após indução por flavonoides. 
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4 Material e Métodos 

4.1  Linhagens bacterianas e plasmídeos 

As linhagens bacterianas e plasmídeos utilizados na realização deste trabalho estão 

relacionados nas tabelas a seguir: 

 

Tabela 1: Linhagens bacterianas 

Linhagens bacterianas Características Referência 

Escherichia coli 

XL1- blue 

 

recA1 endA1 gyrA96 thi hsdR17(r K- mK-) supE44 

relA1 λ- lac [F’ proABlacIqZDM15 Tn10 (TcR)] 

 

Stratagene 

DH5α F– Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 

endA1 hsdR17(rK -, mK
+) 

Life 

Technologies 

Bradyrhizobium elkanii 

SEMIA587 

 

Fixador de nitrogênio em simbiose com soja, utilizada 

como inoculante comercial no Brasil (TcR) 

 

Fepagro/RS 

B. elkanii587 Ω ttsI  SEMIA587 contendo o cassete Ω interrompendo o 

gene ttsI (TcR, SpR, SmR) 
Este trabalho 

B.elkanii587 pNT SEMIA587 carregando o vetor pPROBE NT (TcR, 

KmR) 
Este trabalho 

B. elkanii587 pNT pTtsI SEMIA587 carregando o vetor pPROBE NT contendo 

a região promotora do gene ttsI (TcR, KmR) 
Este trabalho 

B.elkanii587 pNT pNod SEMIA587 carregando o vetor pPROBE NT contendo 

a região promotora dos genes nodABC (TcR, KmR) 
Este trabalho 

B. elkanii587 pNT pNopC SEMIA587 carregando o vetor pPROBE NT contendo 

a região promotora do gene nopC (TcR, KmR)  
 

Este trabalho 

B. elkanii587 Ω ttsI pNT 

 

B. elkanii587 Ω ttsI carregando o vetor pPROBE NT 

(TcR, SpR, KmR)  
Este trabalho 

 

B. elkanii587 Ω ttsI pNT pTtsI 

 

B. elkanii587 Ω ttsI carregando o vetor pPROBE NT 

contendo a região promotora do gene ttsI (TcR, SpR, 

KmR)  

Este trabalho 

 

B. elkanii587 Ω ttsI pNT pNod 

 

B. elkanii587 Ω ttsI carregando o vetor pPROBE NT 

contendo a região promotora dos genes nodABC (TcR, 

SpR, KmR) 

Este trabalho 
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Tabela 2: Plasmídeos utilizados 

Plasmídeo Características Referência 

pGEM T-Easy ApR; lacZ’; T7p; SP6p; origem de replicação do fago F1 Promega® 

pBluescriptII KS+ Fago f1, lacZ, ApR Stratagene® 

pHP45Ω PenR, SmR; SpR; fragmento Omega Prentki e Kirsch (1984) 

pK18mobsacB KmR, SucR; lacZ’; vetor mobilizável não-replicativo de E. 

coli 
Schäfer e colaboradores (1994) 

pRK2013 KmR; Mob1; Tra1; Col-E1 replicon; plasmídeo helper Figurski e Helinski (1979) 

pPROBE NT pVS1/p15a vector, KmR Miller e colaboradores (2000) 

pGEMttsI pGEM T-Easy contendo o fragmento do gene ttsI 

clonado 
Este trabalho 

pK18ttsI pK18mobsacB contendo o fragmento do gene ttsI 

retirado de pGEMttsI e inserido no sítio de EcoRI 
Este trabalho 

pK18ttsIΩ pK18ttsI contendo o cassete Ω do vetor pHP45Ω, 

excisado com SmaI, inserido no sítio de MluI, 

preenchido, do fragmento do gene ttsI. 

Este trabalho 

pGEMpTtsI pGEM T-Easy contendo o fragmento com a região 

promotora do gene ttsI e parte da região codificadora. 
Este trabalho 

pGEMNB pGEM T-Easy contendo a região promotora dos genes 

nodABC. 
Este trabalho 

pGEMpNopC pGEM T-Easy contendo o fragmento da região 

promotora do gene nopC 
Este trabalho 

pNTpTtsI pPROBE NT contendo o fragmento da região promotora 

do gene ttsI 
Este trabalho 

pNTNod pPROBE NT contendo o fragmento da região promotora 

dos genes nodABC 
Este trabalho 

pNTpNopC pPROBE NT contendo o fragmento da região promotora 

do gene nopC 
Este trabalho 

 

4.2 Meios de cultura e condições de cultivo 

Os meios de cultura utilizados para as linhagens de B. elkanii SEMIA587 e 

derivadas foram YEM (extrato de levedura e manitol), TY (triptona e extrato de levedura) 

e RMS (meio mínimo para rizóbios contendo succinato como fonte de carbono na 
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concentração final de 12 mM), todos conforme Somasegaram e Hoben (1994). As bactérias 

foram incubadas à 28°C por cinco a sete dias. Para as linhagens de Escherichia coli foi 

utilizado o meio Luria Bertani (LB, Sambrook e Russel, 2001), com incubação à 37°C por 

24 horas. Quando necessário, os meios de cultura sólidos ou líquidos foram suplementados 

com concentrações adequadas de antibióticos: para B. elkanii, tetraciclina - Tc (10 μg mL-

1), canamicina – Km (40 μg mL-1), espectinomicina - Sp (100 μg mL-1) e rifampicina - Rf 

(75 μg mL-1) (Benson et al., 2005); para E. coli, ampicilina – Ap (100 μg mL-1), 

canamicina (30 μg mL-1), estreptomicina - Sm (20 μg mL-1) e espectinomicina (75 μg mL-

1) (Sambrook e Russel, 2001). Quando indicado, as culturas foram induzidas com os 

flavonoides genisteína, apigenina ou daidzeína na concentração final de 10-6 M. 

 

4.3 Extração de DNA genômico de Bradyrhizobium elkanii 

O DNA genômico das culturas de bradirrizóbios foi extraído segundo o 

procedimento descrito a seguir. As células bacterianas foram multiplicadas em meio YEM 

líquido e incubadas à 28ºC sob agitação constante de 128 rpm. Alíquotas de 1,5 mL foram 

centrifugadas em tubos de microcentrífuga, por 3 minutos à 12.000 rpm. O sobrenadante 

foi desprezado e o precipitado resultante foi suspendido em 700 μL de TES (solução salina 

utilizada para a retirada de polissacarídeos e resíduos de meio de cultura aderidos às 

células) e, novamente, submetido à centrifugação por 3 minutos à 12.000 rpm. Ao 

precipitado foram adicionados 500 μL de solução tampão TE1 (1 % de Tris pH 8 1 M 

adicionado 5% mL de EDTA 0,5 M) e 25 μL de lisozima [20 mg mL-1], com incubação a 

37°C por 30 minutos. Após, 108 μL de SDS 20% e 5 μL de proteinase K foram 

adicionados e fortemente homogeneizados, incubando-se a 56°C por 15 minutos. A seguir, 

adicionou-se 600 μL de acetato de amônio 8M e as amostras foram mantidas por 30 

minutos no gelo, sendo posteriormente centrifugadas por 20 minutos à 12.000 rpm. O 
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sobrenadante resultante foi transferido para um novo tubo. O DNA foi extraído pela adição 

de igual volume de fenol/clorofórmio. Após centrifugação por 10 minutos a 12.000 rpm, a 

fase aquosa subsequente foi transferida para um novo tubo. O procedimento foi repetido 

utilizando-se, ao invés de fenol/clorofórmio, uma solução de clorofórmio/álcool isoamílico 

(na proporção 24:1). À fase aquosa, coletada e transferida para um novo tubo estéril, foram 

adicionados 100 mM de cloreto de sódio e 0,6 volumes de isopropanol. Após 30 minutos 

no gelo, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado de DNA resultante foi lavado com 500 μL de etanol 70%, e 

suspendido em 50 μL de solução TE (tampão Tris/EDTA). 

 

4.4 Condições de PCR 

O DNA genômico de B. elkanii SEMIA587 foi utilizado como molde nas reações 

de PCR. As reações foram elaboradas com kit Taq DNA Polymerase Recombinant 

(Invitrogen®), em um volume total de 25 μL, contendo 50 ng de DNA genômico, 0,2 μL 

de Taq DNA polimerase (5 U μL-1), 2,5 μL de PCR Buffer 10 X, 1 μL de MgCl2 50 mM, 5 

μL de solução de dNTPs 1 mM (1 mM de dATP, dTTP, dCTP e dGTP) e 1 μL de cada 

primer na concentração de 10 µMol. Tais amplificações (como todas as demais descritas 

nessa metodologia) foram realizadas no termociclador PCR Express Temperature Cycling 

System (Thermo Hybaid). A amplificação foi realizada da seguinte maneira: uma etapa 

inicial de desnaturação a 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de: 94°C por 45 segundos, 

anelamento a 55°C por 45 segundos e extensão a 72°C por 45 segundos, e uma etapa final 

de extensão a 72°C por 5 minutos.  

4.5 Amplificação e clonagem de um fragmento do gene ttsI 

Primers, desenhados a partir do alinhamento de sequências obtidas no GenBank 
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(NCBI) de genes ttsI de outros rizóbios, foram utilizados para a amplificação de um 

fragmento de 364 pares de base. Este fragmento foi clonado no vetor pGEM T-Easy e 

sequenciado com os primers M13 direto e reverso (Sambrook e Russel, 2001), gerando o 

vetor pGEMttsI. A sequência dos primers para a amplificação foi: 

ttsI FOR: 5’ TCTGCCCGATGGAGACGGCTT 3’ 

ttsI REV: 5’ TGCGCAGGCGATAGATCCCGA 3’ 

4.6 Construção da linhagem mutante B. elkanii587ΩttsI 

O vetor pGEMttsI foi digerido com a enzima de restrição EcoRI para a liberação do 

inserto. Essa reação foi submetida à eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com 

brometo de etídeo, e o fragmento correspondente ao inserto foi purificado com o kit 

Wizard ® SV Gel and PCR purification kit (Promega ®). O vetor conjugativo 

pK18mobsacB (cedido pelo Prof Dr William J. Broughton – LBMPS, Universidade de 

Genebra) foi igualmente digerido com a enzima de restrição EcoRI, e uma reação de 

ligação, contendo uma proporção de 3:1 de fragmento em relação ao vetor, foi realizada 

utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Fermentas®), conforme indicação do fabricante. A 

ligação foi utilizada para transformar células competentes de E. coli DH5α, que foram 

selecionadas em placas de Petri contendo meio LB suplementado com canamicina. As 

colonias resultantes foram utilizadas para extração de plasmídeos por mini-preparação, 

utilizando o kit S.N.A.P.TM Miniprep kit (Invitrogen). A clonagem foi checada através de 

digestão com EcoRI. O vetor resultante foi nomeado pK18ttsI. 

O cassete, que confere resistência aos antibióticos espectinomicina (Sp) e 

estreptomicina (Sm), utilizado para a mutação, foi obtido do vetor pHP45Ω. O vetor foi 

digerido com PstI e NdeI por duas horas, e, após inativação das enzimas, foi novamente 

digerido com SmaI. A reação foi submetida à eletroforese em gel de agarose 0,8%, e o 

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

O vetor pK18ttsI foi digerido com MluI para a linearização, teve as suas 

extremidades preenchidas com o fragmento de Klenow da DNA polimerase I de E. coli 

(GE Healthcare®). A ele foi ligado o fragmento do cassete purificado, utilizando a T4 

DNA Ligase (Fermentas®), conforme indicação do fabricante. Essa ligação foi utilizada 

para transformar as células competentes de E. coli DH5α. Após seleção com antibióticos 

apropriados, as colônias resultantes foram inoculadas em meio líquido e tiveram seus 

plasmídeos extraídos com o kit S.N.A.P.TM Miniprep kit (Invitrogen). A clonagem foi 

novamente confirmada por digestão e por PCR, utilizando os mesmos primers 

anteriormente descritos para o gene ttsI. O vetor resultante foi nomeado pK18ttsIΩ. 

