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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo, por RT-qPCR, dos genes de nodulagdo nodC e
nodW e do gene nopP da estirpe CPAC 15, que provavelmente atuam na infec¢do das raizes da soja. Foram
realizados dois experimentos. No primeiro, a expressao dos genes foi avaliada nas células apds a incubacao
com genisteina por 15 min, 1, 4 e 8 horas. Os resultados revelaram que os trés genes apresentaram maior
expressdo imediatamente apds o contato com o indutor (15 min). No segundo experimento, a bactéria foi
cultivada na presenca de indutores (genisteina ou exsudatos de sementes de soja) por 48 horas. A expressao dos
trés genes foi maior na presenca de genisteina, com valores de expressao para nodC, nodW e nopP superiores
ao controle. Os resultados obtidos confirmam a funcionalidade dos trés genes na estirpe CPAC 15, com énfase
para o nopP, cuja funcionalidade em Bradyrhizobium japonicum foi descrita pela primeira vez.

Termos para indexa¢ao: Glycine max, flavonoides, genes de nodulagéo, sistema de secregdo tipo III.

Expression of nodC, nodW and nopP genes in Bradyrhizobium
japonicum CPAC 15 strain evaluated by RT-qPCR

Abstract — The objective of this work was to evaluate, by RT-qPCR, the expression of the nodC and nodW
nodulation genes and of the nopP gene of the CPAC 15 strain, which probably play a role in the infection
of soybean roots. Two experiments were done. In the first, the gene expression was evaluated in cells after
incubation with genistein for 15 min, 1, 4 and 8 hours. Results showed that the three genes showed higher
expression immediately after contact with the inducer (15 min). In the second experiment, the bacterium was
grown in the presence of inducers (genistein or soybean seed exudates) for 48 hours. The expression of the
three genes was greater when induced by genistein, and the expression of nodC, nodW and nopP had higher
values than the control. The results confirm the functionality of the three genes in the CPAC 15 strain, with an

emphasis on the nopP, whose functionality in Bradyrhizobium japonicum was described for the first time.

Index terms: Glycine max, flavonoids, nodulation genes, type III secretion system.

Introducao

Uma caracteristica relevante da cultura da soja
(Glycine max (L.) Merr.) é sua capacidade de se
associar simbioticamente com algumas espécies
de bactérias e estabelecer o processo de fixagdo
bioldgica do nitrogénio, que pode suprir totalmente as
necessidades da planta. As principais bactérias capazes
de atuar simbioticamente com a soja pertencem as
espécies Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii, e o
processo de fixagao bioldgica envolve a transcri¢do de
diversos genes relacionados a nodulagdo e ao processo
de fixacao do nitrogénio (Lang et al., 2008; Wei et al.,
2008). B. japonicum tem sido a espécie utilizada como
modelo nos estudos da simbiose com soja e, na etapa

inicial de transcri¢do dos genes de nodulacdo, sinais
moleculares, especialmente os flavonoides genisteina
e daidzeina, sdo exsudados pela soja e controlam a
ativacdo da proteina regulatoria NodD1. Essa proteina,
por sua vez, da inicio a transcri¢do dos genes nodABC,
e resulta na sintese, pelas bactérias, de compostos
lipo-quito-oligossacarideos  (LCOs), ou fatores
Nod, essenciais para as etapas iniciais de infecc¢do e
nodulagdo da planta hospedeira (Kosslak et al., 1987,
Hungria & Stacey, 1997; Debell¢ et al., 2001; Brencic
& Winans, 2005).

Outro mecanismo envolvido na simbiose com a soja
atua na transcricdo dos genes nodABC e é conhecido
como sistema de dois componentes, sendo representado
pelas proteinas reguladoras NodV (sensora) ¢ NodW
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(reguladora). Na presenca de flavonoides indutores
exsudados pela planta hospedeira, a proteina NodV da
bactéria é fosforilada, e o fosfato resultante é transferido
para a proteina NodW, que passa a se ligar a sequéncia
de DNA da regiao dos genes nodABC, ativando a sua
transcri¢@o (Bijlsma & Groisman, 2003).

