Universidade
Estadual de LondRrina

CATIA LIE YOKOYAMA

ANALISE PROTEOMICA DIFERENCIAL DE Rhizobium
tropici CIAT899 EM RESPOSTA AO AMINOACIDO L-
TRIPTOFANO

Londrina
2018



CATIA LIE YOKOYAMA

ANALISE PROTEOMICA DIFERENCIAL DE Rhizobium
tropici CIAT899 EM RESPOSTA AO AMINOACIDO L-
TRIPTOFANO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Genética e Biologia Molecular
da Universidade Estadual de Londrina, como
pré-requisito para obtencéo do titulo de Mestre
em Genética de Biologia Molecular.

Orientadora: Profa. Dra. Elisete Pains
Rodrigues.

Londrina
2018



Ficha de identificacio da obra elaborada pelo autor, atraves do Programa de Geragao
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Yokoyama, Catia Lie.
AMALISE PROTEOMICA DIFERENCIAL DE Rhizobium tropici  CIAT899 EM
RESPOSTA AD AMINCACIDOD L-TRIPTOFANG | Catia Lie Yokoyama. - Londrina,
2018.
1001, -l

Orientador: Elisete Pains Rodrigues.

Dissertacdo (Mestrado em Geneética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, , 2018.

Inclui bibliografia.

1. Rhizobium tropici - Tese. 2. Lriptofanc - Tese. 3. NanoLC-M3/MS - Tese. 4.
Protedmica - Tese. |. Pains Rodrigues, Elisete. Il. Universidade Estadual de Londrina.
Centro de Ciéncias Biologicas. . lIl. Titulo.




CATIA LIE YOKOYAMA

ANALISE PROTEOMICA DIFERENCIAL DE Rhizobium tropici
CIAT899 EM RESPOSTA AO AMINOACIDO L-TRIPTOFANO

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagcdo em Genética e Biologia Molecular
da Universidade Estadual de Londrina, como
pré-requisito para obtencgéo do titulo de Mestre
em Genética de Biologia Molecular.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Elisete Pains
Rodrigues
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. André Luiz Martinez de Oliveira
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Fabricio Martins Lopes
Universidade Tecnologica Federal do Parana -
UTFPR

Londrina, 28 de marco de 2018



DEDICATORIA

Dedico esta, bem como todas as minhas
demais conquistas, a minha familia, por sua
capacidade de acreditar e investir em mim e
por serem sempre meu porto seguro diante das

dificuldades ao longo deste percurso.



AGRADECIMENTOS

A coordenacéo do Programa Genética e Biologia Molecular;
A CAPES, pelo suporte financeiro a pesquisa,
Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia (INCT);
Aos professores do Departamento de Biologia geral e do Programa de Genética e
Biologia Molecular da Universidade Estadual de Londrina pelo aprendizado e
contribuicdes ao meu crescimento pessoal e profissional;
A minha orientadora Dra. Elisete Pains Rodrigues por gentilmente ter me ajudado,
guiado e acreditado em mim ao longo deste trabalho. Em todos os momentos me
aconselhou e desejou 0 melhor para o meu futuro e sempre se dispds a me ensinar
em qualquer circunstancia. Muito obrigada!
A Dra. Adriana Paes Leme e as técnicas Bianca Pauletti @ Roménia Domingues do
Laboratorio Nacional de Biociéncias (CNPEM/LNBIo) pela ajuda e disponibilidade na
analise protebmica;
Ao prof. Dr. Paulo Costa Carvalho do Instituto Carlos Chagas - Fiocruz (PR) e ao Dr.
Diogo Lima pela paciéncia e ajuda na utilizagao do software PatternLab;
A Dra. Marcia Vidal da Embrapa Agrobiologia pelo fornecimento de reagentes;
Aos amigos do Laboratério de Genética de Microrganismos (LAGEM), Ana Camila,
Amanda, Douglas, Luana, Jessica, limara e Gilberto pelos ensinamentos, auxilio e
amizade;
Aos amigos da UEL e laboratorios vizinhos, Carla, Ana Paula, Fernanda, Moema,
Same, Felipe, Jodo, Jota, Renan, Marcelly e Luciane, que com certeza foram
importantissimos durante esta etapa;
Aos amigos Mayra, Felipe, Conrado, José, Luciane, Hugo Pires, Lais, Hugo Assis,
Lucas, Benny, Marina, Thiago, pela amizade, alegria e companheirismo, que mesmo
distantes fisicamente, foram essenciais durante esta caminhada;
Enfim, agradeco a todos os familiares, amigos e profissionais que de alguma forma
se fizeram presentes e contribuiram para a conclusdo deste trabalho.

A todos, OBRIGADA!



YOKOYAMA, Cétia Lie. Analise protedmica diferencial de Rhizobium tropici
CIAT899 em resposta ao aminoacido L-Triptofano. 100 f. 2018. Dissertacdo
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2018.

RESUMO

Rhizobium tropici CIAT899 é uma bactéria simbidtica utilizada como inoculante
comercial para o cultivo de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). A simbiose entre
rizobios e plantas leguminosas resulta na formacdo de nddulos radiculares, 6rgaos
especializados na troca de nutrientes entre as bactérias e a raiz aprimorando o0s
beneficios da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN). O estabelecimento da simbiose
e formacé&o dos nddulos € um processo complexo e regulado por ambos 0s parceiros,
sendo o fitormdnio auxina (4cido indol-3-acético; AlA), um dos fatores envolvidos na
regulacdo do processo de biogénese do nédulo. A acdo do AIA ja foi relatado
atuacdo durante os estagios iniciais do processo de infec¢cdo, como o encurvamento
do pélo radicular, desenvolvimento do cordao de infeccéo, iniciacdo e diferenciacéo
de nodulos. Este fitormonio também é produzido por bactérias, inclusive por R.
tropici CIAT899, porém as vias de biossintese e os fatores de regulagdo séo ainda
pouco estudadas. Entre os fatores conhecidos que regulam a producao de AIA em
bactérias esta o precursor das vias de biossintese, 0 aminoacido L-triptofano (TRP).
Além do TRP, a producdo de auxinas também é regulada pela disponibilidade de
amonia (NH4"), um fator que interfere tanto na biossintese de auxinas quanto no
estabelecimento da simbiose e nodulacdo de leguminosas. Devido a importancia de
AIA no estabelecimento de relagcdes simbidticas entre rizobios e leguminosas, 0
presente trabalho teve como objetivo analisar a producédo de auxinas de CIAT899 na
presenca de TRP e amonia e comparar o proteoma de CIAT899 na presenca e na
auséncia de TRP, visando identificar proteinas que sejam reguladas por este
aminoacido. Para os ensaios experimentais, CIAT899 foi cultivada em meio YM em
quatro condicdes biologicas (sem TRP; com TRP; com NH,"; com TRP e NH,"), com
trés repeticdes. A producéo de auxinas foi avalizada por colorimetria com o reagente
de Salkowski e o crescimento pela absorbancia (DOgoonm). Para analise protémica,
as proteinas foram extraidas e digeridas com tripsina e os peptideos obtidos foram
analisados por cromatografia liguida em nano escala, acoplado a espectrometria de
massa (nanoLC-MS/MS). As proteinas foram identificadas pela comparacdo do
proteoma contra o genoma de CIAT899, sendo as proteinas diferencialmente
expressas identificadas pela analise de T-fold no programa PatternLab. As analises
funcionais foram feitas com o auxilio das ferramentas Uniprot, KEGG Mapper e
PATRIC. Os dados obtidos revelaram que a producédo de auxinas em CIAT899 é
estimulada pelo L-triptofano, produzindo 28,56 pg/mL em 24 horas de cultivo
engquanto a presenca de amoénia tem efeito negativo com reducdes de até 61,2%. A
amonia é o principal produto da FBN e age como o principal regulador nas etapas
finais de simbiose e nas reacdes envolvidas com a FBN, reforcando a importancia da
elucidacdo do papel do AIA nestes processos. Na analise diferencial, entre YM
versus YM+TRP, foram identificadas 617 proteinas totais, no qual 164 foram
exclusivamente expressas na auséncia de TRP, e 112 na presenca de TRP. Na
analise utilizando KEGG permitiu mapear mais de 90 vias metabdlicas, onde a via
com maior numero de identificagBes foi relacionado & biossintese de metabdlitos



secundarios. Na analise utilizando o GO foram identificadas principalmente proteinas
relacionadas a atividade catalitica, biossintese de compostos celulares, e processos
metabodlicos e celulares. A analise no TFold permitiu identificar 10 proteinas
diferencialmente expressas que satisfazem ambos testes estatisticos (fold-change e
p-value), 28 proteinas atenderam apenas o corte de Fold change e 8 proteinas que
sao consideradas diferencialmente expressas, mas apresentaram baixa abundéancia.
Entre as proteinas diferencialmente expressas, destacam-se a fosfatase acida,
lactato desidrogenase, proteina peripldsmica de ligacdo oligopeptidica, transportador
ABC, proteina do locus B associada com invaséo, succinoglucana ExoF, proteina da
via de dissimilagdo da Fucose e trés proteinas ribossomais 50S. Os principais
processos que foram alterados em resposta ao aminoacido triptofano foram:
metabolismo de sideré6foro, biossintese de polissacarideos de superficie celular,
atividade de quimiotaxia e motilidade e biossintese e metabolismo de aminoacidos
aromaticos por CIAT899. Estes resultados evidenciam que a biossintese de AIA
ocorre por vias metabdlicas dependentes de TRP que sdo reguladas pela
disponibilidade de amoénia.