A seguir, foi realizada uma conjugação tri-parental, utilizando as seguintes 

linhagens: E. coli DH5α pRK2013 (plasmídeo helper); E. coli DH5α pK18ttsIΩ; e B. 

elkanii SEMIA587. As linhagens foram misturadas em meio YEM, sem antibióticos e 

incubadas à 28°C durante 72 horas. Após esse período, as bactérias foram plaqueadas em 

YEM, suplementado com Tc e Sp, e mantidas à 28°C até o crescimento satisfatório das 

colônias (entre cinco e sete dias). Uma série de repicagens foi realizada e os 

transconjugantes candidatos foram testados por PCR e Southern blots. 

 

4.7 Southern blot 

Para a confirmação da linhagem mutante foi realizado o experimento de 

hibridização por Southern blot. O DNA das colônias transconjugantes candidatas e da 

bactéria de tipo selvagem B. elkanii SEMIA587 foi extraído como descrito anteriormente. 

A sonda utilizada foi o fragmento do gene ttsI de 364 pb de B. elkanii SEMIA587 

amplificado. Cinco µg de DNA foram digeridos com HindIII (que não digere a sonda); 

outra reação foi preparada com a enzima SalI (que digere a sonda). As reações de digestão 
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foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 0,8%. Após a corrida, o gel foi 

fotografado com uma régua e transferido para uma membrana de náilon (GE Healthcare®). 

O DNA foi fixado na membrana através da exposição à luz ultravioleta por 2 minutos. A 

membrana foi, então, submetida à hibridização, utilizando o sistema DIG (Roche ®), que 

também foi utilizado na preparação da sonda, conforme especificações do fabricante. 

 

4.8 Extração de proteínas secretadas e Western blot 

Um pré-inóculo de 5 ml foi realizado em meio YEM, 28°C, com antibióticos para 

duas linhagens de B. elkanii: 587 e 587ΩttsI. Após a multiplicação, as bactérias foram 

inoculadas em meio RMS sem antibióticos (10 ml). Esses inóculos foram multiplicados à 

28°C por 40 horas. Um ml dessa cultura foi utilizado para inocular 100 ml de RMS 

contendo os tratamentos com flavonoides e controles. Nesse experimento os tratamentos 

foram: etanol (composto que solubilizou os flavonoides e serve como controle negativo) e 

genisteína (isoflavona de soja) na concentração final de 10-6 M. O inóculo foi mantido sob 

agitação (160 rpm) por um período de 72 horas. 

A extração de proteínas foi realizada da seguinte maneira: o conteúdo dos inóculos 

foi centrifugado por 15 minutos à 10°C (4.000 g). Com o sobrenadante da centrifugação 

em um novo tubo foi repetido o procedimento. Após a segunda centrifugação, o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo um bastão magnético. Os tubos 

foram mantidos a 4°C e colocados sobre o agitador magnético. Trinta e seis gramas de 

sulfato de amônio foram adicionadas aos poucos e a mistura foi agitada por uma hora. 

Após esse período a agitação foi cessada e os tubos foram mantidos por 2 horas a 4°C e, a 

seguir, centrifugados por 30 minutos (10.000 g) a 4°C. O sobrenadante foi removido e o 

precipitado foi suspendido em 2,5 ml de Tris.HCl pH 8,0 (10 mM) e deixado por 16 horas 

a 4°C. No outro dia da extração foi retirado o sal com o uso de colunas Nap25 (Amersham 



 49

Biosciences), de acordo com as especificações do fabricante. O tampão utilizado foi o 

mesmo usado na suspensão (Tris.HCl pH 8,0 10 mM) e o volume final foi divido em 3 

tubos do tipo eppendorf, com um furo na tampa, rapidamente congelados em nitrogênio 

líquido e centrifugados a vácuo por 6 horas. Após esse período, as proteínas foram 

suspendidas em 50 µl de água destilada e foram mantidas em freezer -20°C. 

Dois géis de poliacrilamida do tipo SDS- PAGE 12% foram realizados, nos quais 

foi aplicada a mesma quantidade de proteína (50 µg) e o marcador de peso molecular de 

proteínas Protein Ladder (Invitrogen). Os géis foram corridos por 3 horas a 120 V. Um dos 

géis foi corado com nitrato de prata e o outro gel foi transferido para uma membrana de 

nitrocelulose para o experimento de Western blot.  

Para o gel ser corado com nitrato de prata (AgNO3) o seguinte protocolo foi 

utilizado: após a corrida, o gel foi mantido por 1 hora em solução de metanol (50%) e 

ácido acético (12%), depois, foi lavado três vezes (15 minutos cada) em etanol (50%). 

Depois das lavagens, o gel foi transferido para uma solução de tiosulfato de sódio 0,02% 

(Na2S2O3) por 1 minuto e lavado três vezes com água destilada. Após essas lavagens o gel 

foi mantido por 20 minutos em solução de nitrato de prata 0,2%. O gel foi novamente 

lavado três vezes com água destilada e uma solução de revelação (contendo carbonato de 

sódio-Na2CO3) foi utilizada até o aparecimento das bandas de proteínas. O gel foi fixado 

com ácido acético. 

O segundo gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose (GE Healthcare®), 

conforme especificações do fabricante. A membrana foi bloqueada com leite em pó 

desnatado (5%) diluído em PBS-T (Tampão fosfato salino - Tween 20 0,1%), por 20 

minutos e lavada duas vezes (15 minutos cada) em PBS-T. O anticorpo primário foi 

adicionado (α-NopA ou α-NopL, cedidos pelo Dr William Broughton e Dr William 

Deakin-Universidade de Genebra) em diluição 1:5000 em PBS-T, e incubado por 1 hora. 
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Após a incubação, a membrana foi lavada (duas vezes, 15 minutos cada) em PBS-T e o 

anticorpo secundário foi adicionado (α-coelho) diluído 1:10000 em PBS-T. A membrana 

foi lavada novamente por quatro vezes (15 minutos) e os agentes de detecção (kit ECL 

Western blot- GE Healthcare®) foram adicionados à membrana e incubados por 1 minuto. 

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

 

4.9 Ensaios de nodulação 

As linhagens de Bradyrhizobium foram testadas quanto as suas capacidades de 

indução da formação de nódulos em ensaios de nodulação com diferentes plantas 

leguminosas. Nesse trabalho foram realizados testes com as plantas Vigna unguiculata, 

Macroptillium atropurpureum, Glycine max (L.) Merrill (Cv Peking e McCall), todas 

obtidas da coleção do Laboratoire de Biologie Moléculaire des Plantes Supérieures 

(LBMPS, cedidas pelo Dr William Broughton-Universidade de Genebra), conforme 

Pueppke e Broughton (1999). 

As sementes das plantas foram desinfestadas com ácido sulfúrico concentrado 

(cinco minutos), lavadas com água destilada esterilizada (quatro vezes) e etanol 70% (dois 

minutos), mais uma série de lavagens com água destilada estéril (três vezes) e germinadas 

em placas contendo ágar e água (1%) por dois a cinco dias (dependendo da planta testada) 

à 28°C. As plântulas (com aproximadamente dois cm) foram transferidas para potes do tipo 

Magenta e transferidas para câmaras de crescimento por dois a três dias. Após esse 

período, a tampa do pote foi retirada e as bactérias foram inoculadas diretamente nas raízes 

das plantas, que foram mantidas em câmaras de crescimento com fotoperíodo de 16 horas, 

temperatura diurna de 26-28°C e noturna de 18°C. 

O inóculo das bactérias (B. elkanii 587 e B. elkanii 587ΩttsI) foi preparado após 

multiplicação em meio YEM por cinco dias com antibióticos apropriados à 28°C com 
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agitação (160 rpm). No dia do inóculo, as bactérias foram lavadas duas vezes em MgSO4 

10 mM e foram inoculadas diretamente nas raízes das plantas: 100 µl de bactérias com 

concentração de 108 células por ml.  

Os nódulos rosados (contendo bactérias que fixam nitrogênio) foram contados após 

períodos fixos de 14 e 28 dias. Os dados do experimento de nodulação representam 

repetições de no mínimo três plantas por tratamento e a análise estatística utilizada foi o 

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

 

4.10 Obtenção e clonagem das regiões promotoras e subclonagem no vetor 

pPROBE NT 

4.10.1 Amplificação da região promotora do gene ttsI através da técnica de SiteFinding 

PCR e clonagem em pPROBE NT 

Uma adaptação do método descrito por Tan e colaboradores (2005) foi realizada. A 

técnica pode ser resumida em três etapas: Reação de SiteFinding, reação primária do 

Nested PCR e reação secundária do Nested PCR. Primers gene específicos anelam-se nas 

sequências conhecidas e primers SiteFinding (SFP1 e SFP2) anelam-se nos 

oligonucleotídeos SiteFinders já ligados aos sítios-alvo. A reação de SiteFinding PCR 

consiste dos seguintes passos: após anelamento dos oligonucleotídeos SiteFinder (5’ 

CACGACACGCTACTCAACACACCACCTCGCACAGCGTCCTCAAGCGGCCCGCN

NNNNNGCGC 3’) em baixa temperatura, uma fita é sintetizada pela Taq DNA 

polimerase, gerando moléculas alvo em fita dupla de diferentes tamanhos; na reação 

primária do Nested PCR, o DNA alvo é amplificado exponencialmente com SFP1 (5’ 

CACGACACGCTACTCAACAC 3’) e um primer gene-específico, enquanto que a 

amplificação de moléculas não alvo é suprimida pela formação de um stem-loop na 
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estrutura do DNA; na reação secundária do Nested PCR, novamente o DNA alvo é 

amplificado exponencialmente por um primer alvo gene-específico mais interno 

combinado com o primer SFP2 (5’ ACTCAACACACCACCTCGCACAGC 3’), enquanto 

que a amplificação de moléculas não alvo é suprimida por formação de estrutura 

secundária. No produto final, a representação das moléculas alvo é bastante superior a de 

moléculas não alvo.  

O primer ttsIREV foi utilizado nas duas etapas de amplificação, como primer gene-

específico. O produto de amplificação após as duas etapas, apresentou tamanho de 

aproximadamente 700 pb. Esse produto foi clonado no vetor pGEM T-Easy (Promega®) e 

sequenciado, utilizando os oligonucleotídeos iniciadores M13 direto e reverso (Sambrook e 

Russel, 2001). Esse plasmídeo foi nomeado pGEMpTtsI. 

Após o sequenciamento, um novo primer foi desenhado e foi utilizado para 

amplificação da região promotora: 

pTtsI sense: 5’ ACTCAACACACCACCTCGCA 3’ 

Uma PCR foi realizada utilizando esse primer em conjunto com o ttsIREV. O 

produto de amplificação de aproximadamente 700 pb foi purificado e preenchido com o 

fragmento de Klenow da DNA polimerase I de E. coli (GE Healthcare®). O vetor pPROBE 

NT, que possui o gene repórter gfp sem promotor fusionado ao sítio de clonagem (Miller et 

al., 2000) foi digerido com a enzima de restrição SmaI. O fragmento purificado e o vetor 

digerido foram utilizados em uma reação de ligação, utilizando a enzima T4 DNA Ligase 

(Fermentas®). A ligação foi transformada em células competentes de E. coli DH5α. As 

colônias resultantes tiveram seus DNAs plasmidiais extraídos e foram checadas por PCR, 

utilizando o primer pTtsI sense com um oligonucleotídeo desenhado para amplificação da 

GFP (GFPanti) (5’ AAGCTTCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCCA 3’). O plasmídeo 

que apresentou banda de amplificação de tamanho esperado foi nomeado pNTpTtsI. 
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4.10.2 Amplificação e clonagem do nod-box da região promotora dos genes nodABC e 

subclonagem em pPROBE NT 

Utilizando a sequência de B. elkanii USDA94 disponível no GenBank (U04609) foi 

possível o desenho de primers específicos para a região promotora dos genes nodABC de 

B. elkanii, contendo o motivo nod-box. Os primers foram: 

nodFOR: 5’ GGGCTGGCTCAGGTTAATTT 3’ 

nodREV: 5’ GCCATCGTGGCATACCTAAT 3’ 

Esses oligonucleotídeos foram utilizados em PCRs com o DNA genômico de 

B.elkanii SEMIA587 como molde e o produto de amplificação de tamanho esperado (222 

pb) obtido foi clonado no vetor pGEM-T Easy, gerando o plasmídeo pGEMNB. 