Para que a infecg@o das raizes de soja seja efetiva,
microssimbiontes como B. japonicum também utilizam
o sistema de secrec¢do do tipo III (SSTT). Esse sistema
tem por finalidade formar um aparato semelhante
a uma agulha, que atravessa a membrana da célula
hospedeira e injeta proteinas efetoras, as "nodulation
outer proteins" (Nops), que atuardo no citoplasma
da célula, alterando o seu metabolismo e causando
supressdo das defesas basais contra 0 microrganismo,
0 que possibilita a infec¢do das raizes pelo rizobio
(Biittner & Bonas, 2006). Desse modo, quando a regido
reguladora “box” do operon nodABC ¢ ativada pelas
proteinas NodD1 e NodW, além da transcri¢do dos
genes de nodulag@o, ocorre também a transcricdo do
gene ttsl, relacionado ao SSTT. A proteina codificada
por esse gene, a Ttsl, ativa a transcricdo de genes
como o nopP, culminando na secrecdo da proteina
efetora NopP, que impedira a resposta de defesa do
hospedeiro (Lang et al., 2008). Supde-se que NopP
atue suprimindo as defesas do hospedeiro, inibindo
a reposta de hipersensibilidade e, assim auxiliando
no desenvolvimento da infec¢do (Saad et al., 2005).
As indicagdes sdo de que a ativagdo do gene nopP
acontece por meio de uma cascata, comegando com o
acionamento da proteina NodD1 pelo flavonoide, que
se liga ao nod “box” e ativa os genes nodABC e 0 “box”
ttsl, que codifica para a proteina Ttsl, cuja funcdo ¢
ativar a expressao do gene nopP (Krause et al., 2002).
Além da expressao do nopP “via NodD1”, esse gene
pode ser acionado pelo sistema de dois componentes
quando a proteina reguladora NodW se liga ao nod
“box”, desencadeando a mesma cascata até a ativacdo
do gene nopP (Loh et al., 2002). A estirpe CPAC 15
(= SEMIA 5079) de B. japonicum é uma das quatro
estirpes recomendadas para a producao de inoculantes
comerciais para soja no Brasil, e vem sendo utilizada
intensivamente em inoculantes comerciais desde
1992. Estima-se que esteja presente em mais de 20
milhdes de hectares cultivados com essa leguminosa
(Hungria et al., 2006, 2007). Estudos de ecologia da
CPAC 15 realgam a grande capacidade competitiva e
de adaptag@o dessa estirpe aos solos brasileiros, que
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em geral ¢ dominante no solo apds alguns anos de
cultivo da soja (Mendes et al., 2004; Hungria et al.,
2006; Batista et al., 2007).

Apesar da grande importancia econdmica e ambiental
das estirpes utilizadas em inoculantes comerciais para
a cultura da soja no Brasil, os estudos sobre gendmica
estrutural e funcional envolvendo esses rizobios sdo
muito escassos. Informagdes foram obtidas recentemente
pelo sequenciamento parcial do genoma da estirpe
CPAC 15 de B. japonicum (Godoy et al., 2008), onde
foram identificados os genes objeto deste estudo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao, pela
técnica de RT-qPCR (reverse transcription quantitative
PCR), dos genes nodC, nodW e nopP da estirpe CPAC
15 de B. japonicum, envolvidos nas etapas de infecgado
e nodulagao da soja.

Material e Métodos

A expressao dos genes nodC, nodW e nodP foi
averiguada na presenca de dois indutores: 1, a genisteina,
inicialmente identificada em extratos de raizes de soja
(Kosslak et al., 1987) e, desde entdo, utilizada na
maioria dos estudos de indugdo génica com o0s rizobios
microssimbiontes dessa leguminosa; e ii, exsudatos de
sementes da cultivar de soja Conquista, com excelente
capacidade de nodulagdo. A genisteina foi utilizada na
concentracdo de 1 umol L. Os exsudatos de sementes
de soja foram preparados como descrito por Hungria
et al. (1991a, 1996) e, que em um estudo prévio com a
CPAC 15, resultaram em abundante produgao de fatores
Nod (Hungria et al., 1996).

Foram feitos dois experimentos: um para verificar
a expressao génica pela inducdo com o flavonoide
genisteina em diferentes tempos de incubagdo e o
outro para avaliar a inducdo dos genes em bactérias
cultivadas na presenca de genisteina e exsudatos de
sementes de soja.

