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Resumo

O pH é o principal determinante da diversidade microbiana do solo. Rhizobium freirei € um
notavel endossimbionte de feijdo e reconhecido por sua elevada capacidade de toleréncia a
estresses ambientais, como o pH acido. O objetivo deste trabalho foi analisar alteracdes na
expressdo génica, em nivel transcricional e traducional, de R. freirei cultivada em pH &cido. A
bactéria foi cultivada em caldo TY até alcancar a fase exponencial em pH 6,8 e pH 4,8 e,
submetida a extracdo de proteinas totais. As proteinas foram separadas por eletroforese
bidimensional e os perfis proteicos obtidos foram analisados em imagens de alta resolucéo.
Os spots diferencialmente expressos (p < 0,05) foram selecionados para analise em
espectrometria de massa e identificacdo in silico. A expressdo diferencial dos genes gshB,
gstA e ropB foi analisada apds 0, 30 e 60 min de exposicdo de R. freirei ao pH &cido. De
acordo com os resultados, o principal mecanismo de tolerdncia de R. freirei ao pH acido
parece estar associado a alteracdo de vias metabdlicas centrais, devido ao aumento na
expressdo de proteinas envolvidas com vias oxidativas (ZwF, KDPG e PckA), relacionadas ao
Ciclo do Acido Tricarboxilico. A maior expressdo destas enzimas sugere um aumento no
consumo de carboidratos e consequente formacdo de NADH, que pode ser corroborado pelo
aumento na expressdo da subunidade NuoC do Complexo 1 da cadeia respiratoria, que
cataliza a conversaio de NADH em NAD®" acoplada ao transporte de prétons para o
periplasma, reduzindo a acidificacdo citosdlica. O Complexo 1 é considerado o principal
formador de radical superdxido, além disso a maior expressdo das enzimas antioxidativas
AhpC e GstA em nivel traducional, bem como a maior expressdo de gstA em nivel
transcricional, sugere fortemente que o pH acido induz ao estresse oxidativo em R. freirei. Por
outro lado, a menor expressao da proteina AccC pode estar relacionada a um direcionamento
do metabolismo central ao consumo de &cidos em detrimento a biossintese de acidos graxos,
processo em que AccC ¢ fundamental. A menor expressdo da subunidade B do Complexo
ATPase (AtpD) pode estar direcionada a reducéo na acidificacdo do pH interno, por meio da
diminuicdo na entrada de protons. Tal abrangéncia de vias metabolicas envolvidas sugere que
a resposta adaptativa ao pH acido possui carater multigénico, cuja predominancia de proteinas
citoplasmaticas reforga a importancia do metabolismo central para sua capacidade de tolerar
pH acidificado. Ao contrario de trabalhos que enfocam genes ou mecanismos especificos de
tolerancia, nossos resultados mostraram, pela primeira vez, que o metabolismo central parece
ser o principal mecanismo de tolerdncia ao pH acido em R. freirei e que ha fortes indicios da
correlacdo entre estresse &cido e oxidativo.

Palavras-chave: fixacao bioldgica de nitrogénio, metabolismo, estresse abiotico.



Abstract

The pH is the main controller of microbial diversity of soil. Rhizobium freirei is a remarkable
bean endosymbiont and recognized by its ability to tolerate environmental stresses, such as
acidic pH. The aim of this study was to analyze changes in gene expression at transcriptional
and translational level of R. freirei grown in acidic pH. Bacteria was grown in TY medium
until exponential phase in two treatments: pH 6,8 and pH 4,8. The protein extraction was
performed and the extract was separated by two-dimensional electrophoresis. High-resolution
images of the profiles were analyzed and the spots that showed statistical difference in the
relative volume (%vol) between treatments were selected for identification by mass
spectrometry (MS) and in silico identification. Differential expression of R. freirei was
assessed by analysis of gshB, gstA and ropB genes after 0, 30 and 60 min of exposure in
acidic pH. According to the results, the changing of central metabolic pathways seems to be
the main mechanism of tolerance to acid stress in R. freirei, due to the increased expression of
proteins involved in oxidative pathways (Zwf, aldolase KDPG and PckA) related to the
Tricarboxilic Acid cicle (TCA). The increased expression of these proteins suggests higher
carbohydrate consumption and NADH formation, reinforced by elevated expression of NuoC
subunit of respiratory chain Complex 1, that converts NADH into NAD* coupled to proton
transport to periplasm and consequent decreases the cytosolic acidification. The Complex 1 of
the respiratory chain is the main superoxide former; moreover the higher expression of the
antioxidative enzymes AhpC and GstA at translational level, and the higher expression of
gstA at transcriptional level, strongly suggests an oxidative stress induced by acid pH
condition. On the other hand, the decreased AccC protein expression supports the trend of the
central metabolism to acid-consuming reactions, in contrast to fatty acids biosynthesis
pathways, where AccC is essential. Down-regulation of the  subunit of ATPase Complex can
be related to regulation of cytosolic acidity by reduction of proton entry through ATPase
Complex. Such broad range of pathways involved in the response to acid conditions suggests
an adaptive response of multigenic character mainly involving cytoplasmic proteins, and
reinforces the importance of the central metabolism for R. freirei ability to tolerate acidic pH
conditions. In contrast to studies focused in few genes or specific mechanisms of tolerance,
our results shows by the first time that the central metabolism appears to be the main
mechanism of acid tolerance in R. freirei and suggests a correlation between acid and
oxidative stress responses.

Keywords: biological nitrogen fixation, metabolism, abiotic stress.
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1. Introducéo

1.1. Fixacdo biologica de nitrogénio

O nitrogénio (N) é um nutriente essencial a todas as formas de vida, sendo
frequentemente limitante a producéo primaria e a manutencéo dos ecossistemas. Apesar de ser
0 nutriente mais abundante da atmosfera terrestre, sua forma molecular (N2) € inerte para
grande parte dos organismos. Portanto, estes organismos dependem da disponibilidade de
formas passiveis de assimilacdo para suas necessidades nutricionais (HAAG et al., 2012).

O N é o elemento que mais limita o desenvolvimento das plantas, principalmente nos
solos pouco férteis das regides tropicais. As plantas obtém N do solo essencialmente na forma
organica (98 %), mas também nas formas inorganicas amonia (NHs, convertida em NH4" em
contato com H0), nitratos (NO3") e nitritos (NO2) (MORGANTE & SALAMINI, 2003;
ALFAIA, 2006); dos fertilizantes nitrogenados; de processos de fixacdo ndo-bioldgica,
decorrentes de descargas elétricas (promovem a oxidacdo do N> em NOs), combustdo e
vulcanismo (liberacdo de NHs); do processo de fixacdo bioldgica de N atmosférico (FBN)
(MALAVOLTA, 2006).

A FBN é um processo realizado apenas por bactérias e arqueas, filogeneticamente
diversas, denominadas coletivamente de diazotréficas. Este processo consiste na reducgdo
enzimética do N2 a aménia, que pode ser assimilada por outros organismos, e é responsavel
por cerca de 97 % de todo o N assimilavel incorporado aos ecossistemas terrestres (HAAG et
al., 2012; REED et al., 2011).

O complexo enzimatico nitrogenase, que possui subunidades proteicas capazes de
transportar elétrons para que a reducdo do N2 ocorra, possui um papel chave no processo de
FBN. As subunidades deste complexo correspondem a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a Ferro-
Molibdénio-proteina (FeMo-proteina). A redugdo do N2 se da por vérias transferéncias de
elétrons, e requer alta quantidade de Adenosina Trifosfato (ATP). A subunidade Fe-proteina
recebe elétrons de uma terceira molécula, que também auxilia esse processo, a ferredoxina.
Apbs recebé-lo, a Fe-proteina doa elétrons para a FeMo-proteina, que os acumula até
concentrar oito elétrons. Somente com os oito elétrons é que a redugdo completa do N2 a NH3
ocorre, resultando na reacdo: N2 + 16 ATP + 8¢” + 8H" ---> 2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi
(MALAVOLTA, 2006). Outros trés sistemas alternativos sdo conhecidos, contendo vanadio
ou ferro em substituicdo ao molibdénio (VFe-proteina e FeFe-proteina, respectivamente), e
um raro sistema dependente de monoxido de carbono (ZEHR et al., 2003; HU & RIBBE,
2015).
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Devido a elevada estabilidade da tripla ligacdo entre os dois atomos de N, a FBN torna-
Se um processo energeticamente custoso. Por exemplo, estima-se que a espécie Azotobacter
vinelandii, que possui trés dos sistemas da nitrogenase descritos acima, gasta 16 moléculas de
ATP por molécula de N fixado, e mais de 100 g de glicose para fixar 1 g de N> (REED et al.,
2011). Ou seja, para que o N seja incorporado de forma eficiente a biosfera, é necessario um
grande aporte de fontes energéticas.

Os microrganismos diazotréficos podem estabelecer diferentes tipos de associagdo com
diferentes espécies vegetais, podendo habitar a regido da rizosfera (solo préximo a raiz),
superficie de oOrgdos e tecidos (epifiticos), espacos intercelulares de tecidos vegetais
(endofiticos), e o interior de células vegetais (simbiontes), em estruturas especializadas
denominadas nddulos. Quando tais microrganismos promovem o crescimento de plantas, seja
de forma direta (ex. disponibilizando nutrientes), ou indireta (ex. inibindo patégenos), sao
categorizados como “bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), e somente 0s
que sdo capazes de estabelecer simbiose com plantas sdo coletivamente denominados rizébios
(GOPALAKRISHNAN et al., 2015).

1.2. Interacéo simbidtica entre rizébios e plantas hospedeiras

Dentre as formas de associacdo planta-microrganismo, a associacdo simbidtica é a que
fornece o maior aporte de N para o hospedeiro, possuindo, por isso, uma grande importancia
ecoldgica em diversos ecossistemas (HUNGRIA & CAMPO, 2007).

Os rizdbios possuem a capacidade de estabelecer uma relacdo com elevado grau de
especificidade com o hospedeiro, majoritariamente da familia Fabaceae, e levar a formacéo de
novos 6rgdos, usualmente nas raizes, denominados nodulos. No interior desses 6rgaos,
mediante processo de infeccdo, formas diferenciadas de rizébios fixam N, utilizando energia
dos fotossintatos fornecidos pela planta hospedeira e disponibilizam a amonia produzida
diretamente aos tecidos vegetais (JONES et al., 2007).

A interacdo inicia-se com a liberacdo de exsudatos das raizes ou sementes da planta
hospedeira, contendo uma especifica variedade de moléculas, dentre as quais 0s compostos
flavondides (Figura 1A). Os flavonoides atuam como sinais moleculares, e sdo detectados por
rizobios compativeis presentes no solo, agindo como substancias quimiotaticas, estimuladoras
da multiplicacdo dos rizobios e indutoras de genes bacterianos responsaveis pela sintese dos
fatores de nodulagéo (fatores Nod), oligossacarideos lipoquitinicos secretados pelos rizébios
(Figura 1A). Os fatores Nod, mediante reconhecimento pela planta, induzem a alteragdes
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morfolégicas, como o curvamento dos pelos radiculares, invaginacdo da parede celular e
formacédo de um pré-corddo de infeccdo no interior do pélo radicular (Figura 1B). O cordéo de
infeccdo prolonga-se até atingir o primérdio do nodulo, que é desenvolvido devido a
reativacdo da divisdo de células diferenciadas do cortex da raiz (Figura 1C). Os rizobios séo
liberados na extremidade interna do corddo de infeccdo por endocitose em uma célula
cortical, circundados por uma membrana, no interior da qual serdo diferenciados em
bacterdides, formas capazes de fixar N, determinando a formagéo do nédulo maduro e ativo

(Figura 1D) (SCHULTZE & KONDOROSI, 1998; JONES et al., 2007; MASSON-BOIVIN et
al., 2009).

Formagdo do
nédulo
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Figura 1: Organogénese do nddulo em plantas leguminosas
Fonte: OLDROYD, 2013.

Essa interacdo simbiotica requer um alto grau de compatibilidade entre o rizébio e a
planta hospedeira, pois a sinalizacdo molecular, mediada especialmente pelos flavonoéides e
fatores Nod, é altamente especifica e coordenada (MASSON-BOIVIN et al., 2009; BARRET
& PARKER, 2006).

Assim, o processo de FBN promove um beneficio matuo entre planta hospedeira, que
fornece fontes de energia e carbono, e rizobio, que supre a necessidade da planta por N em
formas assimilaveis (HUNGRIA & CAMPO, 2007). Outros beneficios ao desenvolvimento
vegetal pelos rizobios ja foram descritos, como producdo de hormdnios vegetais, protecdo
contra fitopatdgenos e estresses ambientais (AHEMAD & KHAN, 2011; HAAG et al., 2012).
A simbiose de plantas com rizobios equivale a uma fertilizacdo interna e natural, e é a
principal razéo pela qual plantas da familia Fabaceae s&o mais ricas em teor proteico do que
as demais (BROUGHTON et al., 2003).
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Algumas espécies de rizobios sdo especialmente estudadas por sua versatilidade
metabdlica e capacidade adaptativa frente a condigdes ambientais hostis, caracteristicas

cruciais para aumentar a incorporacao de N2 nos ecossistemas.

1.3. Diversidade do género Rhizobium e o grupo Rhizobium tropici

O género Rhizobium foi descrito pela primeira vez em 1896 por Kirchner, e
representava o Unico grupo de bactérias fixadoras de nitrogénio que se associavam a certas
espéecies de leguminosas, formando nédulos (DELAMUTA et al., 2015). Os rizdbios
encontram-se classificados pela taxonomia atual como pertencentes a: Dominio: Bacteria;
Filo: Proteobacteria; Classe: Alfaproteobacteria; Ordem: Rhizobiales; distribuidos nas
Familias Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae, Methylobacteriaceae e
Hiphomicrobiaceae; compreendendo dez géneros: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia,
Phyllobacterium,  Ochrobactrum, Blastobacter, Mesorhizobium, Methylobacterium,
Rhizobium e Sinorhizobium (MOULIN et al, 2001). No entanto, bactérias capazes de nodular
leguminosas também foram identificadas como pertencentes as classes Betaproteobacteria
(Burkholderia e Cupriavidus) e Gammaproteobacteria (Pseudomonas) (ORMENO-ORRILLO
et al.,, 2013). Dentre as espécies microssimbiontes de feijoeiro encontram-se R.
leguminosarum, R. tropici, R. giardinii, R. galicum, R. lusitanum, R. multihospitum, R.
leucaenae, R. freirei, dentre outras.