Uma reação de digestão com a enzima EcoRI foi realizada para o plasmídeo 

pGEMNB e para o vetor pPROBE NT. A reação do pGEMNB foi submetida à eletroforese 

em gel de agarose e o inserto de 222 pb foi purificado do gel. O fragmento purificado foi 

ligado ao pPROBE NT clivado com EcoRI utilizando T4 DNA Ligase, e a reação de 

ligação foi  transformada em células competentes de E. coli DH5α. As colônias resultantes 

foram checadas através de reações de amplificação, utilizando os primer GFP anti e 

nodFOR. O plasmídeo que apresentou uma banda de amplificação de tamanho esperado foi 

nomeado pNTNB. 

 

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

Uma região genômica que compreende a sequência promotora do gene nopC, que 

possui um putativo tts-box, de aproximadamente 4 kb, foi amplificada utilizando primers 

desenhados a partir da sequência de B. elkanii USDA61 disponível no GenBank 
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(FM162234). 

pNopCFOR: 5’ TTGACGGTCGAGAGTTCTGT 3’ 

pNopCREV: 5’ CAGGACTTTTCCAGCTTTCA 3’ 

Esse produto de amplificação foi clonado no vetor pGEM T-Easy e sequenciado. O 

vetor, nomeado pGEMpNopC, foi digerido com HindIII e SalI. A reação foi submetida à 

eletroforese em gel de agarose 0,8%, e uma banda de aproximadamente 1,0 kb, 

correspondente à região promotora com o tts-box, foi purificada, utilizando o kit Wizard® 

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®). 

O vetor pROBE NT foi digerido com HindIII e SalI e ligado ao fragmento 

purificado, com a T4 DNA Ligase (Fermentas®), conforme especificações do fabricante. 

A ligação foi utilizada para transformar células competentes de E. coli DH5α. As colônias 

brancas foram inoculadas em meio LB com antibióticos e checadas por PCR com os 

primers pNopCFOR e GFP anti. O plasmídeo que amplificou a banda de tamanho esperado 

foi nomeado pNTpNopC. 

 

4.11 Conjugação tri-parental 

Os plasmídeos construídos no item 4.8 foram transferidos para B. elkanii 

SEMIA587 e B. elkanii587ΩttsI através de conjugação tri-parental. As linhagens de 

Bradyrhizobium foram multiplicadas em meio YEM suplementado com antibióticos (Tc 

para 587 e Tc e Sp para 587ΩttsI) e incubadas à 28°C por cinco dias. As linhagens de E. 

coli, uma contendo o vetor com as construções de promotores fusionados à gfp (pPROBE 

NT e derivados) e a outra carregando o plasmídeo helper pRK2013 foram multiplicadas 

por 16 horas à 37°C em meio LB suplementado com Km (para ambas as linhagens). As 

bactérias foram plaqueadas simultaneamente em meio YEM sem antibióticos e incubadas à 
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28°C por 72 horas. Após esse período foram transferidas para novas placas contendo o 

meio YEM, agora suplementado com antibióticos (Tc e Km para 587 e Tc, Sp e Km para 

587ΩttsI). As linhagens resultantes foram nomeadas: B. elkanii 587 pNT, B. elkanii 587 

pNTpTtsI, B. elkanii 587 pNTNB, B. elkanii 587 pNTpNopC, B. elkanii 587ΩttsI pNT, B. 

elkanii 587ΩttsI pNTpTtsI, B. elkanii 587ΩttsI pNTNB e B. elkanii 587ΩttsI pNTpNopC. 

 

4.12 Ensaio de intensidade de expressão de GFP 

As linhagens (B. elkanii 587 pNT, B. elkanii 587 pNTpTtsI, B. elkanii 587 pNTNB, 

B. elkanii 587 pNTpNopC, B. elkanii 587ΩttsI pNT, B. elkanii 587ΩttsI pNTpTtsI, B. 

elkanii 587ΩttsI pNTNB, B. elkanii 587ΩttsI pNTpNopC) foram multiplicadas em meio 

YEM com antibióticos até uma densidade ótica de 0,5 em 600 nanômetros (OD600 0,5) e 

diluídas para OD600 0,2 em meio YEM. A esse meio foram adicionados os tratamentos com 

os flavonoides: apigenina, daidzeína e genisteína (Sigma®) na concentração final de 10-6 

M e etanol como controle negativo. As bactérias foram mantidas em agitação e a 28°C. 

Após 24 horas de indução a densidade ótica (OD600) e fluorescência (filtros de excitação de 

485 nm e de emissão de 550 nm) foram medidas de 100 µl das culturas, em placas de 96 

poços, utilizando o SpectraMax Gemini XPS (MDS Analytical Technologies). A densidade 

ótica foi corrigida ao nível de background utilizando o meio não inoculado. Pelo menos 

três repetições independentes para cada tratamento foram realizadas. 
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5. Resultados 

5.1 Bradyrhizobium elkanii 587 possui o gene ttsI 

O DNA genômico de B. elkanii SEMIA587 foi usado como molde em uma reação 

de amplificação utilizando primers desenhados a partir do alinhamento de sequências 

obtidas no GenBank, relativas a genes ttsI de outros rizóbios, como descrito no item 4.5 do 

Material e Métodos. Como resultado, foi obtido um fragmento de 364 pb. A Figura 6 

apresenta o gel de agarose correspondente à amplificação. O fragmento amplificado foi 

clonado no vetor pGEM T-Easy, gerando o plasmídeo pGEMttsI, e sequenciado, utilizando 

primers universais (M13 FOR e REV), que anelam no vetor. A sequência gerada foi 

utilizada para alinhamentos, através da ferramenta nBLAST, do NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/). O resultado do alinhamento apontou similaridade com as 

sequências correspondentes aos genes basR de B. japonicum USDA 110, y4xI de 

Rhizobium sp. NGR234 e y4xI de S. fredii, linhagens USDA257 e HH103, além de 

sequências de genes que codificam proteínas de dois componentes de outras bactérias. A 

Figura 7 apresenta o alinhamento da sequência obtida com as sequências de basR de B. 

japonicum USDA110, y4xI de Rhizobium sp. NGR234 e y4xI de S. fredii USDA257. 
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Figura 6: Gel de agarose 1,0% contendo o produto da amplificação do DNA genômico de B. elkanii 

SEMIA587 utilizando os primers ttsIFOR e ttsIREV. MM: marcador de peso molecular 1kb ladder 

(Invitrogen®); N: controle negativo da reação; 587: DNA genômico de B. elkanii SEMIA587. A seta indica o 

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

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

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

sequências. BasR: basR B. japonicum USDA110 (GenBank GeneID: 1054539), TtsIclone: sequência de B. 

elkanii SEMIA587 amplificada e clonada em pGEM T-Easy, NGR234: y4xI de Rhizobium sp. NGR234 

(GenBank Gene ID: 962506), Sf: y4xI de S. fredii USDA257 (GenBank GeneID:19749312). 

 

A sequência de nucleotídeos foi traduzida, utilizando a ferramenta Translate Tool 

do Expasy (www.expasy.ch). A sequência de aminoácidos gerada foi utilizada para 

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

característicos de proteínas do tipo dois componentes foram identificados (Figura 8).  
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Figura 8: Resultado do programa Blastp (www.ncbi.nlm.nih.gov/), realizado com a sequência do 

fragmento de ttsI traduzido com a Translate Tool (www.expasy.ch) mostrando os domínios conservados, 

identificados após o alinhamento. O domínio REC é o referente ao domínio receptor de sinal. O domínio 

trans_reg_C é referente ao domínio de ligação ao DNA, que representa a porção efetora da proteína. Ambos 

os domínios identificados são característicos de proteínas do tipo dois componentes. 

 

A comparação da sequência de aminoácidos deduzida a partir da sequência de 

nucleotídeos obtida do gene ttsI de B. elkanii SEMIA587 com a região correspondente da 

proteína BasR (referente à proteína TtsI) de B. japonicum USDA110 revelou uma 

similaridade de 97% e uma identidade de 95% entre as sequências. Em relação à proteína 

TtsI de Rhizobium sp. NGR234 foram observados os valores de 87% de similaridade e 

76% de identidade entre as sequências comparadas. A sequência completa do gene ttsI de 

B. elkanii USDA61 foi recentemente publicada (Okazaki et al., 2009), juntamente com 

sequenciamento completo do cluster do T3SS dessa linhagem de B. elkanii. A sequência 

de aminoácidos deduzida a partir da sequência de nucleotídeos para a proteína TtsI 

completa não apresentou nenhum domínio adicional aos encontrados na sequência obtida 

para a proteína TtsI da linhagem de B. elkanii SEMIA587. A identidade da sequência de 

aminoácidos da proteína TtsI completa de B. elkanii USDA61 com BasR de B. japonicum 

USDA110 foi de 89%, com 93% de similaridade, enquanto que com TtsI de Rhizobium sp. 

NGR234 foi de 70% de identidade com 84% de similaridade. Entre as proteínas TtsI das 

duas linhagens de B. elkanii, a identidade e a similaridade foi de 100%. 
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5.2 Construção da linhagem mutante B. elkanii SEMIA587ΩttsI 

O vetor pGEMttsI foi utilizado para a criação de uma construção contendo o 

fragmento do gene ttsI interrompido com um cassete de resistência aos antibióticos 

espectinomicina e estreptomicina.  

Uma conjugação tri-parental foi realizada (item 4.6 do Material e Métodos), para 

que a sequência do gene ttsI contendo a inserção fosse recombinada com a sequência do 

gene ttsI selvagem (cromossômica, sem a mutação), de modo que a inserção no gene ttsI 

fosse integrada no genoma. As colônias que apresentaram a resistência aos antibióticos 

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

 Ω5  Ω4  Ω3  Ω2  Ω1 587  Ω5 Ω4  Ω3  Ω2  Ω1 587 

 

         SalI                        HindIII 

Figura 9: Resultado da autorradiografia do Southern blot utilizando DNAs genômicos de diferentes 

linhagens transconjugantes de B. elkanii SEMIA587 e o fragmento amplificado do gene ttsI de 364 pb como 

sonda. Os DNAs foram extraídos conforme descrição no item 4.3 do Material e Métodos. A primeira metade 

da figura apresenta as digestões dos DNAs de diferentes transconjugantes com a enzima SalI; a outra 

metadeda figura apresenta as digestões com a enzima HindIII. 587: DNA de B. elkanii SEMIA587; Ω1 a Ω5: 

DNAs de cinco diferentes colônias transconjugantes selecionadas para o experimento. 

 

Os DNAs foram digeridos com uma enzima que não possui sítio de clivagem no 
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fragmento utilizado como sonda (HindIII), e outra que digere a sonda (SalI). O DNA de B. 

elkanii SEMIA587 apresentou, como esperado, uma banda para a enzima HindIII, de 

tamanho aproximado a 2,0 kb e duas bandas para SalI, de tamanhos aproximados de 400 

pb e 6,0 kb. Os mutantes, da mesma forma, apresentaram as bandas de tamanho esperado 

para a digestão com essas enzimas: com HindIII foram observadas bandas de tamanhos 

aproximados a 600 pb e 4,0 kb, enquanto que para SalI, as bandas observadas foram de 

aproximadamente 3,5 kb e 4,0 kb. O mutante B. elkanii587ΩttsI1 foi escolhido para a 

continuação do trabalho.  