O experimento para avaliar a expressao de genes
envolvidos na nodulacdo pela acdo da genisteina, nos
tempos iniciais de nodulagdo, seguiu um delineamento
em blocos ao acaso, com trés repeticoes, cada uma
com trés replicatas e dois fatores: tempo (15 min, 1, 4
e 8 horas) e indutor genisteina — preparada utilizando o
metanol como solvente, na concentragdo final de 1 pmol
L' em 200 pL de metanol —, e o controle — somente com
o uso do solvente, 200 puL de metanol.
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A partir de um estoque inicial, a estirpe CPAC 15 de
B. japonicum foi transferida para 10 mL de meio TY
(triptone-yeast) liquido (Beringer, 1974) (pré-inoculo)
e mantida sob agitacdo a 28°C por aproximadamente
72 horas até densidade otica (D.O.) aproximada de
0,9 em 600 nm. Entdo, 2 mm do pré-indculo foram
inoculados em 200 mL de meio TY liquido, e a cultura
foi mantida sob agitagdo a 28°C por aproximadamente
48 horas (D.O. de 0,4 a 0,8 em 600 nm). Em seguida,
foi adicionada genisteina (Sigma, Missouri, EUA)
na concentragdo final de 1 pmol L, dissolvida em
200 pL de metanol. A concentracdo de genisteina
foi estimada pelo seu coeficiente de extingao (loge
= 4,50 em D.O. de 263 nm, de genisteina dissolvida
em metanol), conforme descrito por Hungria et al.
(1991Db). Apos a adigdo da genisteina, foram realizadas
as extragdes de RNA para cada tempo de incubagao, e
os niveis de expressdo dos genes nodC, nodW e nopP
foram avaliados pela técnica de RT-qPCR (Livak &
Schmittgen, 2001).

Para o segundo experimento, para avaliar a
expressdo dos genes apos a inducdo pela genisteina
e por exsudatos de semente de soja, o delineamento
experimental foi o de blocos ao acaso, com trés
repetigdes e quatro tratamentos. Inicialmente, a
estirpe CPAC 15 foi transferida para 10 mL de meio
TY liquido (pré-indculo) e mantida sob agitacdo a
28°C por aproximadamente 72 horas. Dois mililitros
do pré-indculo foram adicionados em 200 mL de
meio TY liquido e, para a indugdo da expressdo dos
genes, foram adicionados, separadamente, genisteina
ou exsudatos de sementes de soja. Os exsudatos de
soja foram preparados segundo Hungria et al. (1991a),
e a concentracdo adicionada para incubagdo foi
estimada considerando-se o coeficiente de extingdo
da genisteina. Foram utilizados quatro tratamentos:
1, 200 mL de cultura com genisteina (1 pmol L
em 200 puL de metanol); 2, cultura com 200 uL de
metanol (sem adicdo de genisteina, como controle);
3, 200 mL de cultura com 890 puL de exsudato de
semente (concentragdo estimada em aproximadamente
1 umol L' de genisteina, considerado loge = 4,50 em
D.O. de 263 nm); 4, 200 mL de cultura com adigao
de 890 uL de agua destilada, sem adig¢ao do exsudato.
As culturas foram mantidas sob agitacdo a 28°C por
aproximadamente 48 horas e, em seguida, procedeu-se
a extragao do RNA.

A extragdo do RNA foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Farrell (1998).

Apbs a extragdo, procedeu-se a quantificagdo no
espectrofotometro NanoDrop ND - 1000 (Thermo
Fischer Scientific, Massachusetts, EUA). Em seguida,
foi realizado o tratamento do RNA com a enzima
RNase-free DNase (Qiagen, Maryland, EUA), na
concentracdo de 2 U para cada 1.000 ng de RNA,
para eliminar qualquer contaminacdo por DNA. A
rea¢do foi incubada por 8 min a 37°C e interrompida
com choque térmico a 60°C por 5 min. Nas reagdes de
transcrigdo reversa (sintese da primeira fita de cDNA),
foi utilizado o kit TagMan Reverse Transcription
Reagents (Applied Biosystems, Foster, CA, EUA),
conforme as instru¢des do fabricante.