Alguns autores sugerem que o género Bradyrhizobium é o ancestral dos alfa-rizdbios,
cuja origem provavelmente ocorreu nos tropicos. Isto explicaria, em parte, a maior
diversidade de rizGbios nas regides tropicais, onde o “grupo Rhizobium tropici" parece ter
sido originado (DELAMUTA et al., 2012; 2013; MARTINEZ-ROMERO et al., 1991).
Entretanto, os resultados obtidos até o presente indicam que essa diversidade ainda é pouco
conhecida, mesmo sabendo que este grupo representa um componente-chave para a
sustentabilidade de solos tropicais (DELAMUTA et al., 2012).

Estirpes do “grupo Rhizobium tropici” dominam a nodulacdo do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris) em solos acidos do Quénia (ANYANGO et al., 1995), cuja espécie R. tropici é uma
das mais tolerantes a ambientes que apresentam condigdes acidas (ANDRADE et al., 2002).

Um estudo comparativo de estirpes desse grupo avaliou caracteristicas fenotipicas,
como crescimento em condicdes estressantes, meios de cultura, fontes de carbono, resisténcia
a antimicrobianos, entre outras e, os resultados indicaram uma grande diversidade metabdlica.
Portanto, a capacidade de ocupar ambientes nutricionalmente diferentes, além de serem

capazes de tolerar condicbes adversas e resistir a determinados antimicrobianos
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(DALL'AGNOL et al., 2014) deve contribuir para tal dominancia na nodulacdo de P.
vulgaris, relatada por ANDRADE et al. (2002).

Ainda dentro do “grupo Rhizobium tropici", as estirpes CIAT 899 e PRF 81 se destacam
por serem efetivas fixadoras de Np, geneticamente estiveis, adaptadas aos estresses
ambientais de regibGes tropicais e competitivas contra populacdes de rizobios indigenas,
caracteristicas desejaveis para utilizagdo em inoculantes agricolas (HUNGRIA et al., 2000;
2003). Quando estas estirpes sdo comparadas, a PRF 81 é considerada a mais eficiente e
competitiva (MOSTASSO et al., 2002), provavelmente pela capacidade de sintetizar biotina e
uma enzima protetora contra éxido nitrico, dentre outras proteinas codificadas por genes
exclusivamente presentes no genoma da PRF 81 (ORMENO-ORRILLO et al., 2012).

1.3.1. A espécie Rhizobium freirei

A estirpe PRF 81 foi isolada de solo da cidade de Irati, no estado do Parand em 1992,
pela equipe da Dra. Diva Andrade, do Instituto Agronémico do Parand. Inicialmente, foi
classificada como pertencente a espécie R. tropici, apesar de possuir diferencas contrastantes
em relacdo as estirpes ja identificadas da espécie (RIBEIRO et al., 2009).

No ano de 2000, j& havia relatos da maior eficiéncia da PRF 81 em relacdo a CIAT 899,
ja utilizada como inoculante. Os resultados obtidos mostraram uma 6tima capacidade de
ocupacdo de nddulos (infeccdo e formacdo) na planta hospedeira, peso seco da parte area e
dos nodulos, bem como quantidade de N assimilado pela planta, entre outros (HUNGRIA et
al., 2000; MOSTASSO et al. 2002).

Devido as caracteristicas apresentadas pela PRF 81, esta foi recomendada por
HUNGRIA et al. (2000) para utilizagcdo em inoculantes comerciais para o feijoeiro e ainda foi
proposto que, apesar de ndo haver conhecimento acerca das bases genética e bioquimica para
tal competitividade, esta estirpe poderia ser utilizada em estudos futuros para aumentar o
conhecimento sobre 0s aspectos basicos da competitividade.

A proposta da estirpe PRF 81 como um modelo impulsionou a condugéo dos demais
estudos: RIBEIRO et al. (2009) foram os primeiros a evidenciar que, apesar de serem
estritamente relacionadas pela sequéncia do gene ribossomal 16S, PRF 81 e CIAT 899 eram
consideravelmente diferentes, e a primeira representava uma potencial espécie nova.

Em 2012, a publicagdo do mapa de referéncia protedmico da PRF 81 revelou diversos
determinantes simbidticos e forte semelhanca com agrobactérias (GOMES et al., 2012a).

O sequenciamento completo do genoma da PRF 81 permitiu a identificacdo de varios

genes potencialmente envolvidos em sua notavel habilidade simbiotica e saprofitica, além de
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um amplo repertério de genes relacionados a comprovada versatilidade metabolica dessa
espécie, incluindo sistemas de regulacdo e de resposta a diversos tipos de estresses,
permitindo uma grande interacio com o ambiente (ORMENO-ORILLO et al., 2012).

De fato, recentemente DALL'AGNOL et al. (2013) analisaram caracteristicas
morfofisioldgicas e genéticas da PRF 81, e encontraram diferengas suficientes para
reclassificar a estirpe na espécie Rhizobium freirei, em homenagem ao Professor Jodo Ruy
Jardim Freire, um grande rizobiologista brasileiro, passando a ser a estirpe tipo da nova
especie.

Atualmente R. freirei é também utilizada em inoculantes comerciais para a cultura do
feijoeiro no Brasil (HUNGRIA et al.,, 2003). A estirpe ainda é capaz de nodular outras
leguminosas, como Leucaena leucocephala, L. esculenta, Crotalaria juncea e Macroptilium
atropurpureum (DALL'AGNOL et al., 2013), indicando que seu papel ecoldgico ndo se

restringe a agroecossistemas.

1.4. Estresses abioticos e a FBN

O territdrio brasileiro é formado por um mosaico de biomas, porém alguns ocupam
parcelas maiores que outros. Os cerrados brasileiros, por exemplo, correspondem a cerca de
25 % do territdrio nacional, e sdo areas muito distintas das demais, sendo caracterizadas pelas
condic@es climaticas hostis, como longos periodos de seca, elevadas temperaturas e baixo pH
do solo (<5,0) (MOSTASSO et al., 2002). Esses tipos de estresses prejudicam tanto a planta
guanto o microssimbionte e podem prejudicar processos bioldgicos importantes como o
estabelecimento da simbiose, a taxa de nodulacdo e a FBN, sendo que relativamente poucos
rizobios sdo capazes de crescer em pH inferior a 5, dentre os quais estd a R. freirei
(HUNGRIA & VARGAS, 2000; HELLWEG et al., 2009).

Algumas espécies e estirpes de rizobios que dispdem de mecanismos para desenvolver-
se em condicOes desfavoraveis e, mesmo sob tais condi¢cGes sdo capazes de estabelecer
simbiose efetiva com a planta hospedeira, sdo potenciais candidatos a possuirem maior
eficiéncia no processo de FBN (AHEMAD & KHAN, 2011). No entanto, desempenhar suas
respectivas funcdes ecoldgicas em condigdes ambientais adversas requer um rapido e eficiente
controle da expressao génica e de suas respostas metabdlicas, bem como de sua plasticidade
gendmica (BATISTA et al., 2007).

1.4.1.  Efeitos celulares e moleculares do pH acido e respostas adaptativas
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O crescimento em pH &cido pode causar inumeros danos celulares, dentre eles podemos
destacar: (I) alteracbes na atividade enzimatica, por estar abaixo da faixa 6tima de atividade
de muitas enzimas metabdlicas, provocando desnaturacdo; (II) danos ao DNA, por
depurinacdo, que pode causar perda de informacdo genética; (III) danos a membrana
citoplasmatica, que apesar de ser uma eficiente barreira contra a entrada de protons, pode ser
danificada pelos mesmos e sofrer rompimento (FOSTER, 2004).

A acidificacdo pode ser mais severa em alguns compartimentos celulares do que em
outros. Por exemplo, a membrana externa ndo € considerada uma barreira a entrada de
prétons, pois o didmetro das porinas é grande o suficiente para permitir a passagem dos
mesmos para 0 compartimento periplasmatico. Portanto, o periplasma é incapaz de resistir a
mudancas no pH externo (pHe) e provavelmente € o compartimento mais suscetivel a danos
(LUND et al., 2014). O ambiente citoplasmatico é mais protegido, tanto por ser uma barreira
eficiente contra a passagem de prétons, quanto pela acdo de componentes celulares
tamponantes ou alteragdes no fluxo de outros ions, se a acidificacdo ndo for tdo drastica
(FOSTER, 2004; SLONCZEWSKI et al., 2009).

Mesmo quando bactérias sdo submetidas a diferentes graus de acidificacdo do pHe, o pH
interno (pHi) é mantido relativamente constante (SLONCZEWSKI et al., 2009). Se tal
acidificacdo for suficiente para alterar o pH; da célula, este é rapidamente corrigido (<4 min.)
por componentes tamponantes do citoplasma, porém, se a acidificacdo for severa, uma
resposta via regulacdo na expressdo de genes especificos torna-se necessaria para a
manutencdo do pH; (KRULWICH et al., 2011; (WILKS & SLONCZEWSKI, 2007).

Existem diversos mecanismos de tolerancia ao pH &cido, dentre eles: (I) bombeamento
ativo de protons para o meio externo, por meio da atividade do complexo ATPase
(KRULWICH et al., 2011); (IlI) sequestro de protons intracelulares, por meio da
descarboxilacdo de determinados aminoacidos e, producdo de amonia que atua como um
tamponante (WADDINGTON et al.,, 2010); (lll) prevencdo e reparo de danos em
macromoléculas, como chaperonas, que garantem a estabilidade de proteinas, enquanto
proteases do complexo Clp removem proteinas danificadas (SLONCZEWSKI et al., 2009;
IVY et al., 2012); (IV) e por fim, a reducdo da permeabilidade da membrana citoplasmatica a
passagem de protons, por meio da conversdo de acidos graxos insaturados em ciclopropanos
(KIM et al., 2005).

Tais mecanismos sédo fundamentais para lidar com as flutuagdes na concentracdo de
prétons, as quais sdo expostas no ambiente natural (LUND et al., 2014). Diversos trabalhos

relatam cepas e estirpes bacterianas capazes de tolerar condi¢cbes de pH acidificado em
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ambientes naturais, tanto no interior do trato gastrointestinal, quanto na forma saprofitica no
solo, assim como no interior de células hospedeiras de plantas (simbiose) e células do sistema
imunologico. Alguns destes exemplos sdo: Escherichia coli, Vibrio cholerae, Helicobacter
pylori, Salmonella spp., (FOSTER, 2004); Bacillus (KRULWICH et al., 2011,
SLONCZEWSKI et al., 2009); Agrobacterium tumefaciens (OLSON, 1993); Bifidobacterium
spp. (WADDINGTON et al.,, 2010); Brucella spp., Listeria monocytogenes, Lactococcus
lactis, Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Clostridium spp. (LUND et al, 2014); e por fim,
alguns rizébios: Sinorhizobium spp. (DRAGHI et al., 2010), Bradyrhizobium japonicum
(CARVALHO et al., 2012), R. tropici (RICILLO et al., 2000; VINUESA et al., 2003;
MUGLIA et al., 2007) e R. freirei (HUNGRIA et al., 2000), dentre outros.

Para obter sucesso no estabelecimento da simbiose, rizdbios devem ser capazes de
tolerar as condi¢bes ambientais também da rizosfera, regido acidificada por estar
constantemente recebendo descargas de exsudatos da planta, que contém acido tricarboxilico
e outros acidos organicos, assim como prétons H*, quando amdnia é utilizada como fonte de
N (JONES et al., 2007; LUND et al., 2014).

1.5. A gendmica funcional e o estudo das respostas moleculares ao estresse
ambiental

Rizdbios sdo capazes de ocupar o solo (forma saprofitica) e a planta hospedeira (forma
simbiotica). A capacidade de ocupar diferentes habitats aparentemente influenciou o tamanho,
complexidade e contetdo de seus genomas, sendo proposto que genomas de rizobios tenham
evoluido via expansédo, primariamente por transferéncia lateral de genes e duplicagdes, a fim
de se ajustar as condi¢des ambientais adversas (BOUSSAU et al., 2004). Segundo tal ponto
de vista, a maximizacdo da sobrevivéncia dos rizébios, quando em vida livre, representa o
principal impulso na evolucdo dos genomas desse grupo de microrganismos (YOUNG et al.,
2006; BATISTA et al., 2007).

O conteudo génico ¢ diferencialmente expresso de acordo com os estimulos ambientais
aos quais o organismo encontra-se submetido (CORDWELL et al., 2001). Assim, a analise
dos produtos funcionais do genoma torna-se fundamental.

Os estudos utilizando metodologias classicas sdo denominados de “ciéncia dirigida pela
hipotese” e, geralmente promovem a caracterizacdo detalhada de um pequeno numero de
biomoléculas, com a finalidade de elucidar hipGteses pontuais. Apesar de todo o
conhecimento produzido por meio destas metodologias, uma compreensdo do sistema

bioldgico como um todo néo é possivel (KITANO, 2002).
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Com a necessidade de uma compreensdao mais ampla e integrada, a gendmica surgiu
como uma abordagem cientifica alternativa na biologia molecular, iniciando a chamada
“ciéncia dirigida pela descoberta”, pois nao necessita de hipoteses ou dados prévios. Deste
modo, uma grande quantidade de dados é gerada de forma néo seletiva, fornecendo uma visdo
do sistema bioldgico em sua totalidade, além de representar uma fonte importante de dados
para estudos dirigidos por hipoteses (KELL & OLIVER, 2003).

Entretanto, apesar da grande quantidade de sequéncias de DNA depositadas em bancos
de dados, questdes bioldgicas ndo poderiam ser respondidas. Com isso, a necessidade de
compreender a relacdo entre os estimulos ambientais e a resposta funcional do organismo,
impulsionou o desenvolvimento de novas tecnologias focadas na andlise dos produtos dos
genomas, ou seja, 0 estudo da funcionalidade do genoma em nivel transcricional e

traducional.

1.5.1. Protedmica: uma abordagem funcional

Os estudos em protedmica tém por objetivo obter uma visdo global e integrada do maior
nimero de proteinas expressas em uma determinada condicdo, ao invés de estudar proteinas
individualmente (SANTUCCI et al., 2015).