A linhagem mutante apresentou as mesmas características fenotípicas da bactéria de 

tipo selvagem, apresentando apenas as resistências aos antibióticos espectinomicina e 

estreptomicina como diferencial entre as duas linhagens. 

 

5.3 Identificação do elemento cis tts-box nas regiões promotoras dos genes ttsI e 

nopC 

Utilizando a técnica de Site-Finding PCR (Tan et al., 2005) modificada, descrita no 

item 4.10.1 do Material e Métodos, foi realizada a amplificação da região promotora do 

gene ttsI de B. elkanii SEMIA587. Utilizando o primer ttsIREV como primer gene-

específico, foi possível a amplificação de um fragmento de aproximadamente 700 pb. O 

fragmento amplificado foi clonado no vetor pGEM T-Easy e posteriormente sequenciado. 

A sequência de nucleotídeos foi analisada e um motivo conservado tts-box foi identificado 

(Figura 10).  
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Figura 10: Região do genoma de B. elkanii SEMIA587 amplificada através da técnica de Site-

Finding PCR. A sequência apresenta a região codificadora 5’ e região promotora do gene ttsI. O sítio de 

início da traducão está marcado em vermelho (ATG). Na região promotora, em negrito e sublinhado, está a 

sequência consenso tts-box. 

 

Como demonstrado na Figura 10, a sequência amplificada de 700 pb apresentou o 

início da região codificadora do gene ttsI (região 5’) e uma parte da região promotora deste 

gene. Na região promotora foi identificado o motivo de ligação da proteína TtsI (tts-box). 

Este elemento cis se localiza 45 pb à montante (upstream) do início da tradução e 

apresentou homologia com a sequência consenso deste elemento. Sequências consenso 

para a ligação da proteína NodD1 (nod-box), no entanto, não foram identificadas na 

sequência amplificada. 

A região promotora do gene nopC foi obtida através da amplificação de um 

fragmento contendo as sequências entre os genes nopX e nopA, com os primers e as 

condições de amplificação descritos no item 4.10.3 do Material e Métodos. 

 

 

 

 

 

Figura 11: Região amplificada correspondente ao promotor do gene nopC e a parte inicial (região 

5’) da sua região codificadora. O sítio de início da tradução está marcado em vermelho (ATG). A sequência 

consenso de ligação da proteína TtsI (tts-box) está sublinhada e em negrito. 
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Na região promotora do gene nopC, como esperado, foi encontrado o elemento cis 

tts-box, localizado 59 pb à montante (upstream) do início da tradução. Da mesma forma 

que o elemento encontrado na região promotora do gene ttsI, este demonstra um bom grau 

de homologia aos tts-box já descritos na literatura. 

5.4 Secreção de proteínas em resposta à indução por flavonoides 

Para testar a secreção de proteínas em resposta à indução por flavonoides as 

linhagens selvagem e mutante de B. elkanii SEMIA587 foram inoculadas em meio mínimo 

e a esse meio foi adicionado o flavonoide genisteína. Como controle negativo foi utilizado 

etanol (composto no qual o flavonoide foi diluído), adicionado ao meio da mesma forma 

que o flavonoide. 

As proteínas secretadas foram extraídas 72 horas após a indução e foram 

submetidas a SDS-PAGE 12%. Dois géis foram preparados. Um deles foi utilizado para 

Western blot e o outro foi corado com nitrato de prata para visualização das proteínas. A 

mesma quantidade de proteínas foi aplicada em ambos os géis. A membrana para qual o 

gel foi transferido foi incubada com dois anticorpos diferentes (α-NopA e α-NopL), um de 

cada vez. A Figura 12 mostra os resultados desse experimento. 
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A                                            B 

 

Figura 12: A) SDS-PAGE 12% corado com nitrato de prata (descrito no item 4.8 do Material e 

Métodos). B) Western blot com as proteínas secretadas extraídas, usando os anticorpos assinalados. WT: B. 

elkanii SEMIA587. MUT1: B. elkanii 587ΩttsI. +: genisteína. -: não induzido. α-NopA: anticorpo contra a 

proteína NopA. α-NopL: anticorpo contra a proteína NopL. Os anticorpos foram gentilmente cedidos pelos 

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

 

Os resultados obtidos nesse experimento demonstraram que a indução de B. elkanii 

SEMIA587 por flavonoides, no caso a genisteína, promove a secreção de proteínas via 

T3SS, no caso, NopA e NopL. Além disso, o experimento demonstrou que a bactéria 

mutante não apresentou a secreção destas proteínas, mesmo após a indução por genisteína.  

 

5.5 Ensaios de nodulação 

As bactérias B. elkanii SEMIA587 de tipo selvagem e mutante para o gene ttsI 

foram testadas quanto à capacidade de induzir a formação de nódulos em alguns tipos de 

leguminosas. As plantas testadas foram soja [Glycine max (L.) Merrill], variedades Peking 

e McCall, Vigna unguiculata e Macroptillium atropurpureum.  

Os testes foram realizados com no mínimo três repetições e os nódulos foram 
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contados em dois tempos fixos (14 e 28 dias). Os resultados estão apresentados sob forma 

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

estudadas. 

 

 

 

Figura 13: Gráfico apresentando os resultados de número de nódulos nos testes de nodulação 

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

resultados são médias de três repetições. No eixo x estão descritas as variedades das plantas testadas e os 

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

[Glycine max (L.) Merrill]. No eixo y estão os números de nódulos. As barras acima dos gráficos representam 

o desvio padrão calculado das repetições e os asteriscos representam diferenças estatisticamente significantes 

(P>0.05) pelo teste t de Student. 

 

 

 

 

 

 

*

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

Figura 15: Testes de nodulação com Macroptilium atropurpureum A: plantas com 14 dias; B:plantas 
com 28 dias. CN: controle negativo; WT: planta inoculada com B. elkanii SEMIA587; ttsI: planta 
inoculada com B. elkanii ΩttsI. 

 

 
D)  CN                   WT                         ttsI C)  CN                   WT                  ttsI 

A)  CN                   WT                  ttsI B)  CN                   WT                    ttsI 

 

A)  CN           WT            ttsI B)  CN                     WT                      ttsI 
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As bactérias de tipo selvagem e mutante se comportaram de maneira semelhante na 

maioria dos testes de nodulação, com exceção da cultivar de soja Peking, na qual a bactéria 

de tipo selvagem apresentou um número de nódulos significativamente maior em ambos os 

pontos de contagem de nódulos. 

 

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

Os tts-box anteriormente identificados (nas regiões promotoras dos genes ttsI e 

nopC) foram clonados no vetor pPROBE NT, que possui o gene repórter gfp sem 

promotor, no qual a sequência testada é fusionada. Os promotores foram inseridos e a 

orientação foi confirmada por PCR (como descrito no ítem 4.10 de Material e Métodos, 

dados não mostrados). 

A região promotora do gene nodA, do operon nodABC, foi obtida através de 

amplificação utilizando primers desenhados a partir de sequências presentes no GenBank. 

A sequência obtida, de 222 pb, está mostrada na Figura 17. 

Figura 16: Testes de nodulação com Vigna unguiculata A: plantas com 14 dias; B: plantas com 28 dias.
CN: controle negativo; WT: planta inoculada com B. elkanii SEMIA587; ttsI: planta inoculada com B. 
elkanii ΩttsI. 

A)  CN             WT               ttsI B)  CN                     WT                           ttsI 
 

 
A)  CN             WT               ttsI B)  CN                     WT                           ttsI 
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Figura 17: Região do gene nodA mostrando o nod-box e região promotora do operon nodABC, de B. 

elkanii. O elemento cis está em negrito e sublinhado.  

 

A região contendo o nod-box está localizada a 323 pb à montante (upstream) do 

início da tradução do gene nodA. A orientação da clonagem em pPROBE NT também foi 

verificada por PCR (dado não mostrado). 

 

5.7 Análise da atividade de Gfp após indução por flavonoides 

Com o objetivo de testar as respostas das diferentes regiões promotoras (tts-box e 

nod-box) frente à indução com diferentes flavonoides, os vetores pPROBE NT e suas 

derivações contendo as regiões promotoras foram transferidos para as duas linhagens de B. 

elkanii (selvagem e mutante ttsI). As bactérias transformantes foram induzidas com três 

flavonoides diferentes, apigenina, daidzeína e genisteína, além de um controle com etanol 

(composto no qual os flavonoides foram diluídos).  

A atividade de Gfp foi medida através de absorbância em dois comprimentos de 

onda diferentes (excitação em 485 nm e emissão em 535 nm), além da densidade óptica 

das bactérias (600 nm). Os valores foram corrigidos em relação ao meio não inoculado e ao 

plasmídeo vazio. Os resultados são a média de três repetições independentes. O desvio 

padrão foi calculado de acordo com os valores das repetições. Os resultados estão 

apresentados sob forma de gráficos nas Figuras 18, 19 e 20. 

Nesse experimento pode-se observar, primeiramente, a ativação dos promotores 
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estudados (na bactéria de tipo selvagem) em resposta aos flavonoides utilizados, 24 horas 

após a indução, com valores significativamente maiores que no controle negativo (etanol). 

Outra observação importante foi a ausência de resposta na bactéria mutante para o gene 

ttsI, mostrando um severo grau de resposta nesses promotores, corroborando com o 

resultado da análise de proteínas secretadas. 

 

 

 

Figura 18: Representação gráfica da atividade de Gfp sob controle do promotor do gene ttsI, após 

indução pelos flavonoides e controle negativo. O gráfico apresenta resultados após 24 horas de indução, nas 

quatro condições: induções com etanol (controle negativo), apigenina, daidzeína e genisteína. As barras 

representam médias de três repetições e o desvio padrão calculado está nas linhas acima da barras. Os 

asteriscos representam valores estatisticamente significantes (P>0,05), em relação ao controle negativo, de 

acordo com o teste t de Student. Os tratamentos de flavonoides não diferem entre si. Em cinza estão 

apresentados os resultados para a linhagem de tipo selvagem e em preto estão apresentados os resultados para 

a linhagem mutante para o gene ttsI. 

*

* *

etanol apigenina daidzeína genisteína 
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Figura 19: Representação gráfica da atividade de Gfp sob controle do promotor do gene nopC, após 

indução pelos flavonoides e controle negativo. O gráfico apresenta resultados após 24 horas de indução, nas 

quatro condições: induções com etanol (controle negativo), apigenina, daidzeína e genisteína. As barras 

representam médias de três repetições e o desvio padrão calculado está nas linhas acima da barras. Os 

asteriscos representam valores estatisticamente significantes (P>0,05), em relação ao controle negativo, de 

acordo com o teste t de Student. Os tratamentos de flavonoides não diferem entre si. Em cinza estão 

apresentados os resultados para a linhagem selvagem e em preto estão apresentados os resultados para a 

linhagem mutante para o gene ttsI. 

* *

*

etanol apigenina daidzeína genisteína 
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Figura 20: Representação gráfica da atividade de Gfp sob controle do promotor dos genes nodABC, 

após indução pelos flavonoides e controle negativo. O gráfico apresenta resultados após 24 horas de indução, 

nas quatro condições: induções com etanol (controle negativo), apigenina, daidzeína e genisteína. As barras 

representam médias de três repetições e o desvio padrão calculado está nas linhas acima da barras. Os 

asteriscos representam valores estatisticamente significantes (P>0,05), em relação ao controle negativo, de 

acordo com o teste t de Student. Em cinza estão apresentados os resultados para a linhagem selvagem e em 

preto estão apresentados os resultados para a linhagem mutante para o gene ttsI. 