Os primers utilizados foram desenhados com
base nas sequéncias dos genes provenientes das
estirpes CPAC 15 (Godoy et al., 2008) ¢ USDA
110 de B. japonicum (depositadas no GenBank -
National Center for Biotechnology Information
(2009)) com uso do software Primer Express v.3.0
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA), e foram
obtidos fragmentos de tamanho entre 50 e 150 pares
de bases.

As  sequéncias de primers para cada
gene sdo para os genes: nodC, F (forward)
-5’CACCAGGGTATAGAGCCATCGA3’ e R
(reverse)-5’ATTGCTCCTCGCCATTTCAT3’;
nodW, F-5°CGAGATCACCGTCAAAATTCAC3’
e R-5"GAACGAGGTCGGCCAGAGA3’; nopP,
F-5>"TGGAGATATAGGGATGGTGAATGG3’ e
R-5’ATCGCTCGACGCTTTGGA3".

O gene utilizado como normalizador (controle
endogeno) foi o 16S rRNA, com a sequéncia de
primers  F-5’CAAGCGGTGGAGCATGTG3” e
R-5’GGACATGTCAAGGGCTGGTAA3’.

As reagdes de RT-qPCR (reverse transcription
quantitative PCR) foram realizadas no termociclador
ABI Prism 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster, CA, EUA). Para as
reagdes de RT-qPCR, foi usado o kit SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster, CA,
EUA), conforme as instru¢des do fabricante.

A eficiéncia da reagdo de amplificacdo para cada par
de primers dos genes estudados e do normalizador foi
estimada por meio de uma série de dilui¢des do cDNA (100
a 10-10), onde foram testadas diferentes concentragdes dos
primers (0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 umol L!). Os valores de CT
(cycle threshold) obtidos foram tragados em fun¢do do
logaritmo das diluigdes, e o coeficiente de inclinacdo
da reta foi utilizado para calcular a eficiéncia de cada
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sistema, de acordo com a férmula E = [10°",¢]-1, Os
parametros de ciclagemutilizados paraasreagdes foram:
ativagdo da enzima a 95°C por 10 min, seguida de 40
ciclos de 95°C por 15 s para o anelamento, e extensdo a
60°C por 1 min. Os dados foram coletados nesta ultima
etapa. Adicionalmente, foi conduzida uma etapa de
desnaturagdo lenta, com elevagdo da temperatura de
1°C por min para a construgdo da curva de dissociagao.
Considerando que os fragmentos gerados apresentam
temperatura de desnaturacdo especifica, ¢ possivel
detectar a presenga de amplificagdo inespecifica em
uma mesma reagao.

A reagdo de quantificacdo relativa foi realizada
utilizando-se as seguintes quantidades: reagdo i,
gene normalizador — 12,5 pL. de SYBR Green PCR
Master Mix 2X (composto pelas enzimas uracil
N-glicosilase e AmpliTaq Gold, MgCIl2, dNTPs,
KCl e o fluor6foro SYBR green); 1 pL (0,4 pmol
L") de cadaprimer R e F; 2,5 pL de cDNA e 8 uL de
agua milliQ (Millipore Corporation, Billerica, MA,
EUA); reacdo ii, genes alvo — 12,5 uL de SYBR
Green PCR Master Mix 2X; 0,8 uL (0,32 umol L")
de cada primer R e F; 2,5 uL de cDNA e 8,4 pL de
agua milliQ. Os pardmetros de ciclagem foram os
mesmos descritos para os calculos de eficiéncia da
reacdo de amplificacdo.

A determinag¢do dos niveis de expressao dos
genes alvo foi realizada pela quantificagdo relativa
(RQ), utilizando-se a equagdo RQ = 2-44¢; (Livak
& Schmittgen, 2001). Para cada tratamento, foi
detectado o valor de C; tanto para o gene alvo
quanto para o normalizador. Esse valor representa o
ponto em que o sinal de amplificacdo ¢ detectado. O
valor do Cr do gene alvo ¢ subtraido do valor do Cy
do normalizador e resulta no valor de ACy; o valor
de AC; do gene alvo ¢, entdo, subtraido do valor
do AC; do calibrador (controle ndo tratado), e é
encontrado o valor de AACt Este valor foi utilizado
na férmula do nivel de expressdo, onde o nimero 2
representa a somatoria da eficiéncia do gene alvo e
do normalizador, considerando que ambos os genes
possuem 100% de eficiéncia (Livak & Schmittgen,
2001).