Palavras-chave: Rhizobium tropici. L-triptofano. nanoLC-MS/MS.
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ABSTRACT

Rhizobium tropici CIAT899 is a symbiotic bacteria used as a commercial inoculant for
comoon bean (Phaseolus wvulgaris L.). The symbiosis between rhizobia and
leguminous plants results in the formation of root nodules, organs that specialize in
the exchange of nutrients between bacteria and root, enhancing the benefits of
biological nitrogen fixation (BNF). The establishment of symbiosis and formation of
nodules is a complex process regulated by both partners, being the phytohormone
auxin (indole-3-acetic acid; IAA), one of the factors involved in the regulation of the
biogenesis process of the nodule. The IAA has already been reported in the early
stages of the infection process, such as root curving, infection thread development,
nodule initiation and nodule differentiation. This phytohormone is also produced by
bacteria including R. tropici CIAT899. However, the biosynthesis pathways and
regulatory factors are still poorly understood. Among the known factors that regulate
the production of IAA in bacteria, the precursor of the biosynthesis pathways, the
amino acid L-tryptophan (TRP), is one of the most important. In addition to TRP,
auxin production is also regulated by the availability of ammonia (NH";4), a factor that
interferes with both auxins biosynthesis and the establishment of symbiosis and
nodulation of legumes. Due to the importance of IAA in establishing symbiotic
relationships between rhizobia and legumes, the present study aimed to analyze the
production of auxins by CIAT899 in the presence of TRP and ammonia and to
compare the proteome of CIAT899 in the presence and absence of TRP, aiming to
identify proteins that are regulated by this aminoacid. For the experimental assays,
CIAT899 was cultivated in YM medium in four biological conditions (without TRP,
with TRP, with NH",, with TRP and NH",), with three replicates. Auxin production was
assayed by colorimetry with the Salkowski reagent and growth by absorbance (OD
600nm)- FOr proteomic analysis, the proteins were extracted and digested with trypsin
and the peptides obtained were analyzed by nano-scale liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (nanoLC-MS / MS). Proteins were identified by
comparing the proteome against the genome of CIAT899, and the differentially
expressed proteins were identified by the T-Fold analysis in the PatternLab software.
The functional analyzes were done in the tools, Uniprot, KEGG Mapper and PATRIC.
The data obtained showed that the production of auxins in CIAT899 is stimulated by
L-tryptophan, producing 28.56 ug / mL in 24 hours of cultivation while the presence of
ammonia has a negative effect with reductions up to 61.2%. Ammonia is the main
product of FBN and acts as the main regulator in the final stages of symbiosis and in
the reactions involved with FBN, reinforcing the importance of elucidating the role of
IAA in these processes. In the differential analysis, between YM and YM + TRP, 617
total proteins were identified, in which 164 were exclusively expressed in the absence
of TRP, and 112 in the presence of TRP. Analysis using KEGG allowed to map more
than 90 metabolic pathways, in which the route with the highest number of
identifications was the biosynthesis of secondary metabolites. In the GO analysis,
proteins related to catalytic activity, part of the cell and metabolic and cellular



processes were identified. The analyzes in the TFold were identified 10 differentially
expressed proteins that satisfy both statistical tests (fold-change and p-value), 28
proteins attended only the cut of Fold change and 8 proteins that are considered
differentially expressed, but presented low abundance. In the analysis of differentially
expressed proteins were include acid phosphatase, lactate dehydrogenase,
oligopeptide binding periplasmic protein, ABC transporter, B locus associated protein
with invasion, ExoF succinoglucan, fucose dissimilation pathway protein and three
50S ribosomal proteins. The main processes that were altered in response to the
amino acid tryptophan were: siderophore metabolism, cell surface polysaccharide
biosynthesis, chemotaxis and motile activity and biosynthesis and metabolism of
aromatic amino acid by CIAT899. These results show that the biosynthesis of AIA
occurs by metabolic pathways that are regulated by the availability of ammonia.

Keywords: Rhizobium tropici. L-tryptophan. nanoLC-MS / MS.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Simbiose rizébio-leguminosa

Na simbiose entre rizobio e plantas leguminosas, o rizébio desencadeia a
formacao de um 6rgédo especializado nas raizes da planta hospedeira, denominado
nodulo. No interior dos noédulos, mediante processo de infeccdo, formas
diferenciadas de rizébios, chamadas de bacteroides, realizam a fixacao biolégica de
nitrogénio (FBN) e disponibilizam a amonia produzida diretamente aos tecidos
vegetais em troca de fotossintatos fornecidos pela planta (JONES et al., 2007).

A simbiose rizobio-leguminosa € uma adaptacdo evolutiva relativamente
recente, que ocorreu ha aproximadamente 60 milhbes de anos atrds, e que
compartilha mecanismos comuns com a associacdo simbiodtica entre fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) e as raizes das plantas presentes em quase todo
o reino vegetal (HARRISON, 2005; SPRENT, 2007; 2008). Esta relacéo evolutiva foi
inferida com base em descobertas de genes que codificam fatores comuns para o
estabelecimento de simbiose, presentes em rizébios e micorrizas. Considerando que
quase todas as plantas vasculares interagem com simbiontes micorrizicos, ainda
ndo esta claro porqué a simbiose com a finalidade de FBN é estritamente limitada as
espécies de leguminosas, com excecao do género Parasponia pertencente a familia
Cannabaceae. O entendimento atual sobe o surgimento e aevolu¢do da nodulacéo
em leguminosas indica que o primeiro evento de simbiose envolveu a invasao
bacteriana nas raizes, através de aberturas na epiderme do hospedeiro onde
emergem as raizes laterais (SPRENT, 2008). Subsequentemente, 0s mecanismos
de interacdo evoluiram, provavelmente pelo processo de duplicacdo de genes, para
alcancar uma simbiose altamente seletiva. Em particular, o surgimento de uma
estrutura de infeccdo derivada do hospedeiro permite que este controle o processo
de infecgao bacteriana (GAGE, 2004).

Dentro da linhagem de rizobios simbidticos, estimou-se que Sinorhizobium
divergiu de Bradyrhizobium ha& aproximadamente 500 milhdes de anos atras
(TURNER & YOUNG, 2000), periodo anterior ao aparecimento de espécies de
leguminosas, que foi ha aproximadamente 60 milhdes de anos (SPRENT, 2008). Em
adicdo, os rizébios apresentam genomas grandes e multipartidos, caracteristica

semelhante a outras proteobactérias simbiontes (MACLEAN et al., 2007). A evolucéo
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da capacidade simbidtica do rizébio também envolveu eventos de transferéncia
horizontal de genes, com base em varias observacdes. O material genético de
rizobio € composto pelo cromossomo e um ou mais plasmideos (JUMAS-BILAK et
al., 1998), que contribuem para um genoma evolutivamente dinamico devido ao
processo de transferéncia horizontal de genes. Além disso, os genes de rizébios
envolvidos na simbiose s&o frequentemente localizados dentro do cromossomo ou
em plasmideos. Genes de Sinorhizobium meliloti envolvidos na biossintese de
fatores de nodulacdo (nod, nol, noe) e fixacdo de nitrogénio (nif e fix) estao
localizados no plasmideo pSymA, enquanto outros genes necessarios para a
biossintese de exopolissacarideo (exo), que sdo importantes para interacao planta-
bactéria estdo localizadas no plasmideo pSymB (GALIBERT et al.,, 2001). A
transferéncia horizontal desses elementos gendmicos foi observada entre bactérias
presentes na rizosfera e possui capacidade de converter um microrganismo nao
simbionte em um simbionte através de um unico evento de transferéncia (SULLIVAN
et al., 1995; SULLIVAN & RONSON, 1998; BARCELLOS et al., 2007). Além dos
genes de simbiose, ndo ha sintenia significativa compartilhada entre os plasmideos
ou cromossomos de varias espécies de rizébios (WONG & GOLDING, 2003;
BOUSSAU et al., 2004). Moulin e colaboradores (2001) observaram que certas B-
proteobactérias também sédo capazes de estabelecer simbioses com leguminosas.
Andlises filogenéticas comparativas auxiliam o conceito de que 0s genes simbioticos
transmitidos por plasmideos (nod e nif) em Burkholderia (B-proteobactérias) séo
derivados de pelo menos um evento horizontal de transferéncia génica (CHEN et al.,
2003).