 

 

*

*

etanol apigenina daidzeína genisteína 



 72

6. Discussão 

Os diversos genes de rizóbios envolvidos no sistema de secreção do tipo III (T3SS) 

estão agrupados na região do genoma denominada tts e a secreção de proteínas externas, 

necessárias para o processo de nodulação (Nop, de nodulation outer proteins), necessita da 

presença de flavonoides e da proteína NodD1. No entanto, apenas um dos genes dessa 

região é precedido por um elemento cis do tipo nod-box, o gene ttsI (Viprey et al., 1998; 

Marie et al., 2001; Krause et al., 2002). A proteína TtsI tem sido classificada como um 

componente regulatório intermediário entre o ativador de transcrição NodD1 e os genes 

relacionados ao T3SS. Essa regulação se dá pela ligação de TtsI nas regiões promotoras 

dos genes-alvo, em sequências específicas chamadas tts-box (Krause et al., 2002). 

Desde a descoberta do T3SS em rizóbios, diversos trabalhos vêm sendo realizados 

e a organização do cluster, no qual os principais genes do sistema estão localizados, foi 

alvo de alguns estudos. Dentre os rizóbios, existe um considerável grau de conservação, 

principalmente nos genes estruturais (rhc), tanto na presença quanto na organização. Nos 

genes que codificam proteínas secretadas, via sistema de secreção do tipo III, as Nops, 

existe uma maior divergência entre as bactérias. NopX, por exemplo, está presente em 

Rhizobium sp. NGR234 (Viprey et al., 1998), Sinorhizobium fredii (Lorio et al., 2006) e B. 

elkanii USDA61 (Okazaki et al., 2009), porém, não foi encontrada em B. japonicum 

USDA 110 (Gottfert et al., 2001; Krause et al., 2002; Süβ et al., 2006). 

Nesse trabalho, um fragmento do gene ttsI de B. elkanii SEMIA587 foi obtido por 

PCR e este fragmento foi estendido, em sua região 5’, através da técnica de Site-Finding 

PCR. Desta forma, um total de 595 nucleotídeos foram obtidos do gene ttsI de B. elkanii 

SEMIA587. Uma vez que a sequência de B. elkanii USDA61 apresenta um total de 689 

nucleotídeos (FM162234, GenBank) faltariam, ainda, 94 nucleotídeos da região 3’ do gene 

ttsI de B. elkanii SEMIA587 a serem determinados. A sequência de nucleotídeos obtida foi 
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traduzida para aminoácidos e os principais domínios e motivos presentes nessa sequência 

foram identificados.  

Os motivos encontrados na sequência da proteína TtsI de B. elkanii SEMIA587 são 

os domínios de ligação à DNA e sinalização de resposta após indução do ambiente, via 

flavonoides. Estes são característicos de proteínas do tipo dois componentes, como já 

descrito para TtsI de outras bactérias (Krause et al., 2002; Marie et al., 2004; López-Baena 

et al., 2008; Wassem et al., 2008; Zehner et al., 2008). Como já mencionado, esse sistema 

se caracteriza por duas proteínas “parceiras” atuando juntas da seguinte maneira: uma 

proteína sensora (quinase) auto-fosforila um resíduo de aspartato conservado. O fosfato é 

posteriormente transferido para a outra proteína parceira, um regulador de resposta. Os 

reguladores de resposta são proteínas com motivos de ligação ao DNA que regulam a 

transcrição de outros genes. Proteínas do sistema de dois componentes normalmente estão 

envolvidas em processos como quimiotaxia, osmorregulação, transporte de magnésio, 

tolerância ao pH, esporulação, ou resposta de espécies virulentas ao ambiente da célula 

hospedeira (Klose et al., 1993). 

As proteínas TtsI de Rhizobium sp. NGR234 e de outros rizóbios que possuem o 

T3SS são homólogas aos reguladores de resposta do sistema de dois componentes. Porém, 

nos rizóbios, a proteína TtsI apresenta um resíduo de glutamato (Marie et al., 2004; 

Wassem et al., 2008), ao invés do resíduo conservado de aspartato, que é o aceptor 

primário do fosfato em outras proteínas do tipo de dois componentes. As proteínas OmpR 

de E. coli e NtrC de Salmonella typhimurium também apresentam o resíduo de glutamato, 

ao invés de aspartato (Klose et al., 1993; Lan e Igo, 1998). Nessas bactérias, tal 

modificação de aminoácidos (glutamato pelo aspartato) leva a uma ativação constitutiva de 

OmpR e NtrC, driblando, então, o requerimento da proteína quinase sensora (Klose et al., 

1993; Lan e Igo, 1998). Essa observação levou à sugestão de que a proteína TtsI de 
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rizóbios poderia não necessitar de fosforilação para ser funcional. Ao invés disso, a 

resposta ao sinal ambiental (no caso a presença do flavonoide) provavelmente seria 

mediada pela ativação da transcrição de ttsI por flavonoides e NodD1. Uma vez expressa, a 

proteína TtsI irá ativar a transcrição dos demais genes por ela controlados (Marie et al., 

2004; Wassem et al., 2008). Na sequência de aminoácidos deduzida a partir da sequência 

de nucleotídeos obtida do DNA genômico de B. elkanii SEMIA587, a troca de aspartato 

para glutamato (E51D), conservada em TtsI de rizóbios, também foi identificada. Com 

isso, pode-se inferir que a ativação dessa proteína em B. elkanii SEMIA587, da mesma 

forma que nos demais rizóbios, possa ocorrer de maneira independente de fosforilação. 

No trabalho aqui apresentado foi construída uma linhagem mutante para o gene ttsI 

de B. elkanii SEMIA587, na qual o cassete Ω, que apresenta resistência à espectinomicina, 

foi inserido, interrompendo a sequência deste gene. Nos diversos rizóbios que possuem o 

T3SS, mutações no ativador de transcrição TtsI também foram realizadas, com o intuito de 

desvendar o papel dessa proteína em diferentes aspectos da interação bactéria-planta 

(Viprey et al., 1998; Krause et al., 2002; López-Baena et al., 2008; Wassem et al., 2008). 

No trabalho de Viprey e colaboradores (1998), onde o T3SS foi primeiramente 

descrito em rizóbios, na espécie Rhizobium sp. NGR234, uma linhagem mutante para o 

gene ttsI (anteriormente chamado de y4xI nesta bactéria) foi criada também utilizando o 

cassete Ω, juntamente com uma linhagem mutante para o gene rhcN. Os fenótipos dessas 

linhagens foram estudados quanto à resposta em testes de nodulação com algumas plantas. 

Interessantemente, as duas linhagens apresentaram fenótipos diferentes em testes com a 

mesma planta (Pachyrhizus tuberosus). Concluiu-se, então, que apesar de ambos os genes 

(rhcN e ttsI) pertencerem ao T3SS, a função que os produtos destes genes desempenham 

difere, e, provavelmente, o produto do gene ttsI tenha funcionalidade em outros sistemas 

não relacionados somente ao T3SS (Viprey et al., 1998; Marie et al., 2004). 
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Em B. japonicum USDA110 uma série de mutantes deletérios (com deleções nos 

genes ttsI, rhcC1, rhcN, y4yJ, rhcQ, rhcR, rhcJ, nolU e nolV) foi construída, todos 

relacionados com o T3SS (Krause et al., 2002). As sequências genômicas foram 

substituídas por um cassete contendo resistência ao antibiótico canamicina. Dentre os 

mutantes construídos, dois apresentaram a mutação em apenas um gene: ttsI ou rhcC1. Foi 

nesse trabalho (Krause et al., 2002) que foi identificado o elemento cis, denominado de tts-

box, no qual a proteína TtsI se liga para a ativação da transcrição. Testes de transcrição, 

utilizando o gene repórter lacZ foram realizados e foi comprovada a indução por 

genisteína, nessa bactéria. Além da identificação deste elemento cis, foi identificada na 

região promotora do gene ttsI o motivo nod-box, que já havia sido identificado na região 

promotora do gene ttsI em Rhizobium sp. NGR234 (Viprey et al., 1998). NodD1 é o 

ativador da transcrição do gene ttsI nesta bactéria (Viprey et al., 1998; Marie et al., 2004). 

Em Sinorhizobium fredii HH103 o gene ttsI foi identificado e uma linhagem 

mutante para esse gene foi obtida, utilizando novamente o cassete Ω para interromper a 

sequência deste gene (López-Baena et al., 2008). A comparação entre os fenótipos da 

bactéria mutante para o gene ttsI com uma linhagem mutante para um gene estrutural do 

sistema (no caso o gene rhcJ) levou os autores a supor que a relevância simbiótica do gene 

ttsI fosse maior que a do gene rhcJ, uma vez que, mesmo que o fenótipo tenha sido o 

similar ao do mutante em rhcJ, as diferenças mostraram-se mais drásticas em relação ao 

número de nódulos na cultivar Williams de soja com o mutante ttsI (de Lyra et al., 2006; 

López-Baena et al., 2008).  

O primeiro mutante de Rhizobium sp. NGR234 criado para o gene ttsI (Viprey et 

al., 1998) apresentou como característica a não complementação total das suas funções 

quando o gene era fornecido em um plasmídeo contendo a sequência completa do gene ttsI 

(Marie et al., 2004), provavelmente porque a inserção do cassete Ω poderia estar 
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interferindo na transcrição dos demais genes do operon, no caso os genes rhcC2 e y4xK. 

Em um novo trabalho com a mesma bactéria, uma nova linhagem mutante para o gene ttsI 

foi criada, agora com uma deleção na sequência desse gene (Wassem et al., 2008). Além 

da criação da linhagem mutante foi possível a identificação dos nucleotídeos essenciais 

para a ligação da proteína TtsI no elemento tts-box, através de mutações aleatórias, além da 

identificação da sequência na qual a TtsI se liga, através de experimentos de DNAseI 

footprinting, com as regiões promotoras de dois genes (nopB e rmlB) contendo o motivo 

tts-box. 

Um fenótipo a ser analisado em bactérias mutantes para o T3SS é a capacidade de 

secreção de proteínas e a resposta à indução por flavonoides. A capacidade de secretar 

proteínas foi analisada na linhagem mutante de B. elkanii para o gene ttsI obtida e 

comparada com a linhagem de tipo selvagem. Extrações de proteínas secretadas foram 

realizadas após 72 horas de indução por genisteína ou etanol. As proteínas secretadas 

foram aplicadas em gel SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

para o experimento de Western blot. Neste experimento, os anticorpos contra duas 

proteínas secretadas, NopA e NopL, produzidos a partir das proteínas de Rhizobium sp. 

NGR234, reconheceram suas proteínas correspondentes na linhagem selvagem de B. 

elkanii SEMIA587, quando a cultura foi induzida pelo flavonoide. Por outro lado, o 

reconhecimento pelos anticorpos foi quase inexistente nos extratos proteicos provenientes 

da cultura na qual o etanol foi utilizado. Isso demonstra que, em B. elkanii, genisteína 

funciona como um indutor para a secreção de proteínas do T3SS, dado até o momento 

ainda não conhecido.  