A analise dos dados foi feita por estatistica
descritiva com o software Prism versdo 3.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
A reprodutibilidade e precisao dos valores de RQ
obtidos foram estimadas pelos desvios-padrao (SD)
em cada corrida e entre as corridas.
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Resultados e Discussao

No primeiro experimento conduzido, a expressao
dos genes nodC, nodW e nopP foi investigada
utilizando o flavonoide genisteina como indutor.
Aos 15 min de inducdo, houve um incremento,
estimado em 1,5 vezes, na expressao do gene nodC
em comparacdo ao controle contendo metanol no
mesmo tempo seguido por uma queda na expressao
génica nos demais tempos de incubacdo (Figura
1). Resultados semelhantes foram obtidos com os
genes nodW e nopP, nos quais foram observados
incrementos de 1,67 e 1,42 vezes, respectivamente,
na expressdo génica aos 15 min, seguidos por
decréscimos nos demais tempos (Figura 1).

No segundo experimento, a expressao dos genes foi
investigada em células incubadas por 48 horas com
genisteina (1 pmol L) ou com exsudatos de sementes
de soja. Os niveis de expressdo génica constatados
foram muito superiores aqueles do ensaio anterior.
No caso do nodC, houve um acréscimo de 7,30 vezes
na expressdo génica na presenca de genisteina em
comparacdo com o controle (Figura 2). De modo
semelhante, a indu¢do dos genes nodW e nopP pela
genisteina foi 6,54 e 7,85 vezes superior a do controle
(Figura 2), respectivamente. Houve também um
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Figura 1. Expressdo dos genes nopP, nodW e nodC de
Bradyrhizobium japonicum estirpe CPAC 15 incubada
por diferentes tempos em meio de cultura com genisteina
(1 pmol L"). Os valores representam as médiastdesvio-
padrdo da média de trés repeti¢des, cada uma com trés
replicatas. A quantificagdo relativa foi estimada pela
equagdo RQ = 224 (Livak & Schmittgen, 2001).
Controle (tempos de 15 min, 1, 4 e 8 horas), CPAC 15
cultivada em meio com 200 pL de metanol.
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incremento na expressao dos genes nodC, nodW e nopP
quando a bactéria cresceu na presenca de exsudatos de
sementes de soja. Contudo, os incrementos foram de
menor magnitude em comparagao com aincubagdo com
1 pmol L' de genisteina. Assim, o nivel de expressao
dos genes nodC, nodW e nopP na presenca de exudatos
de sementes de soja foi 2,32, 2,94 ¢ 2,00 vezes superior
ao do controle com agua (Figura 2), respectivamente.
Trabalhando com expressao génica em B. japonicum
USDA 110 sob inducdo com exsudatos de sementes
de soja e genisteina, Wei et al. (2008) demonstraram
que ambos incrementaram de modo semelhante a
expressdo dos genes nodC e nodW. Contudo, neste
trabalho, a maior expressdo pela genisteina (Figura 2)
pode resultar da constatacdo de que os exsudatos de
sementes compreendem varios compostos (incluindo
uma complexidade de flavonoides), os quais podem
interagir, sendo relatada, em alguns casos, a ocorréncia
da inibicdo da expressdo dos genes de nodulagdo
(Hungria & Stacey, 1997). O fato de neste trabalho
ter sido identificada maior expressdo induzida pela
genisteina, com relagdo ao exsudato, em comparagio
aos resultados obtidos por Wei et al. (2008), também
pode estar relacionado ao tempo de indugao analisado.
Neste trabalho, a expressdo dos genes nodC e nodW
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Figura 2. Expressdo dos genes nopP, nodW e nodC de
Bradyrhizobium japonicum estirpe CPAC 15 cultivada
em meio contendo os indutores genisteina (1 umol L) ou
exsudatos de sementes de soja. Os valores representam
as médias + desvio-padrdo da média de trés repeticdes,
cada uma com trés replicatas. A quantificacdo relativa foi
estimada pela equagdo RQ = 242 (Livak & Schmittgen,
2001). Controle genisteina, meio de cultivo com adigdo de
200 uL de metanol; Controle exsudato, meio de cultivo com
adigdo de 890 pL de agua destilada.