1.1.1. Estabelecimento da simbiose rizébio-leguminosa

O inicio da interacdo rizébio-leguminosa é determinado pela excrecao de
compostos pelas raizes e/ou sementes da planta hospedeira (exdatos) que possuem
uma grande variedade de moléculas em sua composi¢do, dentre as quais 0s
compostos flavonoides que podem atuar como fatores de compatibilidade espécie-
especificos. Os flavonoides agem como sinais moleculares e séo reconhecidos pelos
rizobios compativeis presentes no solo, atuando como substancias quimiotéticas,
estimuladoras da multiplicacdo dos rizobios e indutoras da expressdo de genes

bacterianos responsaveis pela sintese dos fatores de nodulacao (fatores Nod - NF),
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oligossacarideos lipoquitinicos secretados pelos rizébios (Figura 1A). Os fatores Nod
quando reconhecidos pela planta e conduzem altera¢cées morfoldgicas tais quais: o
encurvamento dos pélos radiculares, invaginacdo da parede celular e formacéo de
um pré-cordao de infeccao no interior do pélo radicular (Figura 1B). Assim, o rizébio
aderido nos pélos radiculares encurvados tem a capacidade de invadir o nodulo
através de uma estrutura pertencente ao hospedeiro denominada corddo de
infeccdo (Figura 1B). O corddo alcanca o cortex, onde é formado o primérdio do
nodulo (Figura 1C). Os rizobios séo liberados na extremidade interna do cordédo de
infeccdo por endocitose em uma célula cortical, sendo circundados por uma
membrana no interior da qual se diferenciam em bacteroides, que séo as formas
capazes de fixar Ny, e assim determinando a formacdo do ndédulo maduro e ativo
(Figura 1D) (SCHULTZE & KONDOROSI, 1998; BEATTIE, 2007; JONES et al.,
2007; BOIVIN-MASSON, et al., 2009). Essa interacdo simbiotica requer um alto grau
de compatibilidade entre o riz6bio e a planta hospedeira, pois a sinalizacédo
molecular, mediada especialmente pelos flavonoides e fatores Nod, é altamente
especifica e coordenada (BOIVIN- MASSON et al., 2009; BARRET & PARKER,
2006).

Bactéria
Rhizobium
1. Sinais quimicos corddo de Células em divisdo
atraem bactériase  Infeccéo no cértex da raiz
o cordaode
infecgao é formado Al 0 B
Pélo da raiz g Bacteroide
Tecido Nédulo- infectado -ia AN
vascular ot ! . % Células divisoras no periciclo
" o~
Bacteroide
Bacteroide Pélo da raiz
2 decadente
b Nédulo de raizem
\\ desenvolvimento
N \ 3. Crescimento continua
Células do \ sdulo d z
esclerénquima P e um nodulo de raiz se
o forma
5. O nédulo maduro 2
Tecido 4. O nédulo desenvolve
crescede forma a Bacteroid | tecido vascular
ficarmaior em acteroide vasciar
do nédulo

diametro que a raiz

Figura 1. Organogénese do nédulo em plantas leguminosas por indugcédo de Rhizobium (Adaptado de

Pearson Education, Inc. 2011)
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1.1.2. Didlogo molecular — flavonoides e fatores de nodulagéo

A capacidade de rizobios formarem nodulos ou invadirem raizes/tecido
radicial de hospedeiros é determinada por uma série de eventos de sinalizacéao
reciproca. Dénarié e colaboradores (1993) determinaram o termo “dialogo molecular”
para descrever a troca de sinais quimicos no qual o rizébio é atraido pela planta
levando a infeccé@o dos pélos radiculares e posterior formacao de ndédulos na raiz. Os
principais sinais provenientes do hospedeiro sdo metabdlitos secundarios exsudados
pelas raizes das plantas, como os flavonoides e isoflavonoides. (PERRET et al.,
2000).

Os flavonoides secretados pela planta hospedeira interagem com as
proteinas NodDs da bactéria. A proteina NodD é um regulador transcricional
pertencente a familia LysR e possui um dominio de ligacéo (ligand-binding domain -
LBD) no N-terminal que reconhece os flavonoides. Sob a indugéo dos flavonoides, a
proteina NodD se liga a regides conservadas, os nod-boxes, localizados nas regides
promotoras de genes nod induzindo a expressdo de genes envolvidos na
biossintese de fatores de nodulacdo (Nodulation Factor - NF). Havendo interacao
compativel, as raizes secretam mais flavonoides aumentando a capacidade de
inducado dos genes nod nos microssimbiontes (VAN BRUSSEL et al., 1990; CAPELA
et al. 2005; COOPER, 2007).

Os isoflavonoides daidzeina e genisteina de Glycine max (soja) induzem a
expressao dos genes nod e a biossintese de NF em Bradyrhizobium japonicum mas
nao em S. meliloti, o qual € induzido pelo flavonoide luteolina (PECK et al., 2006). Ja
em P. vulgaris sdo encontrados diversos flavonoides exsudados pela raiz como a
apigenina, coumestrol, daidzeina, genisteina e a naringenina, sendo a apigenina o
flavonoide presente em maior concentragcdo e com maior capacidade de inducéo de
genes nod (BOLANOS-VASQUEZ; WERNER, 1997; ESTEVEZ et al., 2009;
DARDANELLI et al., 2012; PEREZ-MONTANO et al., 2016). Recentemente, Del
Cerro e colaboradores (2017) relataram pela primeira vez que a proteina NodD
(NodD2) de Rhizobium tropici CIAT899 estd relacionada com a ativacao
transcricional dos genes de nodulacao sob condigbes de estresse salino, de maneira
independente de flavonoides.

Os fatores de nodulagdo funcionam como uma chave que abre a porta de seu

hospedeiro para assim iniciar o processo de infeccdo (PERRET et al., 2000), no qual
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deve existir um elevado grau de rigor na estrutura quimica do fator de nodulacdo
para determinar se o hospedeiro permite a invasado bacteriana. Os fatores de
nodulacdo também funcionam como um mitdbgeno e modificam o equilibrio de
horménios da planta para desencadear a formacdo do primérdio que, em ultima
etapa, da origem ao tecido do nédulo maduro (FOUCHER & KONDOROSI, 2000;
D'HAEZE & HOLSTERS, 2002; OLDROYD & DOWNIE, 2008). Fujishige e
coloboradores (2008) revelaram que os fatores de nodulacdo também
desempenham funcdo no desenvolvimento de biofilme em S. meliloti de maneira
independente do hospedeiro. Assim, o NF parece desempenhar um papel
significativo em rizobios tanto em vida livre como em simbiose.

A diversidade das estruturas dos NFs produzidas pelo rizébio deriva da
presenca combinada de genes espécie-especificos e da variacdo alélica dos genes
comuns de nodulacdo (PERRET et al., 2000). Os genes nod comuns (nodA, B e C),
que sdo encontrados em quase todas as espécies de rizébios, sdo responsaveis
pela sintese do esqueleto de quitina do NF. Ja os genes nod especificos conferem
especificidade para a nodulacdo de um hospedeiro particular e estdo envolvidos em
varias modificacbes do esqueleto da quitina. A capacidade de sintetizar e secretar
NF pode ser transferida para Escherichia coli pela introducédo do conjunto de genes
biossintéticos de NF, o que confere a E. coli a capacidade de provocar varias das
respostas precoces no hospedeiro, relacionadas com o processo de nodulagéo
(WAIS et al.,, 2002). Uma série de respostas fisiolégicas sdo observadas quando
bactérias ou NF purificado € aplicado as raizes (D’HAEZE & HOLSTERS., 2002).
Essas respostas foram usadas para posicionar os genes do hospedeiro dentro de
uma via de sinalizacdo (OLDROYDO & DOWNIE., 2008). Os fatores de nodulagéo
purificados sédo efetivos para provocar a maioria das respostas do hospedeiro em
concentracdes nanomolares. As respostas epidérmicas da raiz primaria incluem uma
alcalinizacdo do citosol e uma despolarizacdo da membrana plasmatica em poucos
minutos apos inoculacao da raiz.