No trabalho de Okazaki e colaboradores (2009) não foi possível a identificação de 

diferenças entre culturas de B. elkanii USDA61 induzidas ou não por flavonoides, em 

relação à secreção de proteínas via T3SS. Nesse trabalho, as proteínas secretadas somente 
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puderam ser diferenciadas após a comparação com o padrão de proteínas secretadas por 

uma linhagem mutante no gene rhcJ. O teste para identificação das proteínas secretadas foi 

o de eletroforese em duas dimensões, onde os pontos identificados nos géis 

correspondentes às proteínas da linhagem de tipo selvagem, que não estavam aparentes no 

gel das proteínas da linhagem mutante, foram analisados. Assim, algumas Nops foram 

identificadas, correspondentes a algumas das proteínas secretadas já identificadas em 

outros rizóbios, como por exemplo: NopA, NopB, NopL, NopP e NopX. É importante 

mencionar que o meio de cultivo para a indução da secreção de proteínas no trabalho de 

Okazaki e colaboradores (2009) foi diferente do utilizado para a secreção de proteínas nas 

linhagens de B. elkanii SEMIA587 (essa Tese), de forma que essa poderia ser a razão para 

resultados tão diferentes (falta de indução com genisteína X indução com genisteína). No 

trabalho de Okazaki e colaboradores (2009) foi utilizado o meio AG (arabinose gluconato, 

Sadowsky et al., 1987), o qual poderia ter diminuído a eficiência de secreção de proteínas 

pela bactéria B. elkanii USDA61. Alguns componentes dos meios de cultura já foram 

descritos como tendo influência na secreção de proteínas, como, por exemplo, a baixa 

concentração de cálcio no meio aumenta a secreção de proteínas em S. fredii (Krishnan et 

al., 2007). Neste trabalho, foram testadas diversas concentrações deste composto, e a 

secreção de proteínas foi inversamente proporcional à quantidade de cálcio adicionada ao 

meio de cultura, que nesse caso foi o meio RMS. 

No experimento de Western blot realizado observou-se que a intensidade da banda 

obtida após a detecção foi maior com o anticorpo α-NopA do que com o α-NopL, apesar 

da mesma quantidade de proteínas ter sido utilizada em ambos os experimentos. Isso, 

provavelmente, foi devido às diferentes funções dessas duas proteínas. A proteína NopA, 

uma proteína pequena, de aproximadamente 7 kDa na maioria dos rizóbios, foi descrita 

como associada aos componentes de superfície de membrana e componente do pilus. 
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Portanto, NopA é uma proteína secretada, porém, sem a função de efetora nas células 

hospedeiras eucarióticas (Marie et al., 2003; Deakin et al., 2005). A proteína NopL, por 

sua vez, foi descrita como efetora em células vegetais, onde sua fosforilação por quinases 

da planta, do sistema de resposta e defesa, já foi demonstrada (Bartsev et al., 2003; Bartsev 

et al., 2004). Dessa forma, a quantidade maior de proteína NopA pode ser devida ao seu 

maior requerimento para a funcionalidade, que a proteína NopL.  

Outro aspecto importante do experimento de Western blot foi a resposta da 

linhagem mutante de B. elkanii para o gene ttsI para a secreção de proteínas após a indução 

por genisteína. Nesse experimento, pôde-se comprovar que a linhagem mutante construída 

foi incapaz de secretar as proteínas NopA e NopL, mesmo após a indução com o 

flavonoide. Isso está de acordo com outros trabalhos com o gene ttsI, onde linhagens 

mutantes também foram testadas quanto à secreção de proteínas. Recentemente, uma 

linhagem mutante para o gene ttsI de S. fredii HH103 teve as suas proteínas secretadas 

extraídas e também submetidas ao Western blot, utilizando o anticorpo α-NopA. Também 

nessa bactéria, a proteína NopA não foi detectada, mesmo após a indução com genisteína 

(López-Baena et al., 2008). Quando a linhagem mutante foi complementada com um 

plasmídeo contendo a sequência completa do gene ttsI selvagem, a proteína NopA foi 

detectada, demonstrando que a não funcionalidade da proteína TtsI impede a secreção de 

outras proteínas, e que o fenótipo de tipo selvagem pode ser restaurado na linhagem 

mutante por complementação com a cópia gênica original. 

Um outro aspecto muito interessante para ser estudado, relacionado ao T3SS em 

rizóbios, é a resposta da planta hospedeira. Como o sistema foi primeiramente descrito e 

estudado em bactérias patogênicas a sua função em simbiontes ainda não é totalmente 

esclarecida. A hipótese atualmente aceita é a de que a função desse sistema em bactérias 

simbiontes seja similar à de bactérias patogênicas, ou seja, de driblar as defesas da planta. 
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Nas bactérias simbiontes isso melhoraria a eficiência da interação com parceiros 

compatíveis. Na maioria dos estudos realizados, bactérias mutantes para algum dos genes 

do T3SS apresentaram algum tipo de resposta diferente em relação a testes de nodulação, 

quando comparadas com bactérias de tipo selvagem. Quando linhagens mutantes para 

genes do T3SS foram testadas, três tipos de fenótipos foram encontrados: aumento no 

número de nódulos, diminuição no número de nódulos, ou ainda um fenótipo neutro, sem 

diferença para a bactéria de tipo selvagem. A diminuição no número de nódulos indica que 

o T3SS é benéfico na interação com determinada planta que está sendo estudada. De forma 

oposta, um aumento no número de nódulos indica que o T3SS não é benéfico na interação 

entre a bactéria e determinada planta. O fenótipo neutro indica que o T3SS não produz 

nenhum efeito na interação. Uma vez que alguns rizóbios não apresentam esse sistema, 

parece que ele não é essencial para a interação bactéria-planta, que culmina com a 

formação de nódulos. Linhagens de Sinorhizobium meliloti (2011) e Mesorhizobium loti 

(NZP4010) que não apresentam o T3SS provavelmente utilizam outro método para a 

interação (Viprey et al., 1998).  

Dentre os diversos trabalhos que surgiram com T3SS e rizóbios, a partir de Viprey 

e colaboradores (1998), uma grande variedade de bactérias e mutantes foi testada com 

várias plantas leguminosas diferentes. Os três tipos de fenótipos possíveis foram 

observados. Dessa forma, muitos dos efetores puderam ser identificados e a importância de 

cada um pode ser caracterizada para cada planta hospedeira testada.  

No presente trabalho, três plantas hospedeiras diferentes foram testadas e dois tipos 

de fenótipos foram observados (Figura 13). As duas variedades de soja que foram 

analisadas, McCall e Peking, apresentaram diferentes respostas frente as duas linhagens de 

B. elkanii testadas (selvagem e mutante para o gene ttsI). A variedade McCall não 

apresentou diferença significativa entre a linhagem de tipo selvagem e a mutante em 
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relação ao número de nódulos, tanto após 14 quanto após 28 dias de inoculação. Já na 

variedade Peking, um número significativamente maior de nódulos, tanto após 14 quanto 

após 28 dias de inoculação, foi observado na linhagem de tipo selvagem, principalmente 

após 14 dias de inoculação, em relação à bactéria mutante. Nas outras plantas testadas 

(Macroptilium atropurpureum e Vigna unguiculata) a bactéria mutante apresentou um 

fenótipo neutro em comparação com a bactéria de tipo selvagem. As plantas de M. 

atropurpureum apresentaram um valor de número de nódulos superior quando inoculadas 

com a bactéria de tipo selvagem, em comparação com as inculadas com a bactéria mutante, 

esse valor, porém, não foi estatisticamente significante. Com as plantas de V. unguiculata 

nenhuma tendência de diferença entre as bactérias pôde ser percebida. 

O resultado dos testes de nodulação pode, também, se apresentar como um “atraso” 

na formação de nódulos, o que foi descrito para mutantes no gene ttsI em B. japonicum 

USDA110 (Krause et al., 2002). Nesse trabalho, o resultado foi obtido em testes de 

nodulação com soja, variedade Williams. Após 14 dias de inoculação, o fenótipo negativo 

(menor número de nódulos) foi bem mais evidente, enquanto que após 28 dias a bactéria 

foi capaz de recuperar o número de nódulos, em comparação com a linhagemde tipo 

selvagem. No teste com M. atropurpureum o fenótipo foi bem mais expressivo, 

apresentando uma diminuição no número de nódulos em ambos os pontos de análise (14 e 

28 dias após a inoculação), indicando que, para essa interação, o T3SS, especificamente o 

gene ttsI, foi essencial para a formação dos nódulos. Nas plantas de V. unguiculata não 

houve diferenças estatisticamente significativas entre as bactérias selvagem e mutante 

(Krause et al., 2002). 

Em S. fredii HH103, os fenótipos obtidos com o mutante ttsI em testes de 

nodulação com diversas variedades de soja (Williams, Peking, Heinong 33, Tribune e 

Kochi) foram mais evidentes, todos apresentando uma diminuição no número de nódulos, 
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quando comparados com a bactéria de tipo selvagem (López-Baena et al., 2008). Os 

demais testes realizados nesse trabalho também mostraram algum tipo de fenótipo com o 

mutante construído: com Erythrina variegata (L.) como planta hospedeira, as plantas 

apresentaram um aumento no número de nódulos em comparação com as plantas 

inoculadas com a bactéria de tipo selvagem; com Glycyrrhiza uralensis as plantas tiveram 

uma diminuição no número de nódulos em comparação com as plantas inoculadas com a 

bactéria de tipo selvagem. Em S. fredii HH103 os fenótipos do mutante ttsI se 

apresentaram mais dramáticos que aqueles observados em mutantes no gene estrutural rhcJ 

(de Lyra et al., 2006). 

Com o mutante ΩttsI de Rhizobium sp. NGR234 foram primeiramente realizados 

testes de nodulação com quatro plantas diferentes (Viprey et al., 1998), duas (Pachyrhizus 

tuberosus e Vigna unguiculata) que formam nódulos determinados, que 

caracteristicamente não possuem meristema e as bactérias se diferenciam em sincronia 

(Mergaert et al., 2006; Jones et al., 2007), e duas (Leucaena leucocephala e Tephrosia 

vogelii) que formam nódulos indeterminados, nos quais a atividade de divisão celular não 

cessa e meristemas apicais são formados (Mergaert et al., 2006; Jones et al., 2007). O 

fenótipo observado na linhagem mutante foi semelhante ao da linhagem de tipo selvagem 

(neutro) quando V. unguiculata foi utilizada como planta hospedeira. Fenótipos 

divergentes entre as linhagens mutantes, entretanto, foram obtidos com L. leucocephala e 

P. tuberosus. Após essas observações foi levantada a hipótese de que o produto do gene 

ttsI estaria envolvido em funções adicionais às do T3SS.  

Dentre os diversos trabalhos realizados com Rhizobium sp. NGR234, vários genes 

tiveram seus produtos caracterizados através de testes de nodulação, com proteínas 

importantes do sistema sendo identificadas dessa maneira. Entre as Nops do T3SS que 

tiveram a nomenclatura estabelecida a partir do trabalho de Marie e colaboradores (2001), 
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NopA, NopB, NopC, NopJ, NopL, NopM NopP, NopT e NopX (Viprey et al., 1998; 

Bartsev et al., 2003; Marie et al., 2003; Ausmees et al., 2004; Bartsev et al., 2004; Deakin 

et al., 2005; Saad et al., 2005; Skorpil et al., 2005; Dai et al., 2008; Kambara et al., 2008), 

NopA e NopB foram descritas como importantes na formação do pilus para a secreção de 

proteínas efetoras, como, no caso, NopL e NopX. Com a descoberta das funções de todas 

essas proteínas extracelulares está sendo possível aprender mais sobre o modo de ação das 

proteínas efetoras em bactérias simbiontes e traçar um paralelo com proteínas de 

virulência, secretadas via T3SS em bactérias patogênicas. 