1495

(Figura 2) foi avaliada apds 48 horas de indugio,
enquanto nos resultados apresentados por Wei et al.
(2008), a expressao desses genes foi avaliada apds os
periodos de 50 min, 6 e 12 horas.

Os resultados obtidos nos dois experimentos
conduzidos neste estudo indicam que, ap6s apenas 15
min de indug@o por genisteina, ocorreu um incremento
na expressao dos genes nodC, nodW e nopP, mas que
foi seguido por um decréscimo na expressdo génica
(Figura 1). Esse decréscimo poderia ser explicado pela
constatacdo de que, em procariotos, os mRNAs sdo
transcritos e traduzidos em um mesmo compartimento
celular.  Ambos processos sdo extremamente
relacionados e, inclusive, ocorrem praticamente de
modo simultaneo. Além disso, os mRNASs sdo instaveis
em procariotos, com meia-vida de apenas alguns
minutos (em média, apenas 2 min), e a degradagdo do
mRNA ocorre assim que a tradug@o termina (Condon,
2007). Consequentemente, apos a expressdao dos
genes, a degradacdo dos mRNAs poderia explicar os
decréscimos observados neste estudo. Valores mais
elevados de expressdo génica, porém, foram obtidos
quando as células foram cultivadas na presenca de
indutores, em especial de genisteina (Figura 2), e ndo
existem, na literatura, dados comparativos sobre a
inducdo de genes de rizobios em diferentes estadios do
crescimento das bactérias.

A proteina NodC atua na biossintese da estrutura
basica dos fatores Nod (Spaink et al., 1994), mais
especificamente como um determinante importante do
tamanho da cadeia do fator Nod (Kamst et al., 1997).
Ausmees et al. (2004), em estudo com Rhizobium sp.
NGR234, relataram que os genes nodABC sdo transcritos
em poucos minutos apds a indugdo por flavonoides, por
participarem da fase inicial do processo de nodulagio.
De modo semelhante, Viprey et al. (1998), também com
Rhizobium sp. NGR 234 descreveram que genes do
operon nodABC possuem maior expressao no periodo
anterior a uma hora de inducdo pelo flavonoide. De
fato, neste trabalho com a CPAC 15 foi evidenciado
que o incremento na expressdo do gene nodC pode
ocorrer rapidamente apds o contato com o indutor (15
min), embora niveis mais elevados de expressao génica
tenham sido observados quando a estirpe foi cultivada
na presenca de indutores por 48 horas, desde a fase
inicial de crescimento. Contudo, o efeito dos indutores
pode ser diferente para outras classes de genes. Como
exemplo, a expressdo de genes relacionados ao SSTT
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(sistema de transcricdo do tipo IIl) de B. japonicum
estirpe USDA 110 foi maior na presenca de genisteina
nas primeiras seis horas de incubagdo, enquanto que,
para o tempo de 12 horas, a maior expressdo ocorreu
com exsudatos de soja (Wei et al., 2008).

No sistema de dois componentes composto
pelas proteinas NodV (proteina sensora) e NodW
(proteina reguladora), NodV, na presenca do indutor
(genisteina), se autofosforila e transfere o grupo
fosfato a proteina NodW, alterando sua capacidade
de se ligar a regido reguladora dos genes nod e
ativando a expressao dos genes nod4BC (Loh et al.,
1997, 2002; Bijlsma & Groisman, 2003). Em um
estudo com a estirpe USDA 110 de B. japonicum,
Wei et al. (2008) constataram que os genes nodW e
nodV e o operon nodABC sao ativados na presenca
de genisteina no estagio inicial do processo de
nodulagdo. Além disso, ainda no estudo de Wei et
al. (2008), o nivel de expressdo do nodW, quando
induzido tanto pela genisteina quanto por exsudatos
de sementes de soja, foi incrementado 30 min apos
a indugdo, porém, o maior nivel de expressiao foi
detectado apos 6 horas. Assim como foi observado
no presente trabalho (Figura 1), o aumento na
expressdo dos genes nodW de B. japonicum estirpe
USDA 110 por genisteina aos 15 min foi seguido
por uma redugdo na expressdo (Wei et al., 2008).
Esse decréscimo pode estar relacionado, como foi
comentado para o nodC, a degradacdo rapida dos
mRNAs, bem como ao fato de o gene nodW atuar no
inicio da cascata de ativacdo dos genes relacionados
ao processo de nodulagdo, codificando para uma
proteina reguladora dos genes nodABC. Desse
modo, a redugdo na expressdao do gene pode estar
relacionada a proteina ter sido codificada em niveis
suficientes para o processo. Os resultados deste
estudo confirmam relatos anteriores de expressao
do gene nodW de B. japonicum por flavonoides
ou exsudatos de soja (Lang et al., 2008; Wei et al.,
2008), sendo um gene critico para a nodulagdo da
planta hospedeira.