De fato, aos fatores de nodulacdo podem se acumular dentro da membrana
plasmatica de células da raiz da planta hospedeira (GOEDHART et al., 2000), e
parecem fornecer uma resposta direta, de modo que a extremidade do pelo da raiz
cresce em dire¢ao ao local de maior concentracdo de NF (ESSELING et al., 2003).
Na presenca de outros compostos secretados pelas plantas (betainas, xantonas,

acidos organicos, jasmonatos e compostos fendélicos simples) a interacdo tende a
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ser mais efetiva, podendo atuar como indutores dos genes de nodulagéo de rizébios
(genes nod). Fitormdnios (auxinas, citocininas e etileno), bem como peréxido de
hidrogénio (H.O,) e acido nitrico (NO) também exercem papel na simbiose
(JANCZAREK et al., 2015). As bactérias na rizosfera podem provocar aumentos
guantitativos e mudancas qualitativas na exsudacdo de flavonoides. Saber
exatamente qual flavonoide é compativel com uma determinada espécie bacteriana
pode ser dificil de determinar, uma vez que as plantas secretam uma mistura

complexa destes compostos.

1.2. Fixacgao Biologica de Nitrogénio (FBN)

O nitrogénio (N) € um elemento fundamental para os organismos vivos, uma
vez que constitui biomoléculas essenciais para todas as formas de vida. Entretanto,
€ escasso em formas que podem ser assimiladas por plantas, em ecossistemas
marinhos e terrestres (FERGUSON, 1998; SMIL, 2004). Este elemento esta
abundantemente disponivel na atmosfera terrestre sob a forma de gas nitrogénio
(N2), mas a maioria dos organismos é incapaz de metabolizar N,, pois este elemento
€ relativamente inerte (MACKAY & FRYZUK, 2004; JIA & QUADRELLI, 2014).
Portanto, estes organismos dependem da disponibilidade de formas passiveis de
assimilacdo para suas necessidades nutricionais (HAAG, et al., 2013). As formas
disponiveis ou “combinadas” de N para a nutricdo dos seres vivos incluem as
combinacgdes amoniacais (NH4"), nitricas (NO2 e NO3) ou organicas (R-NHy), que
sdo metabolizadas visando a construcado de biomassa (CHENG, 2008; CANFIELD,
et al., 2010; THAMDRUP, 2012).

Como as formas assimilaveis N sdo continuamente sequestradas em
sedimentos, tornando-os indisponiveis para o metabolismo, e porque eles também
sdo continuamente convertidos em N, por processos combinados de nitrificacao e
desnitrificagdo, a vida sO pode ser sustentada pela conversdo de N, em NH;3
(amébnia) (CHENG, 2008; THAMDRUP, 2012). Quando realizado por organismos
vivos, este processo € conhecido como fixacdo bioldégica de nitrogénio (FBN)
(RAYMOND et al., 2004) e € um passo critico no ciclo biogeoquimico do planeta
(CHENG, 2008; GRUBER & GALLOWAY, 2008; CANFIELD et al., 2010). A fixacédo
de N, ocorre de trés formas diferentes: (i) através de processos geoquimicos
(relampago) (GRUBER & GALLOWAY, 2008), (i) industrialmente através do
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processo Haber-Bosch (HABER, 1922; HABER 1923; SMIL, 2004) e (iii)
biologicamente pela acdo da enzima nitrogenase (BURK, 1934; BURK at al., 1934)
gue é encontrada apenas em alguns microrganismos, capazes de realizar a fixacdo
bioldgica de nitrogénio (DOS SANTOS et al., 2012; MCGLYNN et al., 2013).

No processo de fixagdo biolégica de nitrogénio, o nitrogénio atmosférico é
convertido em amoénia devido a atividade do complexo enzimatico nitrogenase. Este
complexo enzimatico € amplamente distribuido entre membros da ordem Rhizobiales
e outras bactérias filogeneticamente diversas e denominadas coletivamente de
diazotroficas. A nitrogenase compreende duas proteinas: a dinitrogénio redutase,
um homodimero com centros ferro-enxofre (FeS) o qual se liga a duas moléculas de
ATP e transfere elétrons para a segunda proteina do complexo, uma proteina ferro-
molibdénio (FeMo), que possui o sitio de ligacdo ao N, e reduz o nitrogénio
molecular & NH3/NH"; que pode ser assimilada por outros organismos (FERGUSON,
1998; IGARASHI, 2003; REED et al., 2011; HAAG et al., 2013).

Atualmente a fixac&o de nitrogénio simbidtica € muito importante do ponto de
vista agricola. O sistema biolégico de fixacdo de nitrogénio mais relevante é a
associacdo simbidtica entre leguminosas e bactérias pertencentes ao grupo rizébio
(HERRIDGE et al., 2008). A tecnologia de inoculacdo de bactérias de interesse
biotecnoldgico na agricultura tem contribuido para reduzir o uso e o consequente
impacto negativo que os fertilizantes quimicos podem gerar em diversos
ecossistemas, devido as mas praticas de uso. A pratica de inoculacdo com bactérias
diazotroficas € importante para 0 manejo agricola sustentavel e para no meio
ambiente. Os beneficios dos processos ecoldgicos desempenhados por estes
microrganismos, por meio da fixacdo biolégica de nitrogénio, do controle biolégico,
da promocdo de crescimento vegetal e da solubilizacdo de nutrientes, tém
contribuido para aumentar a sustentabilidade dos sistemas agricolas (MARTINS et
al., 2003; HUNGRIA & CAMPO, 2007).

A fixagcdo biologica do nitrogénio tem sido amplamente utilizada em
substituicdo aos fertilizantes nitrogenados para producdo de leguminosas devido a
sua eficiéncia econémica em comparacédo aos fertilizantes minerais e importancia no
manejo agricola sustentavel (OUMA et al., 2016). As bactérias do género Rhizobium
séo fixadoras de nitrogénio e vivem livremente no solo ou em associa¢do simbiotica
com as raizes de leguminosas (MARTINEZ-ROMERO, 2003). Essas bactérias s&o

utilizadas como biofertilizantes na producdo de leguminosas, promovendo o
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aumento do nitrogénio disponivel por assimilagdo por meio da FBN em diferentes
agroecossistemas, e consequentemente favorecendo o crescimento da planta
(CHABOT et al., 1998). Os biofertilizantes possuem importancia econémica para
diversas culturas agricolas, inclusive a cultura do feijdo, uma vez que compreendem
uma tecnologia alternativa, natural e de baixo custo para alcancar uma agricultura
sustentavel e que nao altere a biodiversidade e estrutura do solo (RAHMANI et al.,
2011). Além disso, a producado de culturas utilizando boinoculantes pode ser mais

barata e mais acessivel aos pequenos produtores (SINGH et al., 2016).

1.3 Rhizobium tropici

A estirpe CIAT899 foi inicialmente isolada de ndédulos de feijdo-comum na
Colémbia, sendo a cepa tipo de Rhizobium tropici (RIBEIRO et al., 2012). E uma
bactéria gram negativa, aerbbica, ndo esporulante, pertencentes ao filo alfa-
Proteobacteria (ZAKHIA & LAUJUDIE, 2001). Originalmente, R. tropici abrangia dois
grupos fenotipicamente distintos, denominados tipo A e tipo B, até que uma nova
espécie de Rhizobium leucaenae foi descrita e proposta como espécie-tipo para
cepas de tipo A, com a cepa CFN299 selecionada como representante das espécies
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991; RIBEIRO et al., 2012).