No recente trabalho de Okazaki e colaboradores (2009) testes de nodulação foram 

realizados com a bactéria B. elkanii USDA61 de tipo selvagem e dois mutantes 

construídos, um para o gene rhcC2 e outro para o gene rhcJ, tendo plantas de soja, 

variedades Clark rj1 e Hill (Rj4), M. atropurpureum e Vigna radiata, variedades CN36 e 

KPS1, como plantas hospedeiras. Foi analisado o número de nódulos 25 dias após o 

inóculo das bactérias e as linhagens mutantes foram comparadas com a bactéria de tipo 

selvagem. Foi observado em M. atropurpureum que os mutantes induziram um número 

menor de nódulos, porém, estes se apresentaram maiores que os induzidos pela bactéria de 

tipo selvagem. Já na variedade CN36 de V. radiata as três bactérias não apresentaram 

diferenças significativas em relação ao número de nódulos. A variedade KPS1 de V. 

radiata, no entanto, apresentou a formação de nódulos apenas nas plantas inoculadas com 

as bactérias mutantes. As variedades de soja Hill e Clark rj1 são caracterizadas 

genotipicamente como Rj4Rj4 e rj1rj1, respectivamente. A variedade Hill não formou 

nódulos com a bactéria de tipo selvagem, mas sim com as bactérias mutantes. Em 

contraste, a cultivar Clark rj1 foi nodulada pela bactéria de tipo selvagem com maior 

eficiência. O alelo dominante Rj4 de soja é muito difundido entre as cultivares de soja da 

região do Sudeste da Ásia e é responsável por uma resposta de nodulação ineficiente com 
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B. elkanii USDA61. Entretanto, os mutantes testados no trabalho de Okazaki e 

colaboradores (2009) foram capazes de induzir a formação de nódulos na cv. Hill, que 

possui o alelo Rj4. Já o contrário ocorreu com as plantas da cv. Clark, normalmente 

noduladas pela linhagem B. elkanii USDA61. Os mutantes, nesse caso, perderam a 

capacidade de induzir a formação de nódulos. Esse trabalho ressaltou, então, a importância 

da capacidade da planta hospedeira em reconhecer os fatores da bactéria na interação, para 

que ocorra uma nodulação eficiente. 

Como comentado anteriormente, nos testes realizados com a linhagem mutante de 

B. elkanii SEMIA587 para o gene ttsI, a cv. Peking apresentou um número 

significativamente menor de nódulos quando inoculada com a bactéria mutante, enquanto 

que a cv. McCall não apresentou diferença entre as duas linhagens testadas. Essas 

discrepâncias entre as cultivares poderiam ser justificadas devido a diferenças existentes 

entre elas. A cultivar Peking é uma cultivar antiga e de origem asiática, enquanto que a 

McCall é mais moderna e de origem norte-americana. Devine e Kuykendall (1996) 

relataram que cultivares de soja de origem asiática e com o genótipo Rj4, como é o caso da 

cultivar Peking, são ineficientes na nodulação com determinadas linhagens de B. elkanii. 

Essa situação não é observada com cultivares de soja mais modernas e de origem norte-

americana, como é o caso da cv. McCall (cujo genótipo não é conhecido). Meinhardt e 

colaboradores (1993) demonstraram que a linhagem USDA257 de S. fredii de tipo 

selvagem, uma bactéria de origem asiática, apresentou respostas bem diferentes em relação 

a essas mesmas cultivares de soja (Peking e McCall), sendo eficiente na formação de 

nódulos com a cv. Peking e incapaz de induzir a formação de nódulos na cv. McCall 

(Meinhardt et al., 1993; Pueppke et al., 1998). No entanto, outras linhagens de S. fredii 

foram eficientes na nodulação e fixação de nitrogênio em ambas as cultivares (Pueppke et 

al., 1998). No caso da linhagem USDA257 de S. fredii o lócus gênico nolXWBTUV foi 
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descrito como sendo o responsável pelo fenótipo de não nodulação da cv. McCall, uma vez 

que esse lócus, além de estar associado ao T3SS nessa bactéria, é conhecido, também, 

como lócus de especificidade de hospedeiro (Viprey et al., 1998). 

Através do sequenciamento de uma região compreendendo a porção 5’ do gene ttsI 

de B. elkanii SEMIA587 foi possível a identificação do elemento cis tts-box, posicionado a 

45 pb do sítio de início da tradução (ATG). Essa sequência mostrou-se conservada com a 

sequência consenso para este elemento. Em toda a região sequenciada, no entanto, não foi 

possível a identificação de nenhum outro elemento cis regulatório. 

A descoberta do tts-box na região promotora do gene ttsI surgiu de forma 

inesperada, pois em todos os rizóbios até agora estudados e que possuem o T3SS, o 

elemento presente na região promotora deste gene é o nod-box (Viprey et al., 1998; Krause 

et al., 2002; Marie et al., 2004; López-Baena et al., 2008). Inclusive, o trabalho que 

descreve o sequenciamento do agrupamento de genes do T3SS na linhagem USDA61 de B. 

elkanii (Okazaki et al., 2009) não menciona a presença deste elemento cis na região 

promotora do gene ttsI, e, sim, um de um elemento nod-box localizado duas ORFs à 

montante (upstream) do gene ttsI. Desta forma, a análise da funcionalidade da sequência 

tts-box como promotor se fez necessária, uma vez que esta característica se mostrou 

exclusiva de B. elkanii SEMIA587. 

No presente trabalho foram isolados os promotores dos genes ttsI e nopC (ambos 

contendo o tts-box), além do promotor do operon nodABC, contendo o nod-box. Essas 

regiões foram fusionadas ao gene repórter gfp sem a região promotora e foram testadas 

quanto à indução por flavonoides nas linhagens de B. elkanii SEMIA587 de tipo selvagem 

e mutante para o gene ttsI. Foram utilizados três flavonoides e as leituras foram realizadas 

após 24 horas de indução. Os resultados obtidos demonstraram a indução por flavonoides 

nos três promotores testados, para a linhagem de tipo selvagem. A linhagem mutante, 
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como esperado, não apresentou a ativação dos promotores tts-box. Surpreendentemente, a 

construção com o nod-box apresentou uma resposta diferente na linhagem mutante, em 

relação à obtida com a linhagem de tipo selvagem. Esse resultado não era o esperado 

porque a mutação criada (no gene ttsI) foi em um gene situado em uma posição posterior 

na cascata de ativação que foi proposta para os outros rizóbios (Krause et al., 2002; Marie 

et al., 2004), na qual o gene nodD1 é ativado na presença dos flavonoides e a proteína 

resultante (NodD1) é responsável pela ativação do gene ttsI. Portanto a ativação dos genes 

nod seria dependente somente de NodD1, não tendo relação aparente com a proteína 

ausente no mutante (TtsI). 

Os ensaios de expressão realizados em B. japonicum USDA110 com genes do 

T3SS fusionados ao gene repórter lacZ, com a bactéria de tipo selvagem e mutante para o 

gene ttsI, levaram à identificação de características importantes da proteína TtsI nesta 

bactéria (Krause et al., 2002). Quando a bactéria de tipo selvagem foi multiplicada com 

genisteína, os genes ttsI, nopL, rhcV, nolU e id205 foram induzidos. Foi verificado, 

também, que a expressão dos genes nopL, rhcV era dependente da proteína TtsI, uma vez 

que a expressão foi diminuída quando as fusões foram testadas na linhagem mutante para o 

gene ttsI. Surpreendentemente, os mesmos genes mencionados anteriormente, mesmo não 

sendo precedidos por um nod-box são regulados por NodW e NodD, de forma dependente 

de flavonoides (Krause et al., 2002). Foi, então, proposto um modelo para a ativação dos 

genes do T3SS em B. japonicum USDA110, no qual os produtos dos genes nodD1 e nodW 

são responsáveis pela ativação da transcrição do gene ttsI. O produto deste gene, por sua 

vez, irá se ligar nas regiões específicas dos promotores dos genes por ele regulados, no 

caso os elementos cis tts-box, localizados na região promotora dos genes do T3SS. É 

importante ressaltar que a proteína NodW, em B. japonicum, é um importante regulador 

dos genes de nodulação e faz parte de sistemas de dois componentes (com NodV), 
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responsivos a flavonoides (Gottfert et al., 1990; Gottfert et al., 1992; Loh et al., 1997), 

regulador este que não possui função em Rhizobium sp. NGR234. A espécie B. elkanii, que 

não possui a sequência completa do seu genoma sequenciada não teve estudos de 

regulação neste nível, portanto, seria de extrema importância a elucidação de componentes 

como NodVW, que poderiam estar influenciando o modo de ativação do T3SS. 

A ativação das regiões promotoras contendo o tts-box de ambos os genes (ttsI e 

nopC) na linhagem de tipo selvagem apresentou resposta de forma similar, em relação aos 

flavonoides preferencialmente utilizados. Os dois flavonoides de soja, daidzeína e 

genisteína, foram eficientes na ativação dos promotores. Os três flavonoides, incluindo 

apigenina, no entanto, foram capazes de induzir a ativação dos promotores, e por 

consequência, aumentaram a atividade da Gfp, que pode ser detectada através de 

fluorescência. Em relação ao promotor contendo o elemento cis nod-box, do operon dos 

genes nodABC, as bactérias que foram induzidas por apigenina e genisteína apresentaram 

um maior grau de ativação do que as bactérias induzidas com genisteína, porém, todos os 

flavonoides apresentaram indução da atividade de Gfp quando comparados com o controle 

negativo (etanol). 

A sequência correspondente à região promotora do gene nopC, que contém o tts-

box, foi escolhida para a análise para que houvesse a comparação com o outro tts-box, 

anteriormente isolado, da região promotora do gene ttsI. Ambos os elementos se 

mostraram conservados com a sequência consenso para o tts-box de outros rizóbios. De 

maneira geral, os elementos responderam de forma semelhante à indução por flavonoides, 

quando testados na bactéria de tipo selvagem. 

A hipótese que surge ao analisar os resultados obtidos para os promotores contendo 

o tts-box na bactéria mutante é que a de que a proteína TtsI, quando presente, poderia se 

ligar ao tts-box para a ativação da transcrição dos genes. Assim, na ausência dessa proteína 
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o promotor não vai responder ao estímulo dos indutores (flavonoides). Em Rhizobium sp. 

NGR234 um mutante contendo uma deleção no gene ttsI foi testado quanto a ativação do 

promotor do gene nopB, que contém o tts-box, após a indução com apigenina. De forma 

semelhante a que ocorreu em B. elkanii, a atividade de Gfp nessa situação se reduziu aos 

níveis dos controles negativos (Wassem et al., 2008). Nesse trabalho, além do mutante ttsI 

foram testadas mutações no tts-box. Na bactéria de tipo selvagem tais mutações também 

reduziram a atividade de Gfp ao nível do controle negativo. Esse estudo permitiu a 

identificação dos nucleotídeos essenciais para a atividade do tts-box em Rhizobium sp. 

NGR234. Ensaios de retardamento em gel demonstraram, também, a ligação da proteína 

TtsI no tts-box de Rhizobium sp. NGR234 (Wassem et al., 2008). 

Em B. japonicum USDA110 foi medida a atividade do promotor do gene nopB e 

diversas mutações de nucleotídeos da sequência do tts-box deste gene foram promovidas, 

com o objetivo de testar quais nucleotídeos eram essenciais para a ativação do promotor 

(Zehner et al., 2008). Foram utilizadas fusões com o gene respórter lacZ e a indução foi 

realizada após a adição de genisteína. Conforme o estudo, a atividade do promotor foi 

diretamente relacionada com a sequência consenso do elemento cis e dependente da adição 

do indutor. 

Em uma abordagem diferente, a ativação do gene ttsI foi medida em S. fredii 

HH103 e foram definidos os flavonoides que melhor induziram o gene, através da 

atividade do gene repórter lacZ (López-Baena et al., 2008). Nesse trabalho, os flavonoides 

daidzeína, genisteína, apigenina, coumestrol e morina se mostraram mais eficientes na 

ativação do gene ttsI nesta bactéria. Interessantemente, a adição de cópias extras do gene 

ttsI induziram uma expressão constitutiva dos genes nopX, rhcJ e nopA, mesmo sem a 

adição de flavonoides. No entanto, a adição de cópias extras do gene nodD1 não foi capaz 

de induzir constitutivamente o gene ttsI. E apesar de uma expressão constitutiva, a adição 
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das cópias extras de ttsI não levaram a uma maior quantidade de proteínas secretadas, o 

que levou a sugestão de que exista algum outro nível de regulação posterior à transcrição, 

nesta bactéria (López-Baena et al., 2008). 