O termo “proteoma” foi sugerido em 1993, para designar a identificacao sistematica das
proteinas totais expressas por um genoma em uma dada condi¢do, com o objetivo de se obter
a visdo mais integrada do sistema bioldgico em questdo (LOPEZ, 1999; CORDWELL et al.,
2001).

Ao contrério do genoma, os proteomas de um organismo sao ilimitados e extremamente
dindmicos, pois sdo alterados diferencialmente em resposta a uma variavel, como condicGes
abioticas adversas, condicGes patoldgicas, diferenciacdo entre cepas/estirpes, alguma
substancia presente no meio, estagio do ciclo de crescimento, entre outros. Através de uma
abordagem comparativa, € possivel identificar proteinas diferencialmente expressas na
condicdo estudada, permitindo a elucidacdo de questdes relevantes sobre os mecanismos
genéticos e bioguimicos das quais sdo participantes (CORDWELL et al., 2001).

Para estudos em protedmica é fundamental obter amostras de qualidade, portanto o
processo de extracdo deve ser padronizado e otimizado para obter alta reprodutibilidade dos
resultados, evitar perdas de parcelas de amostras, entre outros. Considerando que um
proteoma deve refletir as condi¢des fisiologicas, é essencial que todos os pardmetros
experimentais sejam rigorosamente controlados e cada variavel seja analisada em separado
(GORG et al., 2004).



22

A protedmica obteve sucesso com o desenvolvimento de tecnologias capazes de realizar
a andlise de misturas complexas, como extratos de proteinas totais de um organismo
(RABILLOUD, 2002). A eletroforese bidimensional (two-dimensional electrophoresis, 2DE)
acoplada a identificacdo por espectrometria de massa (mass spectrometry, MS) € um dos
procedimentos mais adotados atualmente (MACHADO et al., 2013; RAO et al., 2014)

1.5.2. Eletroforese Bidimensional

A 2DE e uma metodologia eficiente de separacdo de misturas complexas que permite a
separagdo e visualizagdo de centenas de proteinas simultaneamente, permitindo assim a
analise de misturas complexas. O resultado deste processo é um mapa bidimensional da
amostra, obtido pela separacdo das proteinas em dois eixos perpendiculares de acordo com:
seus pontos isoelétricos (pl), por meio de focalizacdo isoelétrica (isoelectric focusing, IF)
(primeira dimensdo), e suas massas moleculares, por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) (segunda dimenséo) (WESTERMEIER & NAVEN, 2004)

A IF consiste na submissdo das proteinas a um campo elétrico, que as impulsiona a
migrar através de uma matriz de poliacrilamida ao longo de uma fita de gradiente imobilizado
de pH (immobilized pH gradient, IPG) em direcdo ao eletrodo de carga oposta a sua carga
liguida. O pl de cada proteina corresponde ao pH exato em que sua carga liquida torna-se
nula, portanto a migracdo € interrompida e as proteinas ficam posicionadas até o segundo
método de separacdo (segunda dimensdo). A producdo industrial destas fitas foi crucial para a
maior reprodutibilidade do procedimento (LOPEZ, 2007).

Na segunda dimensdo, as fitas de IPG, previamente submetidas & IF, sdo colocadas
sobre um gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). Assim, a separacao das proteinas
no SDS-PAGE depende unicamente da massa molecular relativa individual (LOPEZ et al.,
2007; GORG et al., 2004).

Uma vez terminada a eletroforese, as proteinas sao detectadas através de coloragdo. Um
gel de alta resolucdo e qualidade deve apresentar quantidade significativa de pontos bem
definidos, denominados spots. Dentre as metodologias desenvolvidas, o Coomasie Brilliant
Blue Colloidal (CBB-C) tem sido utilizado por ser uma metodologia eficiente de deteccdo
colorimétrica, pois permite uma analise quantitativa confiavel, alta sensibilidade e é
totalmente compativel com a MS. De fato, um spot que é detectado por essa coloragdo tem
geralmente a quantidade ideal de proteina necessaria a identificagdo por MS (PATTON, 2002;
MILLER et al., 2006).
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Desta forma, os géis 2DE sdo usados com duas finalidades gerais: separacdo para
identificacdo do conjunto de proteinas de um genoma especifico, estabelecendo um mapa de
referéncia protedmico para o tipo celular ou espécie de organismo em questdo e, também,
para comparar duas ou mais amostras, verificando as diferencas qualitativas e quantitativas de
sua expressdo global de proteinas (BLACKSTOCK & WEIR, 1999).

Entretanto a 2DE também possui limitacdes. Atualmente, ndo existe um protocolo
padrdo capaz de separar todos os tipos de proteinas. Proteinas altamente hidrofobicas ou
hidrofilicas, com valores muito altos ou baixos de massa molecular relativa e cujo pl é
extremo, sdo excluidas pelas metodologias padrdo, sendo necessario o desenvolvimento de
metodologias especificas (HAYNES & YATES, 2000).

1.5.3. Espectrometria de massa

O desenvolvimento da MS tornou a identificacdo de proteinas mais rapida, precisa e
sensivel. Em vista do numero elevado de proteinas a serem identificadas em um estudo de
protedmica, uma técnica com maior rendimento de processamento é imprescindivel, porém,
sem perder a precisdo (GEVAERT & VANDEKERCKHOVE, 2000).

Os espectrometros de massa sdo equipamentos analiticos que determinam a massa
molecular de compostos quimicos através da ionizagdo e separacdo dos ions moleculares de
acordo com a sua razdo massa/carga (m/z). Esses equipamentos sdo constituidos por uma
fonte de ionizacdo, um analisador de massas e um detector. A ionizacao por dessorcédo a laser
auxiliada por matriz (matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI) é uma das
tecnologias dominantes de ionizacdo. MALDI acoplada a um ou mais analisadores de massa
do tipo tempo de voo (time of flight, TOF) é considerada a mais adequada para a analise em
larga escala de proteinas separadas por meio de 2DE (GEVAERT& VANDEKERCKHOVE,
2000).

O analisador de massas utiliza uma propriedade fisica para separar moléculas de acordo
com sua razdo massa-carga (m/z). No caso do analisador TOF, a propriedade € o tempo de
vbo dos ions. Os ions sdo acelerados da sua fonte para um tubo de vdo, percorrendo um
espaco livre, sob vacuo, até atingirem o detector de ions. Fixando a voltagem de aceleragéo,
ions de m/z diferentes serdo separados ao longo do tubo de vdo devido as suas diferentes
velocidades e, assim, requerem tempos diferentes para percorrer a distancia existente entre a
fonte e o detector. Os ions sdo desviados por um refletor que contrabalanca pequenos desvios
na energia cinética inicial dos ions, aumenta a resolucdo do equipamento e os direciona para

um detector. O tempo de véo requerido para as moléculas ionizadas atingirem o detector €
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determinado e os valores de m/z sdo calculados em funcdo desse tempo, sendo que as
moléculas ionizadas mais leves atingem o detector em um tempo menor. O espectro de MS
gerado é de interpretacdo relativamente simples, pois cada pico de massa gerado corresponde
a um ion molecular monoprotonado e o conjunto dos mesmos é o PMF do peptideo
(ASHCROFT et al, 2003).

No entanto, em alguns casos o0 PMF ndo é suficiente para identificar o peptideo
digerido. Nesse caso, a utilizacdo de analisadores sequenciais do tipo TOF-TOF pode resolver
esse problema, pois é possivel selecionar, isolar e sequenciar uma das moléculas ionizadas
presente na mistura da amostra. Utilizando os picos de massa gerados em uma anélise TOF,
um valor de m/z é selecionado. O ion selecionado passa para uma camara de colisdo,
enguanto os outros sao desviados do tubo de v6o. Nessa camara ocorre a dissociacao induzida
por colisdo, onde o ion selecionado sofre uma colisdio com um gas inerte, causando
fragmentacdo do ion, cujo espectro é denominado MS/MS. A m/z do ion fragmentado (ou
parental), gerada pelo primeiro analisador, € considerada na identificacdo, bem como os
valores de m/z dos fragmentos gerados pelo segundo analisador, que sdo interpretados em

termos de sequéncia de aminoécidos (CANTU et al., 2008).

1.5.4. Ferramentas de bioinformatica aplicadas a Protebmica

A identificacdo de proteinas através de espectros de PMF ou MS/MS é altamente
dependente de sequéncias de DNA depositadas em bancos de dados, como o NCBInr
(National Center for Biotechnology Information non redundant) e o Swiss Prot. O
crescimento desses bancos quanto ao numero de sequéncias depositadas possibilitou um
aumento significativo na precisdo da identificacdo de proteinas e um grande avanco para a
espectrometria de massa (VIHINEN et al, 2001). Alguns algoritmos foram desenvolvidos para
a utilizacdo de dados de espectrometria de massa, permitindo identificar proteinas a partir de
bancos de dados de sequéncias primarias, sendo o Mascot um dos mais adotados (PERKINS
etal., 1999).

Uma das interfaces do Mascot é adotada para a busca com base no PMF. Sao
selecionados o banco de dados de escolha e a enzima utilizada para a obtengédo do PMF,
gerando uma clivagem in silico de todas as proteinas contidas no banco. Assim, é feita uma
comparagao entre as massas obtidas experimentalmente com os dados tedricos (PERKINS et
al., 1999).

Outra interface permite a busca por fragmentos idnicos, que sdo os dados de MS/MS. O

Mascot utiliza o método de busca por ions, que ndo leva em consideragdo qualquer
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informacdo da sequéncia, apenas a massa do peptideo parental. A informacdo de massa do
espectro é comparada com os dados teoricos contidos no banco de dados selecionado, que
contém um espectro calculado de MS/MS de todos os peptideos gerados mediante clivagem
com a enzima adotada no experimento (THIEDE et al., 2005).

O Mascot utiliza um algoritmo baseado em probabilidade, sendo que os resultados
fornecem uma nota que informa o quanto os valores teodricos correlacionam-se
estatisticamente com os valores experimentais. Essa nota ¢ 0 MOWSE score (Molecular
Weight Search) (THIEDE et al., 2005).

A partir da identificagdo de um spot, varias outras ferramentas de bioinformatica
permitem predizer caracteristicas diversas da proteina, como dominios, motivos, localizacéo
celular, predicdo de sinais peptidicos, interacdo com outras proteinas, propriedades fisico-

quimicas, dentre outros.

2. Objetivos

Analisar alteracGes na expressdo génica, em nivel traducional e transcricional, de R.

freirei PFR 81 durante crescimento em condi¢do de pH acido

2.1. Objetivos especificos

- Obter proteinas totais de R. freirei mediante crescimento em pH neutro (controle) e pH
acido;

- Promover a separacdo das proteinas totais obtidas, de ambas as condi¢des analisadas,
por 2DE;

- Analisar comparativamente os perfis obtidos;

- Identificar as proteinas diferencialmente expressas por espectrometria de massa;

- Analisar a expressao, em nivel transcricional, dos genes gshB, gstA e ropB por RT-
gPCR;

- Propor um mecanismo de resposta metabélica de R. tropici frente ao estresse acido.
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3. Material e métodos

3.1. Condicdes de crescimento bacteriano

A estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080, =CNPSO 122) de R. freirei, isolada de nodulos de
feijoeiro no Brasil, estd depositada na “Colecdo de microrganismos multifuncionais da
Embrapa Soja: bactérias diazotréficas e promotoras do crescimento de plantas”. O pré-cultivo
foi realizado em 10 mL de Meio Triptona-Extrato de levedura (TY) contendo: 5 g/L de
Triptona; 3 g/L de Extrato de levedura e 1,3 g/L de CaCl,, sob agitacdo de 80 rpm a 28°C por
18-20 h, sendo posteriormente transferido para frascos do tipo Erlenmeyer contendo 200 mL
de TY em duas condic¢des de tratamento: Controle (pH 6,8) e com pH acidificado (pH 4,8). A
estirpe foi incubada até alcancar a fase exponencial de crescimento (densidade Otica de 0,6 a
600 nm), aproximadamente ap6s 18 h, com baixa rotacdo (80 rpm) para minimizar a producéao
de exopolissacarideos, que podem interferir na 2DE.

3.2 Extracdo de proteinas totais

Os cultivos foram centrifugados a 5000 g a 4°C e, as células foram lavadas
cuidadosamente com solucdo contendo: 3 mM de KCI; 1,5 mM de KH2PO4; 68 mM de NaCl
e 9 mM de NaH:POs. As células lavadas, foram adicionados 600 pL de tamp&o de
resuspensdo (10 mM de Tris-HCI pH 8.0; 1,5 mM de MgCl,; 10 mM de KCI; 0,5 mM de
DTT; 0,5 mM de fenil-metil-sulfonil fluorado - PMSF). Aliquotas de 150 pL foram
transferidas para microtubos e armazenadas em ultrafreezer (-80 °C).

As aliquotas foram ressuspendidas em tampdo de lise (9,5 M de Uréia, 2 % de CHAPS,
0,8 % v/v de Farmalito 4-7, 1 % de DTT) e submetidas a 40 ciclos de congelamento em N
liquido e descongelamento, conforme descrito por BATISTA et al. (2010). O sobrenadante foi
separado do material particulado por meio de centrifugacdo a 14000 g a 4 °C durante 90 min.

Aliquotas de 500 pL do sobrenadante foram homogeneizadas com uma solugéo
contendo: 0,8 mL de tampéo fenol pH 8,0 e 0,8 mL de tamp&o SDS (0,1 M de Tris-HCI pH
8,0, 2 % de SDS; 5 % de pB-mercaptoetanol; 30 % de sacarose; 1 mM de PMSF). As amostras
foram homogeneizadas por 5 min e centrifugadas a 16000 g a 4°C durante 15 min, cuja
camada superior de fenol (cerca de 500 pL) foi transferida para um novo tubo. O extrato foi
precipitado durante 1 h a -20°C, na proporcao de 1:3 de proteina e acetato de aménia 0,1 M
previamente resfriado em metanol absoluto e, centrifugado a 16000 g a 4°C durante 15 min. O

precipitado foi lavado 1 vez com metanol resfriado e uma segunda com acetona (80 % v/v)
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resfriada, seguida por secagem. O precipitado foi ressuspendido com o tampdo de lise e, a
concentracdo foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.3. Separacao de proteinas totais e analise dos perfis proteicos

Para a Fl, os precipitados foram dissolvidos em DeStreak buffer (GE Healthcare) a uma
concentracédo final de 300 pg de proteina e 2 % de IPGphor v/v em 250 pL de solugdo. As
fitas de pH fixado (IPG-strips — GE Healthcare) de 4-7, com 13 cm, foram reidratadas com a
solucdo de proteinas e cobertas com Cover fluid (GE Healthcare). As fitas foram submetidas
a FI (Ettan IPGphor IEF system, GE Healthcare) iniciando com 200 V por 1 h; depois 500 V
por 1 h; seguida por uma etapa de gradiente até 1000 V, por 1 h; um segundo gradiente até
8000 V, por 2,5 h; e fixado em 8000 V durante 1,5 h. A Vh final foi fixada em 24800.