A cepa CIAT899 é um rizébio promiscuo que pode apresentar simbiose com
varias espécies das trés subfamilias de leguminosas, com énfase em Leucaena spp
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991a; HUNGRIA et al., 2000). Varias leguminosas
tropicais s&o os hospedeiros naturais de R. tropici e R. leucaenae (ACOSTA-DURAN
& MARTINEZ-ROMERO, 2002), e acredita-se que, esses rizobios formaram nédulos
com feijdo-comum pela introducéo desta em regides tropicais (GRANGE et al., 2007).
Os determinantes genéticos da ampla gama de hospedeiros de R. tropici séo
atualmente desconhecidos, embora a capacidade de certas cepas, como o CIAT899,
para produzir uma ampla gama de fatores Nod (MORON et al., 2005) certamente
contribui para este fendtipo. CIAT899 foi identificada como altamente eficaz na
fixacdo de N, com gendtipos de feijoeiro andino e mesoamericano, alta capacidade,
competitiva, geneticamente estavel e adaptado a condi¢des tropicais estressantes,
como solos Acidos e altas temperaturas (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991;
GRAHAM et al, 1994; HUNGRIA et al.,, 2000; PINTO et al, 2007). Essas

propriedades resultaram na incluséo desta cepa em inoculantes comerciais no Brasil
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(HUNGRIA et al., 2000; HUNGRIA et al., 2003) e em alguns paises da Africa. A cepa
CIAT899 é resistente a varios compostos antimicrobianos e metais pesados, em
comparacao com outros rizébios com capacidade de nodulacdo em feijdo, como R.
etli e R. leucaenae (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991b; RIBEIRO et al., 2012). As
cepas de R. tropici também apresentam resisténcia aos pesticidas utilizados na
agricultura, como os fungicidas Thiram e Captan, que podem diminuir a
sobrevivéncia de bioinoculantes aplicados em sementes (BERNAL et al., 2004,
ORMENO-ORRILLO et al., 2008).

No inicio dos estudos taxondmicos de rizébio, todas as bactérias formadoras
de nddulos em leguminosas eram classificadas no género Rhizobium (WANG et al.,
2006), apresentando seis espécies: R. leguminosarum, R.meliloti, R. trifolii, R.
phaseoli, R. lupinie R. japonicum. Nesta classificagdo, os hospedeiros eram o0s
fatores mais importante na definicdo destas espécies, embora tenham sido descritas
também caracteristicas morfologicas e fisiologicas (FRED et al., 1932). Durante
muito tempo, o inoculante brasileiro utilizado para a cultura de feijdo foi obtido a
partir de bactérias noduliferas de leguminosa (BNL) das espécies Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli e Rhizobium etli. Algumas destas bactérias eram
provenientes do exterior e foram avaliadas por instituicdes brasileiras de pesquisa
(STRALIOTTO, 2002). Atualmente, sabe-se que as estirpes de R. leguminosarum bv.
phaseoli e R. etli estdo sujeitas a elevado grau de instabilidade genética, podendo
perder sua eficiéncia simbittica. Sendo assim, 0 uso de R. tropici como inoculante
apresenta-se mais vantajoso em comparacao a R. leguminosarum bv. phaseoli e R.

etli.

1.4 Auxina

O fitorm6nio auxina foi o primeiro hormoénio natural descoberto em plantas em
1930, sendo o acido indol-3-acético (AlIA) de ocorréncia natural mais comum (TAIZ &
ZEIGER, 2009). A manutencdo adequada de niveis de auxina nas células vegetais é
importante para regular todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento da
planta. Os niveis de auxina celular podem ser alterados pelo transporte de auxina,
biossintese de auxina e interconversdo das formas modificadas de auxina. A auxina
€ sintetizada no meristema apical das plantas, podendo também ser produzida por

bactérias em associacdo com vegetais, através de diferentes vias metabdlicas,
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sendo a principal a que utiliza o amino&cido L-triptofano como precursor (TAIZ &
ZEIGER, 2009).

Muitos estudos indicam que a alteracdo nas concentracfes endogenas de
auxina na planta constitui um pré-requisito para a organogénese nodular em
leguminosas (MATHESIUS, 2008), indicando um importante papel deste hormonio
na formacdo e desenvolvimento do nddulo. Estudos em Medicago truncatula, Lotus
japonicus e Glycine max evidenciaram que as concentracdes mais elevadas de AIA
foram observadas no estagio inicial na formacdo do priméordio do nodulo
(MATHESIUS et al. 1998, PACIOS-BRAS et al., 2003, VAN NOORDEN et al., 2007,
TAKANASHI et al., 2011; SUZAKI et al., 2012; TURNER et al., 2013). A formacéo de
raizes laterais é regulada pela auxina em cada estagio de seu crescimento
(LAVENUS et al.,, 2013). Em Arabidopsis thaliana, oscilagbes na sinalizacdo de
auxina no meristema basal, que da origem a medula e ao cambio cortical, estao
correlacionados com a emergéncia da raiz lateral (DE SMET et al., 2007). Além
disso, a sinalizacdo por auxina é necessaria para iniciar a divisdo celular nas células
do periciclo, que originardo as raizes laterias (DE SMET et al., 2007; DUBROVSKY
et al., 2008; LASKOWSKI et al.,, 2008). Tanto a iniciagdo como 0 surgimento
subsequente de raizes laterais estd associado ao aumento localizado na
concentracdo de auxina, que dependem de transportadores de influxo de auxina
membros da familia AUX-LAX, sendo todas essas etapas importantes para a
organogénese nodular (MARCHANT et al., 2002).

Modelos computacionais predizem que é provavel que a auxina acumule no
primérdio do nédulo através da regulacdo do transporte de auxina, em particular
reduzindo sua exportacédo (Deinum et al., 2012). O transporte deste hormonio ocorre
através do floema para os tecidos e através do transporte ativo de célula para célula
(Peer et al., 2010). O principal fitormbnio encontrado em plantas € o AlA, e é
ativamente transportado para células por importadores de auxina da familia das
permease AUX1 (Auxin resistente 1), LAX (Like-AUX1) e PGP4, um membro da
familia MDR / PGP (Resisténcia a Multidroga/ P-glicoproteina). A exportagdo de AlA
é mediada por membros das familias PIN e PGP. A localizacdo de proteinas PIN na
membrana da célula determina a dire¢cdo do transporte de auxina, podendo ser do
lado basal, apical ou lateral da célula (FERGUSON & MATHESIUS, 2014).
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1.4.1. Papel da auxina na simbiose rizébio-leguminosa

Outro fator importante para a simbiose é a sintese de fitorménios, como as
auxinas por rizobio. Em geral, raizes com nodulos contém mais auxina do que as
raizes ndo noduladas (BADENOCHJONES et al., 1983; GHOSH & BASU, 2006). A
atuacdo de AlA ja foi relatado durante os estagios iniciais do processo de infeccao,
como o encurvamento do pelo radicular, desenvolvimento do corddo de infeccao,
iniciacdo de nodulos e diferenciacdo de ndédulos (PIl et al., 2007; MATHESIUS,
2008). Outros trabalhos indicam que mudancas nas concentracdes de auxina e o
balanco entre os fitorménios citocinina e auxina, sao pré-requisitos para a
organogénese dos nédulos (MATHESIUS, 2008; SUZAKI; et al., 2013; CHAMPION
et al., 2015; LAPLAZE et al., 2015; KOHLEN et al., 2018).

O fitormbnio auxina esta envolvido em muitos processos de formacdo de
nédulos por rizobio em plantas de leguminosas, como diferenciacdo de nodulos
(acumulacdo de auxina), formacdo de feixe vascular e numero de nodulos
(transporte de auxina de longa distancia). Como muitos rizobios sdo capazes de
produzir AIA através de rotas diferentes, presume-se que a auxina produzida por
bactérias pode alterar o equilibrio de auxina enddégeno da planta. Além disso, 0
rizobio também pode influenciar indiretamente a homeostase das auxinas ao
interferir com o transporte de auxina vegetal (MATHESIUS, 2008). Os nodulos
induzidos por mutantes de Rhizobium que possuem baixa producdo de AIA,
apresentam menos AIA em relagdo a nodulos induzidos por estirpes selvagens
(THEUNIS, 2005).