Ainda não está claro como ocorre a regulação dos genes do T3SS em B. elkanii 

SEMIA587, porém alguns elementos importantes para esta regulação foram desvendados 

nesse trabalho: os flavonoides são capazes de induzir a expressão dos genes do T3SS; 

genisteína induz a secreção de pelo menos duas Nops (NopA e NopL); a linhagem mutante 

para o gene ttsI é incapaz de secretar estas mesmas Nops, mesmo após a indução com 

genisteína; a região promotora do gene ttsI possui um tts-box, e este é ativo e responde à 

indução por flavonoides. Dessa forma, a transcrição do gene ttsI em B. elkanii SEMIA587 

parece estar sendo auto-regulada: a ausência da proteína TtsI ligada ao tts-box resulta na 

falta de transcrição do gene ttsI. Além disso, testes de nodulação com três diferentes 

plantas leguminosas demonstraram que o T3SS em B. elkanii SEMIA587 também possui a 

característica de dependência de hospedeiros, como em outros rizóbios estudados (Viprey 

et al., 1998; Krause et al., 2002; López-Baena et al., Okazaki et al., 2009). 
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7 Considerações finais 

A importância de bactérias diazotróficas e suas relações com as plantas já foram 

amplamente discutidas em diversos trabalhos. Entre estas bactérias encontra-se um grupo 

mais intimamente relacionado com as plantas, que são os rizóbios. Os rizóbios possuem a 

capacidade de induzir a formação de um novo órgão pela planta hospedeira, chamado de 

nódulo, no qual a bactéria irá se localizar e, após a perda da membrana, se transformará em 

bacteroide. Dessa forma, a bactéria inicia o processo de fixação biológica de nitrogênio, 

fornecendo à planta o composto fixado. Esse processo é específico se dá de forma 

específica, isto é, em plantas e bactérias que possuam reconhecimento mútuo. O 

reconhecimento se faz através da liberação de compostos fenólicos (flavonoides) pelas 

raízes das plantas, que são reconhecidos como sinalizadores pelas bactérias, que, então, 

iniciam a transcrição de genes de nodulação que, por sua vez, irão ser reconhecidos pela 

planta. Após esse “diálogo molecular” inicial uma série de eventos na raiz da planta 

promove a entrada da bactéria por uma brecha de infecção, guiando as bactérias para o 

novo órgão formado, o nódulo. Os principais fatores na troca de sinais entre os parceiros 

de simbiose são os flavonoides liberados pelas raízes das plantas e os fatores Nod, 

produzidos pelos produtos dos genes de nodulação das bactérias. Outros fatores, porém, 

também são essenciais, principalmente no que diz respeito ao espectro de plantas 

hospedeiras em que um determinado rizóbio pode induzir a formação de nódulos. Entre 

esses fatores adicionais se encontra o Sistema de Secreção do Tipo III (T3SS). O sistema é 

capaz de secretar proteínas efetoras diretamente no citoplasma da célula vegetal hospedeira 

e, dessa forma, interagir com a maquinaria de resposta de defesa das plantas, aumentando a 

eficiência da nodulação.  

Dentre os rizóbios já estudados, a maioria apresenta os genes previstos para um 

T3SS funcional, além de genes que codificam proteínas secretadas. Na bactéria B. elkanii o 
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primeiro trabalho descrevendo o T3SS surgiu somente em 2009 (Okazaki e colaboradores), 

com um atraso de mais de uma década em relação a trabalhos com Rhizobium sp. NGR234 

(Viprey et al., 1998) e B. japonicum USDA110 (Gottfert et al., 2001; Krause et al., 2002). 

Apesar de diversos trabalhos com o T3SS em rizóbios já terem sido realizados algumas 

questões ainda permanecem sem respostas, como, por exemplo, qual o período da simbiose 

no qual o sistema está funcional, qual o “alvo” das proteínas efetoras na célula vegetal e, 

ainda, como ocorre a regulação da expressão dos genes do T3SS.  

Em relação à regulação da expressão dos genes, uma proteína aparece como 

principal entre os reguladores do T3SS em rizóbios, a proteína TtsI. Esta Tese teve como 

objetivo o estudo desta proteína em B. elkanii SEMIA587. Os objetivos específicos 

incluíram a criação de uma linhagem mutante para o gene ttsI, com a qual testes de 

nodulação e secreção de proteínas foram realizados e o estudo da transcrição de regiões 

promotoras contendo o motivo de ligação desta proteína (tts-box) nas linhagens selvagem e 

mutante na presença de diferentes flavonoides. Com esses experimentos pôde-se entender 

um pouco mais a respeito da regulação realizada por esta proteína na ativação dos genes do 

T3SS em B. elkanii SEMIA587. 

Trabalhos realizados com proteínas TtsI de diferentes rizóbios têm abordado os 

diferentes aspectos da regulação desta proteína e o envolvimento na ativação dos genes do 

T3SS (Krause et al., 2002; Marie et al., 2004; López-Baena et al., 2008; Wassem et al., 

2008). Um dos primeiros e mais importantes achados relacionados com a TtsI foi a 

sequência consenso de ligação, tts-box, localizada nas regiões promotoras dos genes 

controlados por essa proteína (Krause et al., 2002). Essa sequência se mostrou conservada 

nos diversos rizóbios estudados e, a partir disso, buscas nos genomas puderam encontrar 

esse elemento, identificando quais os genes poderiam ser controlados por essa proteína 

(Marie et al., 2004; Süβ et al., 2006; Zehner et al., 2008). Nesta Tese, o elemento cis tts-
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box foi obtido através da amplificação de regiões promotoras de genes do T3SS (ttsI e 

nopC). Testes de expressão desses promotores após a indução por flavonoides 

demonstraram a capacidade de resposta aos indutores testados. Esses resultados estão de 

acordo com o que foi estudado em outros rizóbios (Krause et al., 2002; López-Baena et al., 

2008; Wassem et al., 2008; Zehner et al., 2008). Porém, a inducibilidade do T3SS não foi 

observada em B. elkanii USDA61, em testes de secreção de proteínas (Okazaki et al., 

2009). Além de indução das regiões promotoras, testes de secreção de proteínas foram 

realizados e foi demonstrado, nessa Tese, que as proteínas secretadas (Nops) foram 

detectadas somente após a indução com o flavonoide genisteína. 

A linhagem mutante obtida nesse trabalho permitiu estudos comparativos entre as 

bactérias, de forma a caracterizar parcialmente a função do gene ttsI em B. elkanii 

SEMIA587. Em relação à secreção de proteínas, a bactéria mutante foi incapaz de secretar 

as Nops testadas (NopA e NopL), mesmo após a indução com o flavonoide genisteína, nas 

mesmas condições utilizadas para a bactéria de tipo selvagem. A falta de Nops em 

mutantes para o gene ttsI também foi descrita em S. fredii HH103 (López-Baena et al., 

2008). Porém, apesar de aparentemente todo o T3SS estar comprometido no mutante aqui 

descrito, uma vez que este é deficiente em Nops, os resultados obtidos em testes de 

nodulação apresentaram um padrão de dependência do hospedeiro, como já foi descrito 

para o T3SS de outras bactérias. A bactéria mutante apresentou um fenótipo de diminuição 

no número de nódulos com uma das cultivares de soja testada (Peking), enquanto que para 

a outra cultivar testada (McCall), um resultado diferente foi obtido (fenótipo neutro). Esses 

resultados também estão de acordo com o que foi descrito para mutantes para o gene ttsI de 

outros rizóbios (Viprey et al., 1998; Krause et al., 2002; López-Baena et al., 2008). As 

outras plantas testadas (Macroptilium atropurpureum e Vigna unguiculata) também 

apresentaram fenótipos neutros quando comparadas com a linhagem de tipo selvagem.  
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A linhagem mutante para o gene ttsI também apresentou resultados diferentes, em 

relação aos testes de transcrição, quando os vetores de fusão com o gene gfp foram 

utilizados nessa linhagem. Da mesma forma que na linhagem de tipo selvagem, as 

bactérias foram multiplicadas na presença de flavonoides e o nível de expressão da Gfp foi 

medida. Com a bactéria mutante não houve ativação das regiões promotoras, contendo o 

tts-box. Esse resultado era esperado, uma vez que se a bactéria não produz a proteína TtsI, 

a taxa de transcrição dos genes por ela controlados deve ser menor, já que, em outras 

bactérias, foi demonstrado que esta proteína se liga nas regiões que contém o chamado tts-

box (Wassem et al., 2008).  

Ainda restam questões em relação à regulação do T3SS e da atividade da TtsI em 

B. elkanii, principalmente após a descoberta da sequencia consenso tts-box na região 

promotora do gene ttsI. Nesta Tese foi demonstrado que essa região é ativa e responsiva a 

flavonoides, o que gera questões sob a regulação da transcrição desse gene em B. elkanii 

SEMIA587. Nos demais rizóbios que possuem o T3SS, a região promotora do gene ttsI 

possui o elemento cis nod-box, e, dessa forma, foi visto que a regulação da transcrição 

desse gene é dependente de NodD1 e flavonoides (Krause et al., 2002; Marie et al., 2004; 

Wassem et al., 2008). Entretanto, um elemento cis nod-box não foi localizado na região 

promotora do gene ttsI de B. elkanii SEMIA587 e, levando-se em conta que em B. 

japonicum USDA110 ainda existe a regulação por NodW, é de se esperar que a regulação 

do T3SS em B. elkanii SEMIA587 possa ainda estar sofrendo uma influência de fatores 

ainda não descritos. 

Com o término desta Tese, após quatro anos dedicados ao estudo da bactéria B. 

elkanii SEMIA587 em relação a sua interação com as plantas hospedeiras, o papel do 

T3SS, através do estudo da proteína reguladora da transcrição TtsI, ficou, de certa forma, 

um pouco mais conhecido para esta linhagem bacteriana. A bactéria induz o T3SS após o 
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reconhecimento da presença de flavonoides (no caso genisteína), secretando proteínas 

(Nops) que servem de sinalização para a interação com a planta hospedeira e para a 

formação do um pilus característico do sistema. Após a secreção das Nops, as bactérias 

entram nas chamadas brechas de infecção, que direcionam as bactérias ao nódulo que está 

sendo formado. 

Para complementar o conhecimento adquirido nesta Tese ainda é necessária uma 

melhor caracterização genética da bactéria B. elkanii, uma vez que o conhecimento 

existente do genoma dessa espécie é bastante incompleto e sequer se sabe da presença de 

genes importantes como, por exemplo, nodW e nodV. Como complementação do estudo 

realizado, a utilização de um mutante para o gene nodD1 poderia responder a questões 

como, por exemplo, se esse ativador (NodD1) estaria envolvido na ativação da transcrição 

do gene ttsI, como ocorre em outros rizóbios, juntamente com os flavonoides. Ainda, a 

busca de sequencias à montante (upstream) do gene ttsI com características do motivo de 

ligação da proteína NodD1 (nod-box) para a caracterização da regulação dos genes nesta 

bactéria, se faz necessária. Ensaios de ligação da proteína TtsI de B. elkanii SEMIA587 

nos tts-box obtidos nesta Tese serão necessários para a completa demonstração de 

atividade dessas regiões. Uma complementação da linhagem mutante (ttsI) com o gene ttsI 

selvagem também deve ser realizada. 

Testes de nodulação com cultivares brasileiras de soja e ainda outras plantas 

leguminosas serão realizados, com o intuito de verificar a importância do T3SS e das 

proteínas secretadas, para outras leguminosas hospedeiras. 
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