Apbs a focalizacdo, as fitas foram equilibradas durante 20 min em 5 mL de Tampao de
Equilibrio (TE: 50 mM de Tris-HCI pH 8,8; 6 M de uréia; 30 % v/v de glicerol; 2 % de SDS;
0,2 % v/v de solucdo 1 % de azul de bromofenol) com adicdo de 50 mg de DTT e,
posteriormente, em TE com 175 mg de iodoacetamina por 20 min.

A 2DE foi realizada em gel de poliacrilamida 12 % (18 x 16 cm) em um sistema de
eletroforese Ruby SE 600 vertical electrophoresis system (GE Healthcare). A corrida
consistiu em 30 min a 15 mA/gel e 240 min a 30 mA/gel, usando o marcador de peso
molecular Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis (Amersham
Biosciences). Os procedimentos de extracdo e eletroforese em gel foram realizados em
triplicata.

Os géis foram fixados por 18-20h com solucdo de etanol e &cido acético, antes de serem
corados com Comassie Blue PhastGel™R-350 (GE Healthcare) e escaneados utilizando o

software ImageScanner LabScan v.5.0.

3.4. Analise das imagens do gel e selecdo dos spots

A densidade do pixel pode ser traduzida, mediante calibracdo, em intensidade do spot e
a delimitacdo é traduzida em valor de area.. Assim, softwares sdo capazes de calcular o
volume de cada spot. O percentual de volume de cada spot (%vol), que é a razdo do volume
do mesmo pela somatdria de todos os spots, € o padrdo de analise comumente adotado. Como
0s géis sdo feitos em triplicata, os valores dados sdo resultantes de uma meédia entre os valores
de %vol de spots correspondentes.

Os spots foram rigorosamente identificados nas imagens digitalizadas em alta resolucao

dos géis e analisadas utilizando o software Image Master 2D Platinum v. 7.0.6 DIGE (GE
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Healthcare). Foram determinados os %vol de cada spot, os quais foram utilizados na
comparagao entre os tratamentos controle e com pH &cido. Somente os spots detectados nas
trés repeticdes de cada tratamento foram considerados no presente estudo e avaliados
estatisticamente (p < 0,05) pelo teste T de Student (XLSTAT, Addinsoft, France, add-in to

Microsoft Excel).

3.5. Preparacao das amostras e espectrometria de massa

Os spots que apresentaram diferenca significativa no %vol entre os tratamentos foram
selecionados e recortados do gel bidimensional, extraidos e purificados da matriz de
poliacrilamida de acordo com CHAVES et al., (2009). A digestdo das proteinas foi realizada
utilizando tripsina (Gold Mass Spectrometry Grade, Promega, Madison, WI) a 37 °C por 18-
20 h.

A tripsina cliva especificamente a porgdo C-terminal adjacente aos residuos de arginina
e lisina, gerando um conjunto de peptideos Unicos. Os peptideos tripticos (1 uL) foram
homogeneizados com solucdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico em acetonitrila
50 % e 0,1 % de &cido trifluoracético. A mistura foi aplicada em uma placa de amostras
MALDI e cristalizada a temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi empregado para o
Standard peptide calibration mix (Bruker Daltonics). Para a obtencéo do espectro de massa,
um MALDI-TOF-MS Ultraflex Spectrometer (Bruker Daltonics) foi operado com o refletor
para MALDI-TOF para PMF no modo automatico, usando o software FlexControl (Bruker

Daltonics).

3.6. Identificacdo das proteinas

Os espectros de PMF gerados foram confrontados com a base de dados do NCBInr
(National Center for Biotechnology Information - non-redundant)/Proteobacteria, usando o
software Mascot v. 2.4 (Matrix Science). Foram utilizadas massas monoisotdpicas,
considerando uma tolerancia de peptideo de 100 ou 150 ppm e falha em 1 clivagem.
Carbamidometilacdo de cisteina e oxidagdo de metionina foram consideradas como
modificacdo fixa e variavel, respectivamente. As identificacbes foram validadas somente
quando o valor do indice Mowse do Mascot foi estatisticamente significativo. Buscas na base
de dados Decoy foram feitas no modo automatico do Mascot, utilizando a base de dados
NCBInr/Proteobacteria. Tanto os dados do Decoy quanto a taxa de falsa descoberta (FDR
igual ou menor que 1 %) foram considerados para a validagdo dos dados de MS e

determinacéo da qualidade dos matches (p <0,05).
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3.7. Caracterizacdo das proteinas

Um conjunto de ferramentas de bioinforméatica foi utilizado para melhorar a
caracterizacdo das proteinas identificadas. As proteinas foram classificadas nas categorias do
COG (Clusters of Orthologous Groups) de acordo com sua inferéncia funcional, utilizando o
software eggNOG 3.0 (POWELL et al., 2012). A localizagdo celular das proteinas foi
determinada utilizando o software PSORTb 3.0.2 (YU et al., 2010).

3.8. Andlise transcricional dos genes gshB, gstA e ropB por RT-gPCR

3.8.1. Extracdo de RNA e sintese do cDNA

A bactéria foi pré-cultivada em 15 mL de caldo TY, sob agitacdo de 80 rpm a 28°C por
18-20 h. Este foi transferido para frascos com 100 mL de caldo TY, sob agitacdo de 150 rpm
a 28°C até alcancar D.O + 0,830. As células foram concentradas em centrifuga a 4500 g a 4°C
por 12 min, lavadas com solucao salina (0,85 % NaCl) e transferidas de maneira uniforme
para frascos do tipo Erlenmeyer, contendo 100 mL de caldo TY nas condicGes controle (TY
pH 6,8) e com pH acidificado (pH 30: TY pH 4,8) e (pH 60: TY pH 4,8), em triplicata, cujo
RNA total foi extraido dos cultivos ap6s 0, 30 e 60 min, respectivamente.

Os tempos de extracdo foram definidos de acordo com MUGLIA et al. (2007), em que a
expressao génica de gshB por R. tropici CIAT 899 aumentou significativamente ap6s 30 min
de exposicdo ao pH acido, além do contetddo celular de GSH alcancar a maior concentracao
apo6s 60 min de exposicdo ao pH acido.

Para a extracdo do RNA total, as células foram centrifugadas a 10000 g a 4°C por 10
min e, o precipitado ressuspendido em 1 mL de solucdo salina. A amostra foi submetida a
uma nova centrifugacdo a 14000 g a 4°C por 5 min e o precipitado foi ressuspendido em 280
pL de Solugdo de Lise (250 uL de Tris-EDTA 10:1 pH 8,0; 10 pL de lisozima 5 mg/mL e 20
uL de SDS 10 %) e incubado em banho maria a 37°C durante 5 min. Apos isso, foi adicionada
uma aliquota de 1 mL de reagente TRIzol® (Life Technologies), agitado vigorosamente com
as amostras, incubado & temperatura ambiente por 5 min, seguido de centrifugacdo a 14000 g
a 4°C por 10 min.

A fase superior da amostra (aproximadamente 800 pL) foi transferida para um novo
microtubo. Uma aliquota de 250 puL de cloroformio foi adicionada, e homogeneizada
vigorosamente por 15 s, sendo mantido a temperatura ambiente por 5 min para posterior

centrifugagéo a 14.000 g a 4°C por 15 min.
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A fase aquosa (aproximadamente 400 pL) foi transferida para um microtubo de 1,5 mL,
onde foi adicionado 500 pL de isopropanol para precipitagio do RNA. Os tubos foram
invertidos 20 vezes e incubados em gelo durante 10 min. O material foi centrifugado a 14000
g a 4°C durante 15 min, sendo o precipitado ressuspendido em 100 puL de agua deionizada
(Milli-Q) estéril, e adicionados 10 puL de acetato de sodio 3M e 250 pL de etanol 100 %
resfriado. Em seguida, os tubos foram invertidos 20 vezes e, mantidos no gelo por 20 min
para assegurar uma precipitacdo eficiente.

O material foi centrifugado a 14000 g a 4°C por 15 min, o sobrenadante foi descartado e
adicionado etanol 75 % resfriado e centrifugado nas mesmas condigdes. A secagem do
precipitado foi feita a temperatura ambiente por 20 min, seguido de resuspensdo em 35 uL de
agua Milli-Q esteril.

A concentracdo do RNA total foi avaliada no espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Inc.) e a integridade do material por eletroforese em gel de agarose
1 %.

Para a purificacdo do RNA, o tratamento com DNAse foi realizado utilizando 5 pg de
RNA de cada réplica bioldgica e o volume completado para 15,5 uL com agua Milli-Q estéril,
2,5 uL de DNAse (Invitrogen/Life Technologies, Grand Island, NY, USA) ¢ 2 uL de tampé&o
da enzima. Os tubos de reacdo foram incubados por 10 min a temperatura ambiente (+ 25°C) e
por 7 min a 65°C. A verificacdo da concentracédo e integridade foi realizada como descrito no
paragrafo anterior.

Para a sintese do cDNA, a solucéo 1, contendo: 1 pL de iniciadores randémicos de 6
nucleotideos; 1 uL de NTP e 8 ulL da amostra de RNA tratado com DNAse, foi incubada por
5 min a 65°C. Apo0s isso, procedeu-se incubacdo por 2 min no gelo e adicdo de 10 uL da
solugdo 2, contendo: 2 puL de RT buffer 10x; 4 pL de MgCl2 25 mM; 2 uL de DTT 0,1 M; 1
puL de RNAse OUT; 1 uL da enzima Transcriptase Reversa (Superscript III™, Invitrogen™)
por reacdo. Os microtubos foram incubados em termociclador, seguindo o seguinte ciclo: 25
°C por 10 min, 50 °C por 50 min, 85 °C por 5 min. Foi adicionado 1 uL. de RNAse H

(Invitrogen™) e novamente incubado, a 37 °C por 20 min.

3.8.2. Desenho dos iniciadores e avaliagdo por RT-gPCR

Para a analise de expressdo diferencial por RT-gPCR, foram selecionados genes
codificadores de proteinas diferencialmente expressas identificadas no proteoma de R. freirei:
gshB e gstA, por estarem relacionados a sintese e consumo de glutationa, um tiol intracelular

envolvido na capacidade de tolerancia ao pH acido de R. tropici CIAT 899 (RICILLO et al.,
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2000), estirpe que compartilha grandes semelhancas genotipicas e morfoldgicas com R. freirei
(ORMENO-ORRILLO et al., 2012; DALL'AGNOL et al., 2013); e ropB, que codifica uma
proteina localizada na membrana periplasmatica previamente relacionada a capacidade de
tolerancia ao pH acido em rizobios, porém com poucas informacdes na literatura (FOREMAN
et al., 2010). Os iniciadores foram desenhados utilizando a ferramenta Primer3plus
(UNTERGASSER et al., 2007) e sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Iniciadores utilizados para andlise transcricional por RT-qPCR dos genes gshB, gstA e ropB

Gene Iniciador Sequéncia Tamanho do amplicon

gshB gshBF 5 CAAGGTCTATGCCTCCGTCG 3 161 pb
gshBR 5' GCAGATGCGTCGAGGTGATA 3'

gstA gstAF 5 AGCCGCATCTGGTCTCATTC 3' 178 pb
gstAR 5 ATGAGCTTGCCGGTCTTCTC 3'

ropB ropBF 5 TTCTACATCGGTGGCGAAGG 3' 124 pb
ropBR 5'CACCGTATACGATCTGGCCC 3

16S rRNAF 5" ACACACGTGCTACAATGGTG 3

16SRNA  16S'RNAR 5 GCGATTACTAGCGATTCCAA 3' 129 pb

Fonte: o autor

Para evitar alinhamentos inespecificos, os iniciadores foram confrontados com o
genoma de R. freirei (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AQHN01000084.1). O gene
ribossomal 16S foi utilizado como normalizador da expresséo relativa dos genes alvo.