De maneira contraria, bacteridides mutantes de B. Japonicum
superprodutores de AIA, produzem maiores quantidades de AIA (HUNTER, 1989).
Também em R. leguminosarum bv. viciae, a introducdo e a expressdo da rota de
biosintese de AIA via IAM resultaram em nodulos radiculares de Vicia hirsuta
contendo até 60 vezes mais AIA do que ndodulos induzidos pela cepa selvagem,
além da capacidade aumentada de fixagdo bioldgica de nitrogénio (CAMERINI et al.,
2008). A superexpressdo da mesma rota de biosintese (via IAM) em Sinorhizobium
meliloti resultou em maior tolerancia a varios estresses; além disso, plantas de M.
truncatula inoculadas com essa cepa apresentam maior concentracdo de AIA em
nodulos e suas raizes apresentaram melhor resisténcia ao estresse salino (BIANCO

& DEFEZ 2009). Ainda, a inoculacao de M. truncatula com estirpe superprodutora de
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AlA resultou em melhor crescimento da planta sob deficiéncia de fésforo, devido a
liberac@o de acidos orgéanicos pela bactéria (BIANCO & DEFEZ 2010). Nos estudos
de co-inoculagdo com Azospirillum e Rhizobium, observa-se uma nodulacdo mais
precoce e mais rapida e maiores rendimentos das culturas. Além disso, 0 nimero de
nodulos e a fixacdo bioldgica do nitrogénio sdo aumentados. Azospirillum ipdC, um
mutante que produz apenas 10% do AIA produzido pela estirpe selvagem, nao
promoveu aumento na nodulacdo e na fixacdo de nitrogénio quando co-inoculada
com rizobio, indicando que a producdo bacteriana de AIA € importante para a
simbiose (REMANS et al., 2008). Uma ampla gama de alteragcdes no padrdo de
expressdo de proteinas pode ser observada em M. truncatula em resposta ao
tratamento com auxina e inoculagdo com S. meliloti, provavelmente devido a
regulacdo dessas proteinas por auxina nos estagios iniciais da nodulacdo (VAN
NOORDEN et al., 2007).

Embora as etapas iniciais da formacdo de nddulos sédo induzidas apenas
pelos fatores de nodulacao, a biossintese de AlA pelos rizébios pode ser importante
em etapas mais avancadas da nodulacdo, como mostram trabalhos nos quais
mutantes deficientes na biossintese de AIA sdo prejudicados na capacidade de
fixacdo de nitrogénio, enquanto que um aumento da eficiéncia da nodulacdo foi
observado por estirpes superprodutoras de AlA. Entretanto, estas altera¢cdes variam

dependendo do tipo de nodulacdo encontrada na planta (PIl et al., 2007).

1.4.2. Biossintese de auxina

A auxina é sintetizada no meristema apical das plantas, podendo também ser
produzida por bactérias em associacdo com vegetais, através de diferentes vias
metabdlicas, sendo a que utiliza o aminoacido L-triptofano como precursor
considerada a principal. Estima-se que a producdo de auxinas faca parte do
metabolismo de até 80% das bactérias que vivem na rizosfera, denominadas
rizobactérias (KHALID et al., 2005). A adicdo de triptofano em culturas de
rizobactérias resulta em maior producédo de AIA por ser o principal precursor deste
fitormonio. A biossintese do triptofano ocorre a partir de corismato, envolvendo cinco
reagOes catalisadas por enzimas codificadas por um numero variavel de genes
dependendo do microrganismo (DOSSELAERE & VANDERLEYDEN, 2001;
MERINO et al., 2008).
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Pelo menos cinco vias de biossintese de auxina a partir do triptofano ja foram
descritas em bactérias, que séo: indol-3-acetamida (IAM), oxidase da cadeia lateral
do triptofano (TSO) indol-3-acetonitrila (IAN), triptamina (TAM) e indol-3-acido
piravico (IPyA), (PATTEN; GLICK, 1996; SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS,
2007; SPAEPEN, 2015). As vias de biossintese de AIA foram identificadas utilizando
varios métodos genéticos e bioquimicos. No entanto, nem todos 0s genes e enzimas
foram caracterizados.

A rota indol-3-acetamida (IAM) é a via melhor caracterizada em bactérias.
Nesta via, o triptofano é primeiro convertido para IAM pela enzima triptofano-2-
monoxigenase. Posteriormente, o IAM é convertido para AIA por uma IAM hidrolase.
Na bactéria fitopatogénica, Pseudomonas savastanoi, os genes que codificam para
as duas enzimas foram clonados e caracterizados, sendo denominados iaaM para a
triptofano-2-monoxigenase e iaaH e para a IAM hidrolase (MORRIS, 1986). Estudos
com outras bactérias como Agrobacterium tumefaciens, Bradyrhizobium japonicum,
e espécies de Rhizobium também encontraram genes relacionados a esta via
(MORRIS, 1986; SEKINE et al., 1989; THEUNIS et al., 2004). A rota IAM tem sido
descrita como especifica para bactérias, mas sua ocorréncia em A. thaliana também
ja foi relatada e estudos tém proposto IAM como um dos compostos enddégenos
desta planta (POLLMANN et al., 2002; SPAEPEN et al., 2007).

A via de biossintese da oxidase da cadeia lateral do triptofano (TSO) foi
descrita apenas em Pseudomonas fluorescens CHAO. Nesta via, o triptofano é
convertido diretamente em indol-3-acetaldeido (IAAld) que posteriormente € oxidado
para AIA (OBERHANSLI et al, 1991). Ainda ndo hé& relatos de ocorréncia desta via
em plantas (SPAEPEN et al.,, 2007).

A rota da triptamina (TAM) ocorre tanto em plantas como em bactérias. Nas
plantas, inicia-se com a descarboxilagdo do triptofano para produzir triptamina pela
atividade da enzima triptofano descarboxilase (TDC), codificada pelo gene tdc.
Posteriormente, a triptamina € convertida em indol-3-acetaldeido (AlAld) que é entao
oxidado a AIA por uma reagao de oxidacao catalisada pela enzima amina oxidase
(PATTEN & GLICK, 1996; TAIZ & ZEIGER, 2009). Nas bactérias, a via TAM foi
identificada em Bacillus cereus pela atividade de descarboxilase no triptofano
(PERLEY & STOWE, 1966) e em Azospirillum brasilense por deteccdo da conversao
de triptamina exdégena para AIA (HARTMANN et al., 1983).



27

A rota indol-3-acetonitrila (IAN) tem sido muito estudada em plantas, mas sua
ocorréncia em bactérias também ja foi relatada. Nesta via, o mecanismo de
conversao de triptofano a IAN ainda néo foi elucidado, mas sdo consideradas para
esta conversdo a via dos glucosinolatos inddlicos (glucobrassicinas), a via indol-3-
acetaldoxina (IAOx) e também uma rota independente de triptofano, através de
indol-3-glicerol fosfato ou indol (BARTLING et al., 1994; NONGBRI et al., 2012). Por
outro lado, as etapas envolvidas na conversdo do IAN em AIA ja sdo conhecidas,
podendo ocorrer diretamente pela atividade da enzima nitrilase ou indiretamente
pela enzima nitrila hidratase que converte IAN em IAM, o qual é posteriormente
convertido em AIA pela IAM hidrolase, uma enzima comum a via da IAM. Em
Alcaligenes faecalis, ja foi detectada a producdo de indol-3-acetonitrila, e em A.
tumefaciens e Rhizobium spp. foi detectada a atividade de nitrila hidratase e
amidase, indicando a conversao de IAN em AIA (SEKINE et al.,, 1989; VEGA-
HERNANDEZ et al., 2002; TAIZ & ZEIGER, 2009). Nas plantas, esta rota parece ser
importante em trés familias: Brassicaceae, Poaceae e Musaceae. Todavia, genes e
atividade de nitrilase tém sido identificados nas familias Cucurbitaceae, Solanaceae,
Fabaceae e Rosaceae (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A rota indol-3-piruvato (IPyA) é sugerida como a principal via de biossintese
de AIA em plantas, no qual o IPyA pode ser convertido diretamente em AIA por uma
monooxigenase FMO (YUCCAZ2) (ZHAO et al. 2001) que catalisa a descarboxilacéo
oxidativa do IPyA. Reacdo semelhante, catalisada pela enzima
indolpiruvato:metilviologenica  oxidoreductase (IMOR), foi observada na
arquebactéria termoacidofilica Sulfolobus sp. estirpe 7. Outro gene relacionado ao
metabolismo de IPyA é o gene IOR, que assim como o gene IMOR, catalisa uma
reacdo de descarboxilacdo oxidativa, porém faz uso de uma ferredoxina para
transformacdo de IPyA em indol-acetil-CoA. DONATI e colaboradores (2013)
relataram a indugdo deste gene em B. japonicum na presenca de AlA, atribuindo
uma funcéo de regulacdo da producdo de AIA via degradacao de IPyA em indol-
acetil-CoA. Van Puyvelde e colaboradores (2011), sugerem que o gene ior poderia
realizar a conversdo direta de IPyA em AIA, contudo ndo ha evidéncias
experimentais para esta hipétese. Em bactéria, a via IPyA tem sido descrita em
varios géneros de bactérias como Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium e na
bactéria fitopatogénica Pantoea agglomerans (SPAEPEN; VANDERLEYDEN;

REMANS, 2007). A primeira etapa desta via € a conversao do triptofano em IPyA por
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uma aminotransferase pelo processo de transaminacdo, em seguida IPyA é
descarboxilado a indol-3-acetaldeido (AIAld) pela indol-3-piruvato descarboxilase
(IPDC). Na Uultima etapa, AIAld é oxidado a AIA pela IAAld desidrogenase
codificadada pelo gene ialdH (BRANDL & LINDOW, 1996; PATTEN; GLICK., 1996;
SPAEPEN; VANDERLEYDEN., 2011).