Segundo Siiss etal. (2006), emrizdbios, a secregao
de proteinas pelo SSTT necessita de indugdo por
flavonoides. Além disso, nesse estudo, os autores
identificaram proteinas extracelulares induzidas
por genisteina em B. japonicum por meio de analise
por 2D-PAGE e espectrofotometria de massa, na
qual foi encontrada uma proteina similar a NopP de
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Rhizobium NGR234; contudo, o primeiro relato do
gene nopP em B. japonicum ocorreu com a estirpe
CPAC 15 (Godoy et al., 2008). Ausmees et al. (2004),
em um trabalho sobre a caracterizagao da proteina NopP
em Rhizobium sp. NGR234, confirmaram, por meio da
analise de mutantes por SDS-PAGE, que a secre¢do
da NopP ¢ dependente da presenca de flavonoides e
do SSTT, e que a transcrigdo dos genes relacionados
com o SSTT ocorre varias horas apos a indugdo com
o flavonoide. Viprey et al. (1998) também mostraram,
com inducdo génica em Rhizobium sp. NGR234 por
daidzeina, que a expressao dos genes do SSTT ¢ tardia
quando comparada a expressao dos genes de nodulagao.
No estudo com a estirpe NGR234, apds uma hora de
indugdo, os genes do SSTT foram pouco expressos,
ao contrario dos genes nod envolvidos na sintese ¢
modificacdo dos fatores de nodulagdo; contudo, apos
24 horas de indugdo, essa situacao foi revertida, e os
genesrelacionadosao SSTT foram transcritos, enquanto
outros genes de nodulacdo foram reprimidos (Viprey
et al., 1998). De forma diferente da descrita acima,
neste estudo, a maxima indugao de nopP ocorreu ap6s
15 min de incubagdo com genisteina, o que pode ser
atribuido a diferencas intrinsecas a estirpe CPAC 15 ou
ao fato de que periodos curtos de incubacao nao foram
avaliados nos estudos anteriores. E importante enfatizar
que, neste estudo, a funcionalidade do gene nopP foi
confirmada pela primeira vez em B. japonicum, tendo
sido verificada a expressdo do gene quando induzido
com genisteina ou com exsudatos de sementes de
soja. Saad et al. (2005) relataram que a auséncia
das proteinas efetoras (Nops) altera drasticamente a
capacidade de nodula¢do em Rhizobium sp NGR234.
Ainda mais relevante ¢ o fato de que, em um estudo
comparativo por RDA (representational difference
analysis) de mutantes naturais com diferentes
capacidades de fixacdo do nitrogénio, o gene nopP
estava entre as 24 sequéncias que foram encontradas
exclusivamente na estirpe altamente eficaz no
processo biologico (Barcellos et al., 2009). Desse
modo, a confirmacdo de que nopP ¢ funcional em
B. japonicum reforga que estudos com esse gene
podem ser de grande relevancia, visando tanto
compreender os mecanismos de competitividade
e eficiéncia do processo de fixacdo do nitrogénio,
como buscar estirpes promissoras para o uso em
inoculantes comerciais.
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Conclusoes

1. Os genes de nodulagdo nodC e nodW da estirpe
CPAC 15 de Bradyrhizobium japonicum sdo funcionais
e induzidos por genisteina e por exsudatos de sementes
de soja.

2. Pela primeira vez foi descrita a funcionalidade do
gene nopP em B. japonicum, que também ¢ induzido
por genisteina e por exsudatos de sementes de soja.
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