As reacdes do RT-gPCR foram realizadas no termociclador RTqPCR Termocycler 7500
(Applied Biosystems/Life Technologies), em triplicata técnica para cada uma das trés
repeticdes bioldgicas. As solugbes utilizadas foram provenientes do kit Platinum SYBRGreen
Master Mix (Applied Biosystems), e seguindo as instrucdes do fabricante, cada reacdo foi
montada com: 1 uL de cDNA (diluido 10x); 4,5 uL de &gua ultrapurificada; 6,25 uL de SYBR
green; 0,25 puL de ROX (diluido 10x); 0,25 uL (5 pmol) de cada iniciador correspondente aos
genes selecionados para o estudo. Os ciclos foram os seguintes: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10
min, 45 ciclos a 95 °C por 2 min, 60 °C por 30 s e 72 °C por 30 s. O software Rest2009 foi

utilizado para avaliar os resultados por meio de anélise estatistica (p < 0,05).
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4. Capitulo 1: Mecanismos moleculares envolvidos na capacidade de

tolerancia ao estresse acido de Rhizobium freirei

4.1. RESUMO

O pH € o principal determinante da diversidade microbiana do solo. Rhizobium freirei é
um notavel endossimbionte de feijdo e reconhecido por sua elevada capacidade de tolerancia a
estresses ambientais, como o pH acido. O objetivo deste trabalho foi analisar alteracdes na
expressdo génica, em nivel transcricional e traducional, de R. freirei cultivada em pH acido. A
bactéria foi cultivada em caldo TY até alcancar a fase exponencial em pH 6,8 e pH 4,8, e
submetida a extracdo de proteinas totais. As proteinas foram separadas por eletroforese
bidimensional e os perfis proteicos obtidos foram analisados em imagens de alta resolugéo.
Os spots diferencialmente expressos (p < 0,05) foram selecionados para analise em
espectrometria de massa e identificacdo in silico. A expressdo diferencial dos genes gshB,
gstA e ropB foi analisada apds 0, 30 e 60 min de exposi¢do de R. freirei ao pH &cido. De
acordo com os resultados, o principal mecanismo de tolerancia de R. freirei ao pH acido
parece estar associado a alteracdo de vias metabdlicas centrais, devido ao aumento na
expressdo de proteinas envolvidas com vias oxidativas (ZwF, KDPG e PckA), relacionadas ao
Ciclo do Acido Tricarboxilico. A maior expressdo destas enzimas sugere um aumento no
consumo de carboidratos e consequente formacdo de NADH, que pode ser corroborado pelo
aumento na expressdo da subunidade NuoC do Complexo 1 da cadeia respirat6ria, que
cataliza a conversaio de NADH em NAD® acoplada ao transporte de prétons para o
periplasma, reduzindo a acidificacdo citosdlica. O Complexo 1 é considerado o principal
formador de radical superdxido, além disso a maior expressdo das enzimas antioxidativas
AhpC e GstA em nivel traducional, bem como a maior expressdo de gstA em nivel
transcricional, sugere fortemente que o pH &cido induz ao estresse oxidativo em R. freirei. Por
outro lado, a menor expressdo da proteina AccC pode estar relacionada a um direcionamento
do metabolismo central ao consumo de acidos em detrimento a biossintese de acidos graxos,
processo em que AccC ¢ fundamental. A menor expressdo da subunidade B do Complexo
ATPase (AtpD) pode estar direcionada a reducéo na acidificacdo do pH interno, por meio da
diminuicdo na entrada de protons. Tal abrangéncia de vias metabolicas envolvidas sugere que
a resposta adaptativa ao pH acido possui carater multigénico, cuja predominancia de proteinas

citoplasmaticas reforga a importancia do metabolismo central para sua capacidade de tolerar
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pH acidificado. Ao contrério de trabalhos que enfocam genes ou mecanismos especificos de
tolerancia, nossos resultados mostraram, pela primeira vez, que o metabolismo central parece
ser o principal mecanismo de tolerancia ao pH acido em R. freirei e que ha fortes indicios da
correlacdo entre estresse acido e oxidativo.

Palavras-chave: fixagdo biologica de nitrogénio, metabolismo, estresse abiotico.

4.2. Introducéo

A comunidade microbiana do solo é composta por varios grupos, cuja diversidade é
determinada por fatores bidticos e abidticos, aos quais sdo constantemente expostos
(BUCKLEY & SCHMIDT, 2002). Estudos recentes tém mostrado que o contedo nutritivo
liberado pela planta é capaz de dirigir a diversidade microbiana da rizosfera, promovendo
uma selecdo tanto em nivel taxonémico quanto funcional (MENDES et al., 2013; 2014). A
temperatura € outro fator determinante para a diversidade microbiana do solo, cujo
aquecimento, mesmo de curta duragdo, promove beneficios a grupos termotolerantes, que
podem aumentar significativamente sua abundancia relativa (VAN DER VOORT et al.,
2016). No entanto, isso difere entre fungos e bactérias, cujo fator mais expressivo na
composi¢cdo da comunidade fangica do solo € o conteddo de nutrientes, enquanto para a
comunidade bacteriana o pH do solo € o maior determinante (LAUBER et al., 2008).

A influéncia do pH tem sido relatada como o principal fator que determina a diversidade
microbiana no solo (FIERER & JACKSON, 2006; LAUBER et al., 2008; NICOL et al.,
2008). Apesar disso, ha poucos trabalhos sobre o assunto, sendo a maior parte das pesquisas
relacionadas a modelos clinicos ou industriais, como Lactobacillus spp., Streptococcus
mutans (LUND et al., 2014), Helicobacter pylori, Salmonella spp., E. coli (FOSTER, 2004) e
Bifidobacterium spp. (WADDINGTON et al., 2010).

Dentre os microrganismos do solo had uma grande diversidade metabdlica até mesmo
entre espécies do mesmo género, acompanhada por diferentes capacidades de tolerancia ao
pH acidificado, como mostrado em uma comparacdo entre 12 espécies de Rhizobium
(DALL'AGNOL et al., 2014). O pH acidificado pode prejudicar o estabelecimento da
simbiose, a taxa de nodulacdo e a FBN em determinados casos; além disso, relativamente
poucos rizobios sdo capazes de crescer em pHs inferiores a 5,0 e dentre 0s quais esta a espécie
Rhizobium freirei (HUNGRIA &VARGAS, 2000; HELLWEG et al., 2009).

Esta espécie se destaca por ser uma efetiva fixadora de N2 em associa¢do simbiotica
com o feijoeiro, geneticamente estavel, adaptada a estresses ambientais, competitiva contra

rizobios indigenas, além de promover diversos beneficios a planta hospedeira, caracteristicas
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apreciaveis que levaram a utilizacdo de R. freirei em inoculantes agricolas (HUNGRIA et al.,
2000; 2003; MOSTASSO et al., 2002).

O sequenciamento completo do genoma de R. freirei (ORMENO-ORRILLO et al.,
2012) permitiu a identificacdo de diversos genes potencialmente envolvidos com sua
habilidade simbidtica e saprofitica, além da versatilidade metabdlica e sistemas de resposta a
diversos tipos de estresse, posteriormente corroboradas por andlises morfofisioldgicas
(DALL'AGNOL et al., 2013) e estudos utilizando uma abordagem protedmica (GOMES et
al., 2012a; 2012b).

Atualmente, estudos tém empregado a analise protedmica diferencial para identificar
proteinas responsivas a diferentes estados fisiologicos da célula em resposta a estimulos
ambientais (GOMES et al., 2012b; BATISTA & HUNGRIA, 2012; RAO et al., 2014), devido
a abrangéncia da andlise, pois permite analisar um grande numero de proteinas
simultaneamente, além de permitir a avaliacdo de expressdo diferencial de proteinas entre
condigdes distintas (SANTUCCI et al., 2015).

Considerando que a espécie R. freirei € considerada um modelo de estudo devido a sua
notavel tolerancia a estresses ambientais (HUNGRIA et al., 2000) e sua tolerancia ao estresse
térmico ter sido avaliada em nivel traducional (GOMES et al., 2012b), o estudo da resposta
adaptativa de R. frerei ao pH acidificado, por meio de anélise protedbmica diferencial, deve
contribuir para uma melhor elucidacdo dos mecanismos moleculares potencialmente
envolvidos em estratégias de bactérias ambientais ao estresse causado pelo pH acidificado.
Deste modo, o objetivo deste trabalho foi analisar alteracBes na expressdo génica, em nivel

traducional e transcricional, de R. freirei durante o crescimento em condicdo de pH &cido.

4.3. Material e métodos

4.3.1. Condigdes de crescimento bacteriano

A estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080, =CNPSO 122) de R. freirei, isolada de nodulos de
feijoeiro no Brasil, estd depositada na “Colecdo de microrganismos multifuncionais da
Embrapa Soja: bactérias diazotroficas e promotoras do crescimento de plantas”. O pré-cultivo
foi realizado em 10 mL de Meio Triptona-Extrato de levedura (TY) contendo: 5 g/L de
Triptona; 3 g/L de Extrato de levedura e 1,3 g/L de CaCl,, sob agitacdo de 80 rpm a 28°C por
18-20 h. O pré-cultivo foi transferido para frascos do tipo Erlenmeyer contendo 200 mL de

TY em duas condigdes de tratamento: controle (pH 6,8) e com pH acidificado (pH 4,8). As
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celulas foram incubadas sob agitagdo de 80 rpm a 28°C até alcancar a fase exponencial de
crescimento (D.O.e00 0,6).

4.3.2. Extracao de proteinas totais

Os cultivos foram centrifugados a 5000 g a 4°C, e as células foram lavadas em solugédo
contendo: 3 mM de KCI; 1,5 mM de KH,POs; 68 mM de NaCl; 9 mM de NaH,PO.. As
células lavadas, foram adicionados 600 pL de tampéo de ressuspensdo (10 mM de Tris-HCI
pH 8,0; 1,5 mM de MgCl,; 10 mM de KCI; 0,5 mM de DTT; 0,5 mM de fenil-metil-sulfonil
fluorado - PMSF). Aliquotas de 150 uL foram transferidas para microtubos e armazenadas em
ultrafreezer (-80 °C), até a realizacdo das analises.

As aliquotas foram ressuspendidas em tampéao de lise (9,5 M de Uréia; 2 % de CHAPS;
0,8 % v/v de Farmalito 4-7; 1 % de DTT) e submetidas a 40 ciclos de congelamento em N
liquido e descongelamento, conforme descrito por BATISTA et al. (2010). O sobrenadante foi
separado do material particulado por meio de centrifugacdo a 14000 g a 4 °C durante 90 min.

Aliguotas de 500 pL do sobrenadante foram homogeneizadas com uma solugédo
contendo 0,8 mL de fenol tamponado pH 8,0 e 0,8 mL de tampéo SDS (0,1 M de Tris-HCI pH
8,0; 2 % de SDS; 5 % de p-mercaptoetanol; 30 % de sacarose; 1 mM de PMSF). As amostras
foram homogeneizadas por 5 min e centrifugadas a 16000 g a 4°C durante 15 min e, a camada
superior de fenol (cerca de 500 uL) foi transferida para um novo tubo. O extrato foi
precipitado a -20°C durante 1 h, na proporcdo de 1:3 de proteina e acetato de aménia 0,1 M,
em metanol absoluto previamente resfriado, e centrifugado a 16000 g a 4°C durante 15 min. O
precipitado foi lavado 1 vez com metanol resfriado e uma segunda com acetona (80 % v/v)
resfriada, seguida por secagem. O precipitado foi ressuspendido com o tampdo de lise e a
concentracdo foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

4.3.3. Separacdo de proteinas totais e analise dos perfis proteicos

Para a Fl, os sobrenadantes foram ajustados para uma concentragdo final de 300 pg de
proteina e 2 % de IPGphor v/v em 250 uL de Tampdo DeStreak (GE Healthcare). As fitas de
pH fixado (IPG-strips — GE Healthcare) de pl 4-7 - 13 cm, foram reidratadas com a solucéo
de proteinas e cobertas com Cover fluid (GE Healthcare). As fitas foram submetidas a FI
(Ettan IPGphor IEF system, GE Healthcare) iniciando com 200 V por 1 h; depois 500 V por
1 h; seguida por uma etapa de gradiente até 1000 V, por 1 h; um segundo gradiente até 8000
V, por 2,5 h; e fixado em 8000 V durante 1,5 h. A Vh final foi fixada em 24800.
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Apos a focalizagdo, as fitas foram equilibradas durante 20 min em 5 mL de TE (50 mM
de Tris-HCI pH 8,8; 6 M de uréia; 30 % v/v de glicerol; 2 % de SDS; 0,2 % v/v de solucéo 1
% de azul de bromofenol) com adi¢cdo de 50 mg de DTT e, posteriormente, em TE com 175
mg de iodoacetamina por 20 min.

A 2DE foi realizada em gel de poliacrilamida 12 % (18 x 16 cm) em um sistema de
eletroforese Ruby SE 600 vertical electrophoresis system (GE Healthcare). A corrida
consistiu em 30 min a 15 mA/gel e 240 min a 30 mA/gel, usando o marcador de peso
molecular Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis (Amersham
Biosciences). Os procedimentos de extragdo e eletroforese em gel foram realizados em
triplicata.

Os géis foram fixados com solucdo de etanol e acido acético, antes de serem corados
com Comassie Blue PhastGel™R-350 (GE Healthcare) e escaneados utilizando o software

ImageScanner LabScan v.5.0.

4.3.4. Andlise das imagens do gel e selecdo dos spots

Os spots foram rigorosamente identificados nas imagens do gel, digitalizadas em alta
resolucdo, e analisadas pelo software Image Master 2D Platinum v. 7.0.6 DIGE (GE
Healthcare). Foram determinados os %vol de cada spot, os quais foram utilizados na
comparacdo entre os tratamentos controle e com pH acido. Somente os spots detectados nas
trés repeticbes de cada tratamento foram considerados no presente estudo e, avaliados
estatisticamente (p < 0,05) através do teste T de Student, utilizando XLSTAT (Addinsoft,

France, add-in to Microsoft Excel).

4.3.5. Preparacéo das amostras e espectrometria de massa

Os spots que apresentaram diferenca significativa no %vol entre os tratamentos foram
selecionados e recortados do gel bidimensional, extraidos da matriz de poliacrilamida e
processados de acordo com CHAVES et al., (2009). A digestdo das proteinas foi realizada
utilizando tripsina (Gold Mass Spectrometry Grade, Promega, Madison, WI) a 37 °C por 18-
20 h.

Os peptideos tripticos (1 pL) foram homogeneizados com solucdo saturada de acido o-
ciano-4-hidroxi-cindmico em acetonitrila 50 % e 0,1 % de acido trifluoracético. A mistura foi
aplicada em uma placa de amostras MALDI (Matriz assistida por dessorcdo e ionizacdo a
laser) e cristalizada a temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi empregado utilizando

a solucdo de calibracdo padrdo de peptideos (Bruker Daltonics). Para a obtengdo do espectro
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de massa, um MALDI-TOF-MS (MALDI-time-of-flight in tandem) Ultraflex Spectrometer
(Bruker Daltonics) foi operado com o refletor MALDI-TOF no modo automatico para PMF

(Peptide Mass Fingerprint), utilizando o software FlexControl.

4.3.6. ldentificacdo das proteinas

Os espectros de PMF e MS/MS gerados foram confrontados com a base de dados do
NCBInr (National Center for Biotechnology Information - non-redundant)/Proteobacteria,
usando o software Mascot v. 2.4 (Matrix Science). Foram utilizadas massas monoisotépicas,
considerando uma tolerancia de peptideo de 100 ou 150 ppm e falha em 1 clivagem.
Carbamidometilacdo de cisteina e oxidacdo de metionina foram consideradas como
modificacdo fixa e variavel, respectivamente. As identificacbes foram validadas somente
guando o valor do indice Mowse do Mascot foi estatisticamente significativo. Buscas na base
de dados Decoy foram feitas no modo automatico do Mascot, utilizando a base de dados
NCBInr/Proteobacteria. Tanto os dados do Decoy quanto da taxa de falsa descoberta (FDR
igual ou menor que 1 %) foram considerados para a validagdo dos dados de MS e

determinacdo da qualidade dos matches (p <0,05).