Recentemente, Imada e colaboradores (2017) verificaram que o indol-3-
piruvato é o principal intermediario de biossintese de AIA em R. tropici CIAT899. Os
genes y4wE, lao e iorA foram identificados pela analise do genoma de R. tropici in
silico sendo regulados positivamente pelo triptofano, indicando um possivel papel
desses genes na biossintese AlA na estirpe CIAT899,

1.4.3. Regulacéao da biossintese de auxina

Enquanto os relatos sobre a biossintese de AlA nas bactérias sdo humerosos,
a regulacdo da biossintese deste fitormbnio é documentada somente em algumas
bactérias. O caso mais bem documentado pelo qual o efeito de fatores ambientais
estd ligado, embora parcialmente, aos elementos genéticos € A. brasilense, um
membro do grupo de Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RBCP).
A. brasilense sintetiza AIA a partir do triptofano por trés vias distintas: IPyA, TAM e
IAN (CARRENO-LOPEZ et al. 2000; SPAEPEN et al, 2007). Duas
aminotransferases, AAT1 e AAT2, foram caracterizados e sdo codificadas
respectivamente pelos genes hisCl e hisC2 (PEDRAZA et al.,, 2004; CASTRO-
GUERRERO et al., 2012). A enzima chave desta via é a indol-3-piruvato
descarboxilase (IPDC), que é codificada pelo gene ipdC (CARRENO-LOPEZ et al.,
2000; SPAEPEN et al., 2007). O gene chave na producéo de AIA por A. brasilense
Sp245, ipdC, é estritamente regulado. A producdo AIA em A. brasilense Sp245
aumenta durante seu crescimento, com a maior producéo na fase estacionaria. O
aumento da producdo de AlA é precedido por um aumento da expressdo do gene
ipdC. A expressao do gene ipdC é ainda aumentada pela adicdo de AIA ao meio de
cultura, indicando uma regulacéo por retroalimentacédo positiva pelo produto final AIA
pela via IPyA. Outras auxinas, como o0 acido naftaleno acético e o acido fenilacético
também induzem a expressao do gene ipdC (VANDE BROEK et al., 1999, SOMERS
et al., 2005). O gene ipdC de A. brasilense Sp245 foi 0 primeiro gene bacteriano

descrito por ser regulado por auxinas.
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Em Pseudomonas putida GR12-2 e Pseudomonas agglomerans, a expressao
de ipdC é regulada por RpoS (BRANDL et al., 2001; PATTEN & GLICK 2002). RpoS
€ conhecido por regular a transcricdo de genes em resposta a condi¢cdes de estresse.
Em Pseudomonas chlororaphis, o sistema de dois componentes GacS / GacA atuam
como um regulador negativo da biossintese AIA dependente de triptofano (HAAS &
KEEL 2003, KANG et al., 2006). O sistema GacS / GacA controla a expressao de
muitos genes, que séo induzidos durante a fase estacionaria de crescimento.

Em Enterobacter cloacae UWS5, um gene TyrR box putativo, semelhante a
sequéncia de reconhecimento de TyrR, foi encontrada na regido promotora do gene
ipdC. TyrR € uma proteina reguladora envolvida no transporte e metabolismo de
aminoacidos aromaticos. O TyrR estd diretamente envolvido na inducdo da
expressdo do gene ipdC em E. cloacae em resposta a triptofano, fenilalanina e
tirosina, sugerindo uma funcéo mais ampla de indol-3-piruvato descarboxilases (RYU
&PATTEN 2008).

Em Xanthomonas axonopodis, a producdo de AIA é aumentada na presenca
de extrato de folha da planta hospedeira Citrus sinensis (COSTACURTA et al., 1998).
Em P. agglomerans, a expressao do gene ipdC € aumentada quando a bactéria é
cultivada em superficies vegetais, mas os compostos especificos envolvidos ainda
séo desconhecidos (BRANDL & LINDOW, 1997).

Em Rhizobium sp. NGR234, moléculas de flavonoides podem induzir a
producdo de AIA e os reguladores de transcricdo NodD1 e NodD2, em combinacao
com nod-box NB15 & montante do operon de biossintese AIA (THEUNIS et al., 2004).
Até o momento pouco se sabe sobre regulacéo de biossintese de AIA por Rhizobium,
mas estudos recentes mostram que a sintese de AIA por CIAT 899 é fortemente
inibida por amonio. Imada et al (2017) verificaram que os niveis de AIA em meio YM
complementando com Trp e amdnio foram muito menores que 0s niveis de AIA em
meio YM complementado apenas com Trp. Além disso, a diminuicdo de AIA em
culturas cultivadas na presenca de NH; reforca o efeito inibitorio dessa forma

combinada de N no estabelecimento da simbiose rizdbio-leguminosa.

1.5 Protebmica

Com os avancos das técnicas na area da gendmica funcional, foi possivel

sequenciar completamente o genoma de varios organismos devido os significados
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avancos no desenvolvimento, integracdo e automatizacdo de varias técnicas e
equipamentos. Entretanto, a obten¢cdo da sequéncia de nucleotideos do genoma de
um organismo representa apenas a primeira etapa para a realizacdo de diversos
estudos a respeito do entendimento da regulacdo da expressédo génica (SANTOS et
al., 2004). . Trabalhos de transcriptbmica s&do importantes fornecedores de
informacdes sobre a constituicdo genética transcrita de um organismo em uma
determinada condicédo, mas ela néo reflete diretamente o produto final da expressao
dos genes, sendo que podem ocorrer modificacfes estruturais das proteinas apos a
transcricdo e que podem resultar em classes protéicas que desempenham diferentes
funcdes (GYGI et al., 1999; CHEN & HARMON, 2006).

A protebmica tem como objetivo obter uma visdo global e integrada do maior
namero de proteinas expressas em uma determinada condi¢cdo, ao invés de estudar
proteinas individualmente (SANTUCCI et al., 2015). Em geral, a protedmica permite
estudos da expressao diferencial de proteinas, das modificacbes poOs-traducionais,
das interacdes proteina-proteina, e das funcdo desempenhadas por determinadas
proteinas em um evento bioldgico especifico (DIAS et al., 2010). Ao contrario do
genoma, o proteoma de um organismo é extremamente dinaAmico, pois sédo alterados
diferencialmente em resposta a uma variavel, como condi¢cdes abioticas adversas,
condicdes 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 o0s
mecanismos genéticos e bioguimicos das quais sao participantes (CORDWELL et al.,
2001). Para estudos em protebmica 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 condic¢des fisioldgicas, € essencial
gue todos os parametros experimentais sejam rigorosamente controlados e cada
variavel seja analisada em separado (GORG et al., 2004). A protedmica obteve
sucesso com o desenvolvimento de tecnologias capazes de realizar a analise de
misturas complexas, como extratos de proteinas totais de um organismo
(RABILLOUD, 2002).

A integragcdo de dados provenientes da expressao e regulacdo do proteoma,

possibilita uma visdo integrada e sistematica que viabiliza uma compreenséo e o
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entendimento mais detalhado sobre a organizacdo e funcionamento do sistema
biolégico. A pretensdo de conhecer os genes, mMRNAs, metabdlitos e proteinas da
célula, em determinadas condi¢des, constitui um dos maiores desafios das ciéncias
biolégicas. Com o0s avancos nas técnicas de protebmica e nas analises por
espectrometria de massas, a protedbmica tem se tornado uma estratégia alternativa
no estabelecimento de marcadores bioquimicos e uma das mais utilizadas para
analises metabdlicas e de expresséo génica (SHEORAN et al., 2005; PAWLOWSKI,
2007).