4.3.7. Caracterizacao das proteinas
Um conjunto de ferramentas de bioinformatica foi utilizado para melhorar a
caracterizacdo das proteinas identificadas. As proteinas foram classificadas nas categorias do
COG (Clusters of Orthologous Groups) (GALPERIN et al.,, 2015) de acordo com sua
inferéncia funcional, utilizando o software eggNOG versdao 3.0 (POWELL et al., 2012). A
localizacdo celular das proteinas foi determinada utilizando o software PSORTDb 3.0 (YU et
al., 2010).

4.3.8. Andlise transcricional dos genes gshB, gstA e ropB por RT-gPCR

4.3.8.1. Extracdo de RNA e sintese do cDNA
A bactéria foi pré-cultivada em 15 mL de caldo TY, sob agitagcdo de 80 rpm a 28°C por
18-20 h. O cultivo foi transferido para frascos com 100 mL de caldo TY, sob agitacdo de 150
rpm a 28°C até alcancar D.O + 0,830. As células foram concentradas em centrifuga a 4500 g a
4 °C por 12 min, lavadas com solucdo salina (0,85 % NaCl) e transferidos de maneira
uniforme para frascos do tipo Erlenmeyer, contendo 100 mL de caldo TY nas condic¢des
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controle (C: TY pH 6,8) e com pH acidificado (pH30: TY pH 4,8) e (pH60: TY pH 4,8), em
triplicata, cujo RNA total foi extraido dos cultivos ap6s 0, 30 e 60 min, respectivamente.

Os tempos de extracdo foram definidos de acordo com MUGLIA et al., (2007), em que
a expressao génica de gshB por R. tropici CIAT 899 aumentou significativamente apds 30
min de exposicdo ao pH 4&cido, além do contelddo celular de GSH alcancar a maior
concentracdo apos 60 min de exposicao ao pH &cido.

Para a extracdo do RNA total, foi utilizado o reagente Trizol (Life Technologies), de
acordo com GOMES et al. (2014). A concentracdo das amostras de RNAtotal obtidas foi
avaliada em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) e a
integridade do material por eletroforese em gel de agarose 1 %.

Para a purificacdo do RNA, 3,5 ug de RNA de cada réplica bioldgica foi tratada com
DNAse (Invitrogen/Life Technologies, Grand Island, NY, USA), segundo recomendacfes do
fabricante. A verificacdo da concentracdo e integridade foi realizada como descrito no
parégrafo anterior.

Para a sintese da primeira fita de cDNA foram utilizadas as amostras de RNA
purificado, além de iniciadores randémicos de 6 nucleotideos e a enzima Transcriptase

Reversa (Superscript III'™, Invitrogen™), seguindo as instrucdes do fabricante.

4.3.8.2. Desenho dos iniciadores e avaliacdo por RT-gPCR

Para a andlise de expressdo diferencial por RT-gPCR, foram selecionados genes
codificadores de proteinas diferencialmente expressas identificadas no proteoma de R. freirei:
gshB e gstA, por estarem relacionados a sintese e consumo de glutationa, um tiol intracelular
envolvido na capacidade de tolerancia ao pH &cido de R. tropici CIAT 899 (RICILLO et al.,
2000), estirpe que compartilha grandes semelhancas genotipicas e morfoldgicas com R. freirei
(ORMENO-ORRILLO et al., 2012; DALL'AGNOL et al., 2013); e ropB, que codifica uma
proteina localizada na membrana periplasmatica previamente relacionada a capacidade de
tolerancia ao pH acido em rizobios, porém com poucas informacdes na literatura (FOREMAN
et al., 2010).

Os pares de iniciadores gshBF (5° - CAAGGTCTATGCCTCCGTCG)/gshBR (5°-
GCAGATGCGTCGAGGTGATA), gstAF (5’ - AGCCGCATCTGGTCTCATTC)/gstAR (5’
- ATGAGCTTGCCGGTCTTCTC), ropBF (5 - TTCTACATCGGTGGCGAAGG)/ropBR
(5 - CACCGTATACGATCTGGCCC) e 16S rRNAF (5™
ACACACGTGCTACAATGGTG)/16S rRNAR (5'- GCGATTACTAGCGATTCCAA),
foram desenhados utilizando a ferramenta Primer3plus (UNTERGASSER et al., 2007). Para
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evitar alinhamentos inespecificos, os iniciadores foram confrontados com o genoma de R.
freirei (http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NZ_AQHNO01000084.1). O gene ribossomal
16S foi utilizado como normalizador da expressao relativa dos genes alvo.

As reacdes do RT-qPCR foram realizadas em um RTgPCR Termocycler 7500 (Applied
Biosystems/Life Technologies), em triplicata para cada uma das trés réplicas bioldgicas,
utilizando o kit Platinum SYBRGreen Master Mix (Applied Biosystems), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os ciclos foram os seguintes: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min, 45
ciclos a 95 °C por 2 min, 60 °C por 30 s e 72 °C por 30 s. O software Rest2009 (PFAFFL et
al., 2002) foi utilizado para avaliar os resultados por meio de anélise estatistica (p < 0,05). A
normalizacdo do limiar de amplificacdo (Ct) foi realizada com base nos dados do gene

ribossomal 16S.

4.4. Resultados e discussao

4.4.1. Crescimento de R. freirei em condicao de estresse &cido.

A diversidade de espécies e estirpes de rizobios simbiontes do feijoeiro e a taxa de
nodulacdo variam significativamente de acordo com o pH do solo (ANYANGO et al., 1995;
VERASTEGUI-VALDES, 2014), visto que existe uma grande variagcdo na tolerancia a
estresses abiodticos entre esses microssimbiontes. A espécie R. freirei é notdria por sua
habilidade de crescimento e nodulacdo mesmo em condi¢fes hostis, como elevadas
temperaturas, baixo pH e elevada concentracdo de metais pesados (MOSTASSO et al., 2002;
DALL'AGNOL et al., 2013, 2014). De fato, sua habilidade simbiética deve-se, em parte, a tal
capacidade de tolerancia a estresses abidticos, resultando na recomendacdo da estirpe para
inoculacéo da cultura do feijoeiro no Brasil (HUNGRIA et al., 2003).

A estirpe R. freirei PRF 81 cresce até mesmo em pH 4,0 (DALL'AGNOL et al., 2013),
porém foi cultivada neste trabalho em pH 4,8 por ser uma condicdo que ndo altera
significativamente a cinética de crescimento da estirpe (dados ndo apresentados).

Um estudo realizado com a estirpe R. tropici CIAT 899, que compartilha semelhangas
genéticas (ORMENO-ORRILLO et al., 2012) e morfologicas (DALL’AGNOL et al., 2013)
com a R. freirei, reforga a nossa opcéo pelo pH 4,8, pois mostra que o tempo de crescimento
necessario para formar col6nias visiveis em pH 7,0, 4,75 e 4,0 foi de 2, 3 e 6 dias,
respectivamente (GRAHAM et al., 1994; DALL’AGNOL et al., 2013), portanto pHs
inferiores a 4,8 provavelmente afetariam significativamente a cinética de crescimento de R.

freirei.
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Em estudos protedmicos, é imprescindivel que apenas um fator seja alterado entre
diferentes testes, permitindo atribuir a alteracdo da expressdo de proteinas pela célula a

condicdo testada.

4.4.2. O efeito do pH nos perfis bidimensionais de proteinas totais de R. freirei

Os extratos proteicos foram submetidos a IF, a principio utilizando fita de pH 3-10. No
entanto, os spots ficaram mais concentrados na faixa de pH 5-7 e com baixa resolucdo na
porcdo de pH basico (dados ndo apresentados), provavelmente devido a separacéo
insatisfatoria de proteinas alcalinas (PENNINGTON et al., 2004). O mesmo j& havia sido
observado por outros autores (BATISTA et al.,, 2010; BATISTA & HUNGRIA, 2012;
GOMES et al., 2012b; 2014). Portanto, para uma melhor resolucdo dos géis, foi utilizada a
faixa de pH 4-7, que proporcionou uma eficiente separacdo dos spots (Anexo 1).

A maior parte dos spots possui massa molecular variando entre 17-95 kDa (Anexo 1),
semelhante ao perfil da mesma estirpe sob estresse térmico (GOMES et al., 2012b) que variou
de 14-97 kDa. O mesmo foi observado por outros autores, em estudos de protedmica de
rizébios (BATISTA et al., 2010; BATISTA & HUNGRIA, 2012; GOMES et al., 2014).

O método de extracdo de proteinas de BATISTA et al. (2010) mostrou-se apropriado ao
estudo de proteinas cito e periplasmaticas, com a obtencdo de perfis proteicos com spots bem
separados e definidos (Anexo 1), além de ndo haver estrias (streaking) e manchas nos géis,
indicando que a degradacdo de proteinas foi insignificante e que a remocdo de compostos
contaminantes foi suficiente.

Assim como a alta resolucdo dos géis, a reprodutibilidade dos resultados € um requisito
essencial para analises protedmicas, portanto a perda de proteinas por degradacdo pode
comprometer os resultados (RODRIGUES et al., 2012). A semelhanca entre réplicas dos géis
do tratamento com pH acido indica a alta reprodutibilidade dos perfis (Anexo 1).

Os spots dos tratamentos foram identificados em triplicata. O volume absoluto de cada
spot foi normalizado como um percentual do somatorio de todos os spots detectados em cada
gel e, este volume percentual foi utilizado para comparacdo dos spots correspondentes entre
os tratamentos com pH 6,8 e 4,8. Somente 0s spots presentes nas trés réplicas de cada
tratamento e que apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05), foram selecionados para
analise. Os géis mais representativos de cada tratamento foram escolhidos como gel padréo
para analise utilizando o software ImageMaster Platinum, e encontram-se representados na

Figura 3.
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Aproximadamente seiscentos spots foram detectados em cada gel analisado de ambos o0s
tratamentos (Figura 2). Segundo os rigorosos critérios de avaliagdo quanto a diferenga
significativa no percentual de volume relativo e representacdo em todas as repeticdes, trinta e
nove spots foram selecionados para identificacdo por espectrometria de massa, 0s quais estdo

numerados na Figura 3.

4.4.3. Panorama da resposta adaptativa de R. freirei frente ao pH acidificado

As proteinas diferencialmente expressas foram classificadas de acordo com 0s grupos
funcionais do COG (Cluster of Orthologous Group) (GALPERIN et al., 2014) e encontram-se
apresentadas na Tabela 2. As proteinas foram distribuidas em 12 grupos funcionais, sendo que
o grupo E (“Transporte e metabolismo de aminoacidos”) foi o mais representativo. Além
disso, duas proteinas foram classificadas no grupo R (“Predi¢do geral de fun¢do”), duas no
grupo S (“Fun¢do desconhecida™) e uma sem classificacdo no COG.

O software PsortB ndo foi capaz de predizer a localizacdo celular das proteinas
correspondentes aos spots 8, 11 e 33 (Tabela 2). Com excecdo das proteinas correspondentes
aos spots 24 e 38, proteinas de membrana externa e periplasma, respectivamente, as demais

proteinas foram identificadas como proteinas citoplasmaticas.
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Figura 2: Perfis de géis bidimensionais com faixa de pH 4-7 de proteinas totais de Rhizobium freirei em crescimento em pH 6,8 (A) e pH 4,8 (B). NUmeros indicados nos géis
correspondem aos spots descritos na Tabela 2.



Tabela 2: Proteinas diferencialmente expressas por R. freirei identificadas por espectrometria de massa e informac@es complementares.
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Classificacdo funcional do COG

Spot Caracterizagdo da proteina (cobertura de sequéncia?) - Gene d?e%%s(fii?z Controle® pH &cido® pl T/E4.  Massa T/E*.  p-value Locus
C - Producdo e conversdo de energia
1 Putative aldehyde dehydrogenase (28 %) - ssdH 11.58 0.77539+0.075 1.22461+0.112 5.47/5.79 54474/53500 0,004 ENN87781
2 ATP synthase subunit beta (51 %) - atpD 1 1.29 1.12627 £ 0.073 0.87374+0.128 4.93/4.88 50442/51333 0,041 ENN89575
3 Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase (19 %) - mmsA 1 1.76 1.27442 £ 0.148 0.72558 + 0.085 5.86/6.25 53819/54167 0,005 ENN88882
4 Phosphoenolpyruvate carboxykinase (33 %) - pckA 1 1.60 0.77009 £ 0.047 1.22991 + 0.207 5.12/5.21 58789/56333 0,020 ENNB84348
5 NADH dehydrogenase subunit C (36 %) - nuoC 11.51 0.79663 + 0.154 1.20337 £ 0.164 4.84/4.74 23021/27333 0,035 ENN85931
6 Ferredoxin oxidoreductase (29 %) 1 1.68 1.25314 £ 0.035 0.74686 £ 0.122 5.67/6.01 40474/43167 0,002 WP_004109967
E - Transporte e metabolismo de aminoécidos
7 Serine hydroxymethyltransferase (46 %) - glyAl 11.34 1.14436 £ 0.074 0.85564 +0.080 6.39/6.79 46753/44333 0,010 WP_037153464
8 Spermidine/putrescine ABC transporter (27 %) 1 1.32 1.13657 £ 0.105 0.86342 +0.013 5.61/5.25 43004/40000 0,011 WP_037154141
9 Aspartate-semialdehyde dehydrogenase (40 %) - asd 11.26 0.88641 +0.102 1.11360+0.041 5.49/5.78 37818/41333 0,023 ENN84282
10 Histidinol-phosphate aminotransferase (46 %) - hisC 1 3.56 156135+ 0.221 0.43865+0.016 5.87/5.84 39838/39333 0,001 WP_037148873
11 Amino acid ABC transporter substrate-binding protein (24 %) 1 1.61 0.76501 +0.175 1.23499 £ 0.077 6.01/5.72 37971/37167 0,013 WP_004124903
12 Branched-chain amino acid aminotransferase (41 %) 11.28 0.87784 £0.050 1.12217£0.095 6.03/6.39 39959/40000 0,017 ENN87364
13 Dihydropyrimidine dehydrogenase (18 %) 11.23 1.10426 £ 0.117 0.89574+0.112 5.17/5.25 48408/50667 0,089 WP_037148631
G - Transporte e metabolismo de carboidratos
14 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (17 %) - zwf 11.28 0.87594 + 0.048 1.12406 +0.096 5.12/5.22 56131/52667 0,016 ENN86157
15 KHG-KDPG bifunctional aldolase (68 %) - kdgA 11.84 0.70449 £ 0.210 1.29551 +0.230 5.27/5.48 21653/25667 0,030 ENN87464
16 Fructose-bisphosphate aldolase Classe | (28 %) 1 1.30 1.13196 £ 0.067 0.86804 +0.078 6.26/6.83 32244/33333 0,011 WP_004111239
| - Transporte e metabolismo de lipidios
17 Acetyl-CoA carboxylase (56 %) 1 1.88 1.30584 £ 0.051 0.69416 +0.122 5.78/6.23 49424/49833 0,001 WP_037153663
H - Transporte e metabolismo de coenzimas
18 Hypothetical protein RHSP_82341 (22 %) 1 1.31 1.13414 £ 0.043 0.86586 +0.036 5.58/5.91 51028/49833 0,001 ENN84342
19 Delta-aminolevulinic acid dehydratase (26 %) - hemA 1 1.21 1.09488 £ 0.029 0.90512 £ 0.039 5.29/5.44 36761/39333 0,002 WP_037153452
20 Glutathione synthetase (31 %) - gshB 1 1.35 1.14761 £ 0.058 0.85239+0.061 5.70/6.01 35381/38500 0,004 ENN89444
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Spot Caracterizacdo da proteina (cobertura de sequéncia?) dlz};(eere%s;i?z Controle® pH écido® pl T/E4.  Massa T/E4.  Gene Locus
21 Nitrilotriacetate monooxygenase component A (20 %) - ntaA 11.92 1.31606 £ 0.273 0.68394 +0.101 5.86/6.33 49414/50167 0,020 WP_037151540
P - Transporte e metabolismo de ions inorganicos
22 (2Fe-2S)-Binding protein (30 %) | 1.54 1.21173 +0.118 0.78827 £0.087 5.53/5.82 47921/50667 0,008 WP_037149655
M - Biogénese de envelope, membrana e parede celular
23 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (60 %) - exoN 1 1.23 1.10184 £ 0.077 0.89816 +0.086 5.87/6.27 32723/31167 0,038 ENN87393
24 Outer membrane protein Omp 31 (23 %) - ropB 1 1.46 0.81340+0.038 1.18661 +0.049 5.68/5.16 22343/22000 0,000 ENN85833
25 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (22 %) 1 1.22 1.09852 £ 0.051 0.90148 +0.102 5.67/6.20 33389/33667 0,041 WP_004124627
K — Transcrigdo
26 Transcriptional regulator (37 %) 11.48 0.80793+0.039 1.19207 +£0.011 4.83/4.92 26809/30000 0,000 WP_037151600
J - Traducéo, estrutura ribossomal e biogénese
27 Elongation factor P (24 %) - efp 11.55 0.78581 +0.108 1.21419+0.045 5.26/5.68 21096/27167 0,003 ENN84149
28 50S ribosomal protein L9 (36 %) - rpll 11.38 0.83891+0.066 1.16109+0.134 4.99/5.18 20881/23000 0,020 ENN85796
29 Peptide chain release factor 2 (14 %) 1 1.55 1.21705+0.125 0.78295+0.076 4.77/5.07 38256/50667 0,007 WP_036238453
30 Glutathione S-transferase (25 %) - gstA 11.65 0.75530 £ 0.078 1.24470+0.170 5.55/5.77 26205/26667 0,011 ENN88947
31 ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit (25 %) - clpP 1 1.15 1.06938 £ 0.040 0.93062 + 0.073 5.57/5.89 22662/23000 0,045 AHK44001
T - Mecanismos de transducéo de sinal
32 Hypothetical protein RHSP_68990 (58 %) | 1.34 1.14602 £ 0.032 0.85397 +0.015 5.66/5.93 24670/28667 0,000 ENNB84667
33 Universal stress protein (UspA family) (16 %) 1 1.68 1.25296 £ 0.241 0.74704 £ 0.052 4.88/5.00 29654/36000 0,024 WP_037154385
V - Mecanismos de defesa
34 Alkyl hydroperoxide reductase subunit (28 %) - ahpC 12.17 0.63131+0.074 1.36869 £ 0.144 5.60/5.84 24034/28167 0,001 ENN85212
R - Predicdo geral de funcéo
35 Zinc-dependent protease (19 %) - tldD 1 1.49 119710+ 0.029 0.80290 +0.166 5.50/5.54 49955/48500 0,016 ENN89061
36 Cobalamin biosynthesis protein (21 %) - cobW 1 1.56 1.21741£0.074 0.78259 £ 0.056 5.41/5.61 41599/51667 0,001 WP_037151703
S - Funcdo desconhecida
37 Hypothetical protein RHSP_28418 (DUF533 family) (46 %) 1226 1.38591 + 0.136  0.61409 £ 0.050 4.93/4.90 25137/28333 0,001 ENN87463
38  Outer membrane protein (Uncharacterized YggE protein) (36 %) 1 1.34 1.14387 £ 0.149 0.85613 £ 0.058 5.83/5.52 25854/28833 0,036 ENN87849
Sem grupo
39 Cyclase (21 %) 1 1.82 1.28959 + 0.163 0.71041 +0.060 5.75/5.82 37986/16000 0,004 WP_025514000




Fonte: o autor
1Percentual de cobertura da sequéncia completa de cada proteina identificada na plataforma Mascot (Matrix Science).

2 Taxa de expressdo diferencial em pH acido (maior %vol médio/menor %vol médio)
8 Média dos volumes absolutos do spot no gel e seu respectivo desvio padréo.
4 Ponto isoelétrico ou Massa molecular Tedrica e Experimental.
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4.4.4. Inducdo da sintese proteica

A proteina ribossomal L9 (Rpll, spot 28) e o Fator de elongacdo P (EF-P, spot 27) sdo
proteinas associadas a ribossomos, cujas fungdes estdo relacionadas ao processo de traducéo,
sendo a Rpll envolvida na manutencéo da fidelidade traducional, e 0 EF-P responsavel pela
liberagéo de ribossomos emperrados (KEILER; NAGANATHAN et al., 2015).

A importancia destas proteinas foi recentemente reforgcada por NAGANATHAN et al.
(2015), cujos resultados indicam que E. coli deficiente na producdo destas proteinas
apresentou fendtipo quase inviavel. Uma consequéncia da exposicao a estresses ambientais €
0 aumento de erros nos processos de transcricdo e traducdo, levando a acumulagdo de
proteinas anormais (LEMOS & BURNE, 2008). Sendo assim, a maior expressdo das
proteinas Rpll e EF-P pode estar relacionada a uma resposta adaptativa de R. freirei para
garantir a fidelidade do processo traducional, bem como reduzir o nimero de ribossomos
emperrados sob condicao de estresse &cido (KEILER; NAGANATHAN et al., 2015).

4.4.5. Envolvimento da glutationa na resposta ao pH acido

A glutationa (GSH) (Figura 3) € um tiol intracelular abundante em todas as células
vivas, e estd envolvida em muitos processos bioldgicos, como sintese de DNA e proteinas,
modulacdo de atividade enzimdtica, metabolismo celular, destoxificacdo de compostos
toxicos, entre outros. A sintese de GSH consiste em duas etapas: na primeira a enzima Y-
glutamilcisteina sintase (GshA, codificada pelo gene gshA) (Figura 3) forma v-
glutamilcisteina (y-GC) e, na segunda, y-GC é convertida em GSH com a adigdo de uma
glicina (Gly) pela glutationa sintase (GshB spot 20) (Figura 3), (SOBREVALS et al., 2006).

H,0,+2NADH - 2H,0+2 NAD"

%
GshA GshB
—
= @R ETCED

GR

D

SHMT
— @ 2 GSH+2NADP- & GSSG+2 NADPH

Figura 3: Representacdo esquematica da biossintese de Glutationa (GSH) e destoxificagdo de H202. Os nomes em negrito

representam enzimas, os demais sdo metaholitos e cofatores. As enzimas y-Glutamilcisteina sintase (GshA), Glutationa
Sintase (GshB) e Serina Hidroximetiltransferase (SHMT) atuam na biossintese de GSH, enquanto Glutationa S Transferase
(GstA) e Glutationa Redutase (GR) estdo envolvidas com a destoxificagdo de H20: e reciclagem do complexo GSSG

formado, respectivamente. As enzimas GshB, SHMT e GstA foram identificadas no proteoma de R. freirei, cujo destaque em
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vermelho indica menor expressédo em pH acidificado e azul indica maior expressdo na mesma condi¢do. Gly corresponde ao
aminoacido glicina e GSSG ao complexo formado pela conjugacéo de 2 GSH.

Fonte: o autor.

RICILLO et al. (2000) demonstraram que a producdo metabdlica de GSH é essencial
para a protecdo de R. tropici CIAT 899 contra estresses ambientais, frequentemente
enfrentados na natureza, como pH acido, estresse osmatico e oxidativo, assim como
observado com Bradyrhizobium sp. mutada no gene gshA SOBREVALS et al. (2006). No
entanto, a proteina GshB foi menos expressa em pH acidificado, apesar de R. freirei e CIAT
899 possuirem grandes semelhancas genotipicas (ORMENO-ORRILLO et al., 2012). Além
disso, a enzima Serina hidroximetiltransferase, que produz e fornece glicina a GshB, também
foi menos expressa em pH acido (MASIP et al., 2006; WADITEE-SIRISATTHA et al.,
2012).

No entanto, 0 meio de cultivo TY pode estar parcialmente suprindo a necessidade de
GSH, reduzindo a necessidade de sua biossintese (SOBREVALS et al., 2006). A taxa de
expressdo diferencial do gene codificador da enzima GshB (gshB) também foi analisada por
meio de RT-qPCR, cujos resultados indicam que ndo houve diferenca significativa na
expressao génica de gshB nos tratamentos pH 30 e pH 60 em relacdo ao controle (Anexo 2).

Diversos exemplos tém corroborado a hipdtese de que y-GC pode atuar de forma similar
a GSH quando esta ndo pode ser sintetizada (JIN et al., 2012). Em S. meliloti, duas estirpes
mutantes para os genes gshA e gshB apresentaram fenédtipos de crescimento diferencialmente
sensiveis, cuja mutante para o gene gshA apresentou sintomas mais severos, sendo incapaz de
crescer em condicGes normais (HARRISON et al., 2004). O gene gshA foi mais expresso por
Bifidobacterium longus sob estresse &cido, cujo fato deste organismo ndo possuir gene
codificador de nenhuma proteina homologa a GshB pode sugerir que a y-GC atua de forma
semelhante a GSH (JIN et al., 2012).

4.4.6. Vias metabdlicas centrais e a toleréncia ao estresse acido

A versatilidade metabolica de rizobios é reconhecida e consistente com sua capacidade
de adaptacdo a diferentes ambientes. Inclusive, genomas de rizobios possuem um numero
consideravelmente maior de genes relacionados ao metabolismo e transporte de carboidratos
em comparacdo com outros microrganismos (PINI et al, 2011).

As enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (Zwf spot 14) e 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato aldolase (KDPG aldolase spot 15), cuja expressao foi significativamente
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superior em pH &cido (Figura 4), atuam na conversdo sequencial de glicose-6-fosfato em
piruvato por meio da via metabdlica Entner-Doudoroff (Figura 5) (GEDDES & ORESNIK,
2014).

1,60 1,60 1,60
1,20 . 1,20 { 1,20 | 3
0.80 } 0,80 - 0,80 z
0,40 0,40 0,40 -
0,00 0,00 0,00
2. AtpD 4, PckA 14. Zwf

1,60 1,60 1,60 4
1,20 } 1,20 < 1,20 - {
0,80 | 0,80 0,80 -

| f z
0,40 0,40 0,40 |
0,00 0,00 0,00

15. KDPG aldolase 17. AccC 34. AhpC

Figura 4: Representacéo gréafica do %vol de proteinas identificadas, que possuem papel chave para a discussdo dos
mecanismos moleculares de R. freirei envolvidos na capacidade de tolerancia ao estresse acido. Os nimeros das proteinas
correspondem a ordem apresentada na Tabela 2, as quais foram avaliadas na condigéo controle (brancos) e em pH acido

(azuis).
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Figura 5: Representacdo esquematica parcial de vias metabolicas centrais, com énfase nas etapas catalizadas por proteinas
identificadas no proteoma de R. freirei sob estresse acido. Direcédo das setas indica o sentido do fluxo metabdlico; retangulos
azuis correspondem as proteinas identificadas neste trabalho com maior expressao em pH acido, enquanto retangulos
vermelhos correspondem a proteinas com menor expressdo em pH &cido, enumeradas de acordo com a Tabela 2; quadros
nomeados correspondem a substratos ou produtos de enzimas identificadas, quadrados pretos indicam outros metabdlitos.
Coloragdo das setas correspondem a rea¢des pertencentes as vias: ED (marrom), TCA (verde), Gliconeogénese (roxo) e
Biossintese de acidos graxos (laranja).

Fonte: o autor.
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Em condicBGes aerdbias, existem trés vias metabdlicas principais para obtencdo de
energia por meio da oxidacdo de carboidratos: Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (Glicdlise),
Entner-Doudoroff (ED) e Via das Pentoses Fosfato (PF). Estas vias basicamente convertem
carboidratos em precursores de substratos passiveis de incorporacdo no Ciclo do Acido
Tricarboxilico (TCA), também de carater oxidativo em aerobiose (FUHRER et al., 2005).

Segundo FUHRER et al. (2005), o metabolismo de glicose pelas bactérias
Agrobacterium tumefaciens, que possui fortes semelhancas genotipicas com R. freirei
(GOMES et al., 2012a), e S. meliloti, € realizado basicamente pela via ED (Figura 5) e a via
PF utilizada apenas para producéo de precursores de biomassa, ndo sendo detectada atividade
da via glicolitica (FUHRER et al., 2005). Deste modo, o aumento significativo na expressao
das enzimas Zwf e KDPG aldolase (Figura 4) pode estar relacionado ao metabolismo de

carboidratos via ED (Figura 5).

A fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PckA, spot 4) é uma enzima chave no
metabolismo central de carbono, pois cataliza a conversao reversivel de oxaloacetato em
fosfoenolpiruvato (Figura 5), ligando vias de catabolismo (TCA) e anabolismo
(gliconeogénese); portanto a determinagdo do direcionamento do metabolismo central
depende diretamente da regulacdo de sua atividade. Tal regulagdo é complexa e esta
atualmente sendo elucidada, porém sabe-se que esta proteina é regulada por pelo menos 4
reguladores transcricionais em Corynebacterium glutamicum (KLAFFL et al., 2013) e pelo
sistema regulador ChvG-Chvl em A. tumefaciens, que esta relacionado a regulacdo de outros
diversos genes acido induzidos (LIU et al., 2005). Além disso, a regulacdo da atividade da
PckA foi recentemente relacionada a sobrevivéncia intracelular de Mycobacterium
tuberculosis, cuja tendéncia é converter fosfoenolpiruvato em oxaloacetato somente em
condicdes fortemente redutoras; porém a termodinamica da reacdo e a concentracdo de
metabolitos associados favorece a reacdo em direcio ao anabolismo (MACHOVA et al.,
2014).

A expressdao da enzima PckA foi significativamente maior em pH acidificado (Figura
4), assim como o gene pckA foi mais expresso por A. tumefaciens em condi¢Ges semelhantes
(LIU et al., 2003; YUAN et al., 2008). Sendo assim, os resultados obtidos sugerem uma

relacdo entre a maior expressao de PckA por rizébios em condic¢éo de pH acidificado.

O complexo Acetil-CoA carboxilase (ACCase spot 17) é formado por 4 subunidades,

codificadas pelos genes accABCD. A enzima identificada no proteoma de R. freirei foi a
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biotina carboxilase (AccC). O complexo ACCase € um conjunto de enzimas chave no
processo de biossintese de acidos graxos, pois cataliza a primeira etapa desta via, convertendo
Acetil-CoA em Malonil-CoA (Figura 5) (RATHNASINGH et al., 2012).

A proteina AccC foi menos expressa sob estresse acido (Figura 4), e resultados
semelhantes foram observados com Helicobacter pylori exposta a um gradiente de pH
acidificado, cuja subunidade carboxiltransferase (accA) apresentou tendéncia a uma menor
expressdao em pHs inferiores a 6,0 (SHAO et al., 2008). Diversos operons que codificam
enzimas da EMP e TCA foram mais expressos por E. coli em pH é&cido, indicando que, de
uma forma geral, sistemas que consomem acidos sdo mais expressos em pH acidificado
(MAURER et al., 2005). Considerando o aumento na expressao de proteinas envolvidas em
vias de oxidacao de carboidratos (Zwf e KDPG aldolase) e a reducdo na expressao da AccC, o
metabolismo de R. freirei pode estar direcionado para o aumento no consumo de carboidratos
em detrimento da biossintese de acidos graxos (RATHNASINGH et al., 2012).

4.4.7. Manutencdo do pH interno

A membrana externa é a primeira linha de contato de bactérias Gram negativas com o
ambiente, portanto sua estabilidade € crucial e as proteinas desta estrutura estdo diretamente
relacionadas com sua estabilidade. Uma das proteinas localizadas na membrana externa é a
RopB (spot 24), cujas estirpes mutantes para seu gene codificador ropB apresentaram maior
sensibilidade a estresses abioticos, como o estresse acido (FOREMAN et al., 2010). Deste
modo, 0 aumento na expressdo da proteina RopB em pH 4acido reforca a importancia desta
proteina para a capacidade de tolerancia de R. freirei a esta condicéo .

Entretanto, os resultados de RT-qPCR indicam que ndo houve diferenca estatistica na
expressdao do gene ropB entre os tratamentos com pH acido (pH 30 e pH 60) e Controle
(Anexo 2). A expressdo do gene ropB é mediada pelo sistema de dois componentes
ChvG/Chvl, também envolvido na regulacdo de outros genes acido induziveis, como pckA,
descrito neste trabalho (FOREMAN et al., 2010; LIU et al., 2005).

Para manter o funcionamento adequado das vias metabdlicas centrais é necessario um
aporte constante de substratos e carreadores de elétrons, pois muitas reacdes sao dependentes
de coenzimas (GEDDES & ORESNIK, 2014).

No proteoma de R. freirei foram identificadas duas proteinas pertencentes a dois

complexos diretamente relacionados ao transporte de prétons através da membrana: NADH



51

quinona oxidorredutase subunidade C (NuoC spot 5) e ATP sintetase subunidade B (AtpD
spot 2) (Figura 4) (DUARY et al., 2010; SPERO et al., 2015).

A NuoC é uma subunidade do Complexo I: NADH quinona oxirredutase, o primeiro
complexo enzimatico da cadeia respiratéria aerébica, que cataliza o transporte de H* para o
meio extracelular acoplado a reciclagem de NADH em NAD™ (Figura 5). Tal carreamento de
H* gera forca pr6ton motora, que posteriormente pode ser utilizada para a formacéo de ATP
via F1Fo-ATPase (BRANDT, 2006; DUARY et al., 2010; SPERO et al., 2015). A AtpD, por
sua vez, € uma subunidade fundamental do complexo FiFo-ATPase (DUARY et al., 2010),
que fica localizado na membrana citoplasmatica e é capaz de sintetizar ATP utilizando a for¢a
préton motora (Figura 5), ou promover a extrusdo de protons utilizando energia de ATP
(LUND et al., 2014).

A expressdo da proteina NuoC foi maior em pH acido, bem como a expressdo de genes
que codificam o Complexo 1 foi observada com cepas de E. coli (MAURER et al., 2005;
KANNAN et al., 2008) e Staphylococcus aureus (BORE et al., 2007), corroborando os
resultados deste trabalho.

A proteina AtpD foi menos expressa em pH acido (Figura 4) e, apesar da maior parte
dos trabalhos mostrar a proteina AtpD ou 0 gene atpD sendo majoritariamente mais expresso
em condicdes acidificadas (FOSTER; LEN et al., 2004), S. aureus apresentou redugdo na
expressao dos genes codificadores de todas as subunidades do Complexo FiFo-ATPase em pH
acidificado (BORE et al., 2007).

Deste modo, a maior expressdo da proteina NuoC, somada a reducdo na expressdo de
AtpD, ambos codificados em operons no genoma de R. freirei, pode sugerir um mecanismo
pelo qual R. freirei pode estar reduzindo a entrada de protons através do Complexo FiFo-
ATPase e aumentando a extrusdo de protons através do Complexo 1 da cadeia transportadora
de elétrons (Figura 5), permitindo uma reducdo na acidificacdo do citoplasma (COTTER &
HILL, 2003). Um mecanismo inverso foi sugerido para E. coli K12 submetida ao pH alcalino,
em que genes do Complexo FiFo-ATPase foram mais expressos, enquanto genes que
codificam proteinas da cadeia respiratoria foram menos expressos. Deste modo, o resultado
poderia ser uma reducédo da alcalinizagéo do citoplasma por meio do aumento na captacao de
protons, através do Complexo FiFo-ATPase e, redugcdo na perda dos mesmos, atraves da
cadeia transportadora de elétrons.

4.4.8. Formacdo de ERO e defesa enzimatica correspondente
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Apesar de pouco compreendida, a correlagdo entre o estresse &cido e oxidativo ja foi
levantada por alguns autores (BRUNO-BARCENA et al., 2010). Muitas enzimas do sistema
antioxidante também atuam na resposta de tolerancia ao estresse acido, térmico ou osmdtico,
permitindo uma protecdo celular cruzada contra diferentes condi¢Ges abidticas limitantes
(RANGEL, 2011). A espécie R. freirei foi submetida ao estresse térmico e analisada por meio
de abordagem protebmica e, diversas proteinas responsivas a essa condi¢cdo foram
relacionadas a protecdo contra o estresse oxidativo (GOMES et al., 2012b), reforcando a
ligacdo entre respostas adaptativas a diferentes estresses ambientais.

Durante a transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria pode ocorrer a formacao de
ERO, cujo Complexo 1 é considerado o principal gerador do radical superéxido (O2)
enddgeno, o qual pode ser convertido enzimaticamente em H>O», também toxico a célula
(BRAND et al., 2004; IMLAY, 2013).

A alquil hidroperoxido redutase (AhpC spot 34) é uma enzima que cataliza a
transferéncia de elétrons de NADH para o H20: (Figura 4), convertendo-o em H.O e NAD".
Ao contrério das catalases, em baixas concentracdes de H20. ndo ocorre a formacdo de
intermediarios oxidantes durante a reacdo catalizada pela AhpC, portanto é considerada a
enzima destoxificadora mais eficaz em baixas concentracfes de H.O». Porém a atividade da
enzima AhpC torna-se saturada quando a concentracdo de H2O- intracelular excede 20 uM ou
quando o suprimento de NADH é insuficiente (SEAVER & IMLAY, 2001; IMLAY, 2013).

A AhpC foi a proteina mais expressa sob estresse acido (Figura 4). Resultado
semelhante ja foi descrito em E. coli (STANCIK et al., 2002) e Lactococcus lactis (BUDIN-
VERNEUIL et al., 2005).

Outra enzima envolvida com ERO € a Glutationa S- transferase (GST spot 30), que
pertence a uma superfamilia de proteinas que atuam na destoxificacdo celular. Estas enzimas
atuam em diversos processos, mas principalmente na defesa contra estresse oxidativo e
degradacéo de xenobioticos (Figura 3) (ALLOCATI et al., 2008), podendo formar conjugados
de glutationa (GSH) com moléculas danificadas pelo estresse oxidativo, como lipidios,
proteinas e DNA oxidados, além de serem capazes de conjugar glutationa com xenobiéticos, 0
que aumenta a solubilidade destes e permite sua excregdo (TODOROVA et al., 2007;
RONCALLI et al., 2015).

Assim como a enzima AhpC, a expressao de GST foi maior na condi¢do de pH &cido.
A taxa de expressdo diferencial do gene gstA também foi maior ap6s 60 minutos de exposi¢do
ao pH &cido, corroborando os resultados obtidos em protedmica e reforcando a importancia da

enzima GstA na resposta adaptativa de R. freirei ao pH acido (Anexo 2).
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Segundo MAURER et al. (2005), um grande nimero de genes de estresse oxidativo
mostraram expressdo dependente de pH, sendo induzidos por &cido ou reprimidos por base.
Estes resultados confirmam a hipdtese de que ha uma forte conexao entre o estresse acido e
estresse oxidativo, uma vez que a respiracdo aerdbica é intensificada em pH 5,0 junto a
inducdo de componentes da cadeia respiratdria, que provavelmente acelera a producdo de
ERO e induz respostas ao estresse oxidativo.

4.5. Considerac0es finais

A abrangéncia de vias metabdlicas alteradas em funcdo do pH acidificado corrobora a
resposta adaptativa frente a estresses ambientais como sendo de carater multigénico.
Baseando-se nas proteinas diferencialmente expressas identificadas, nota-se que a resposta
adaptativa de R. freirei ao cultivo em pH acidificado envolve: I-inducdo da sintese proteica e
consequente aumento na demanda energética geral; Il-aumento do metabolismo energético,
por inducdo de vias catabdlicas; I11-aumento da formacéo de espécies reativas de oxigénio; V-
reducdo da suscetibilidade celular ao ataque de proétons e do influxo dos mesmos ao ambiente
intracelular.

Deste modo, a alteracéo de vias metabdlicas centrais parece ser o principal mecanismo
de tolerancia ao estresse acido de R. freirei. A expressdo diferencial de proteinas identificadas
em funcédo do pH reforca cada vez mais que o metabolismo é regulado de modo a minimizar a
acidificacdo e alcalinizacdo excessivas, enquanto mobiliza fontes de carbono.

A predominancia de proteinas citoplasméaticas envolvidas na resposta ao pH
acidificado reforga a importancia do metabolismo central para a capacidade de tolerancia de
R. freirei, diferente do que foi observado por outros autores, em que o percentual de proteinas
periplasmaticas e de membrana foi superior (BATISTA et al., 2010; GOMES et al., 2012b).

Os resultados indicam que a indugdo do metabolismo catabdlico e consequente
aumento na respiracdo aerobica constituem fortes indicios de que o pH acidificado induz
estresse oxidativo em R. freirei, por meio de aumento na formacédo de ERO.

A capacidade de tolerar condicBes de estresse causadas pelo pH acido ndo somente é
relevante a capacidade saprofitica de rizobios como também é determinante para a interacéo
com a planta hospedeira. A versatilidade fisiologica e metabolica de rizébios frente a
diferentes condi¢cdes de estresse abidtico é reconhecida, porém ainda pouco compreendida
devido ao seu carater multifatorial. Utilizando metodologias de analise global, como a

protedmica, podemos observar 0 quao abrangente e variadas sdo as respostas metabdlicas de
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R. freirei frente ao estresse acido, assim como j& foi observado para condigcdes de altas
temperaturas (GOMES et al., 2012).

O envolvimento de vias metabolicas centrais em resposta ao estresse acido pode estar
relacionado a resisténcia cruzada entre diferentes estresses ambientais, como observado por
RANGEL (2011). No entanto, a maior parte dos trabalhos em microbiologia utiliza como
modelos bactérias de importéncia clinica e industrial que muitas vezes apresentam grandes
diferencas em relacdo a bactérias de solo, sendo assim pouco representativos dos demais
grupos bacterianos, reforcando a importancia de estudos com bactérias ambientais.
Considerando que outros trabalhos com bactérias de solo tém resultados semelhantes, esta
pode ser uma resposta generalizada entre rizobios.
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Anexo 1: Perfis de géis bidimensionais com faixa de pH 4-7 de proteinas totais de R. freirei, ambos em condigdo acida, demonstrando a reprodutibilidade dos géis.
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Anexo 2: Anélise da expressdo génica em nivel transcricional de gshB, gstA e ropB por R. freirei, comparando
a os tratamentos pH 30 e pH 60 com o controle, utilizando Analise de Variancia como parametro estatistico.

Eficiéncia dos

Tratamento Gene Tipo Expressdo Desvio padrdo pvalue Resultado

iniciadores
16S Normalizador 0,99 1,000
oH 30 ropB Alvo 0,95 0,707 0,263-2,049 0,307
gstA Alvo 0,89 1,179 0,226 -4,593 0,733
gshB Alvo 0,93 2,023 0,396 - 14,057 0,282
16S Normalizador 0,99 1,000
ropB Alvo 0,95 1,766 0,195-26,055 0,445
H 60 502,019 -
P gstA Alvo 0,89 3,969,264 35 629 643 0,000 upP

gshB Alvo 0,93 2,098 0,308 - 22,863 0,273