1.5.1. Espectrometria de massa para protedmica shotgun

A protebmica baseada em espectrometria de massas evoluiu de forma muito
expressiva, uma vez que € possivel a identificacdo de mais de 4000 proteinas em
uma Unica corrida, sem fracionamento, em um gradiente de 4 horas (NAGARAJ et
al., 2012). Na identificacdo de proteinas, as proteinas do extrato total sdo pré-
fracionadas por eletroforese e entdo digeridas e analise é feita por cromatografia
liquida acoplada ao espectrometro de massas, denominada protebmica por
eletroforese bidimensional (2-DE). De acordo com o intuito da pesquisa e das
técnicas disponiveis, algumas modificacfes nas etapas de processamento podem
ser modificadas (LIU et al., 2002; YATES et al., 2009; MALLICK & KUSTER, 2010;
ZHANG et al., 2013). Embora a protedmica por 2-DE tenha trazido importantes
contribuicdes para area, essa técnica limita-se em sensibilidade, faixa dinamica e
reprodutibilidade (KOOMEN, et al., 2008).

A protedmica shotgun pode ser representada por varias terminologias,
incluindo Shotgun-MS, cromatografia liquida em tandem (LC-MS/MS) e tecnologia
multidimensional de identificacdo de proteinas (MudPIT). A protebmica shotgun foi
originalmente projetada como uma abordagem direta (sem gel/MS) para evitar as
desvantagens da prote6mica 2-DE (LINK et al., 1999; PENG & GYGI, 2001), embora
0 uso de técnicas baseadas em gel podem ser combinadas com shotgun-MS.

A abordagem de uma analise shotgun € digerir todo o proteoma de interesse
usando enzimas especificas e posteriormente identificar os péptidos resultantes por
MS. Dado que a etapa de digestdo aumenta a complexidade do proteoma, é
necessario uma ou mais etapas de pré fracionamento do peptideo antes das

analises por MS/MS para melhorar a cobertura do proteoma. No fluxo de trabalho
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geral de shotgun-MS, uma das etapas de fracionamento consiste em cromatografia
liguida ou outros métodos de cromatografia que sdo acoplados ao espectrometro de
massa para separacao de peptidos (LINK et al., 1999). O estudo de proteinas requer
ferramentas analiticas com alta seletividade e resolugdo (POMASTOWSKI &
BUSZEWSKI, 2014). Para a identificacdo de proteinas, existem varios algoritmos
comumente usados que permitem a atribuicdo automatizada de espectros MS/MS,
combinando dados adquiridos com espectros previstos nos bancos de dados de
sequencias de proteinas em genomas ja sequenciados.

O espectrdmetro de massa € um instrumento analitico capaz de converter
moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-las de acordo com a sua
razdo/massa carga (m/z). Basicamente, este instrumento é composto por uma fonte
ionizante, analisador(es) e detector(es). Durante a operagdo, primeiramente, 0
analito é ionizado na fonte e acelerado por acdo de um campo elétrico. Que
transforma a sua energia potencial elétrica em energia cinética. Na segunda etapa,
o(s) analisador(es) separa(m) ions de acordo com sua razdo m/z para obtencédo do
perfil de massas (MS1), ou selecionam ions com m/z previamente escolhidos e os
submetem a fragmentagdo em um processo denominado “espectrometria de massa
em tandem” (MS2 ou MS/MS). O detector juntamente com o computador compdem a
etapa final do processo, registrando e amplificando a corrente ibnica oriunda do
analito e representando o sinal do espectro de massa a ser interpretado pelo
operador ou por programas de bioinformética. O espectro de massas é representado
graficamente, empregando a abscissa para quantificar a intensidade da corrente
ibnica e a ordenada evidenciando a razdo massa/carga dos ions (FENN et al., 1989).

Inicialmente, a protebmica baseada em espectrometria de massas era
essencialmente qualitativa. Um tipico experimento protedmico resultava em uma lista
de proteinas identificadas, sem nenhuma informacéo a respeito da abundancia ou
distribuicdo. Hoje, o grande desafio da protedbmica é torna-la uma disciplina
quantitativa, ou seja, capaz de evidenciar alteragbes em abundancia de proteinas
em diferentes condicbes ou ao longo do tempo. Desta forma, a protedmica
guantitativa possibilita o estudo da alteracdo de inimeros sistemas biologicos, tanto
em termos de expressédo, quanto de modificacbes pos-traducionais e interacdes com
outras proteinas de um sistema bioldgico.

Existem duas estratégias para comparar abundancia de proteinas entre

amostras, utilizando dados de espectrometria de massas: (i) Contagem espectral
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(spectral counting) e (ii) Intensidade do peptideo. A primeira se baseia no principio
de que guanto mais abundante a proteina esta na amostra, maior sera numero de
vezes que determinado(s) peptideo(s) dessa proteina serd selecionado e
fragmentado, portanto maior serd o niumero de espectros desse peptideo (MANN &
KELLEHER, 2008). Embora essa abordagem seja largamente utilizada, a acuracia
na quantificacdo de proteinas pouco abundantes, ou seja, com baixas contagens de
espectros, é reduzida. Se uma proteina € identificada em diferentes amostras com
apenas uma contagem de espectro, por exemplo, ela sera considerada igualmente
abundante entre as amostras, porém as intensidades desse peptideo podem ser
diferentes (SCHULZE & USADEL, 2010). Além disso, peptideos gerados pela
clivagem proteolitica possuem diferentes propriedades fisico-quimicas (tamanho,
carga, hidrofobicidade) e capacidade de ionizacdo, as quais influenciam a
detectabilidade e intensidade de sinal na andlise por espectrometria de massas
(ONG & MANN, 2005). Portanto, a comparacao entre diferentes peptideos de uma
mesma proteina limita a acuracia na quantificacéo.

Alguns programas de analise de dados protedbmicos atribuem como dado
quantitativo a intensidade do peptideo, a qual é obtida pela area sobre a curva de
um cromatograma de ions extraidos (XIC). Essa abordagem possui maior acuracia
na quantificagdo em comparagdo com uma contagem espectral quando se relaciona
a intensidade de um mesmo peptideo entre as amostras. Porém, a presenca de
interferentes na amostra (detergente ou proteinas muito abundantes), a nao
reprodutibilidade da corrida cromatografica e o método estocéstico de andlise
dependente dos dados acarretam erros e variabilidade no processo, limitando a
guantificacdo (ONG & MANN, 2005).

A protedmica shotgun é aplicada, sobretudo em estudos nos quais busca-se
conhecer as proteinas que estdo com a expressdo alterada sob determinado
estimulo ou condicéo e, dessa forma, levantar hipoteses quanto aos mecanismos
moleculares por tras dos processos biolégicos ou respostas fenotipicas das células.
Tendo em vista que ndo se sabe a priori as proteinas que irdo ser identificadas, a
estratégia de protedbmica baseada em descoberta (discovery-based proteomics) é
aplicada neste caso. Nesta abordagem, o foco esta na identificacdo e quantificacéo
relativa de um maior numero possivel de proteinas ou modificacfes pos-traducionais

em um sistema bioldgico (MARX, 2013).
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Em um experimento de protedmica baseada em descoberta, o espectrometro
€ operado principalmente em um modo de aquisicdo dependente dos dados (data-
dependent acquisition, DDA), no qual se utiliza a informagdo de um espectro de
varredura (full MS scan) para selecionar os ions para fragmentagcdo em um segundo
experimento de espectrometria de massas sequencial. Dentre os tipos de aquisi¢céo
por DDA, o mais utilizado é o método de aquisicdo em ciclos continuos de full MS
scans seguidos de isolamento dos ions mais abundantes para subsequentes
fragmentacdes (MS/MS scans), gerando o que chamamos de “selegc&o aleatoria ou
estocastica dos ions”. Apds a obtencdo das m/z dos fragmentos e da informacéo da
massa do precursor, a proteina pode ser identificada, utilizando uma busca contra
um banco de dados (DOMON, 2010).

Uma vez que os espectros de MS e MS/MS séo gerados no equipamento
analitico, como explicado anteriormente, softwares de busca devem ser utilizados
para identificar as proteinas em bancos de dados. A etapa inicial do processamento
de dados de MS é a detec¢do do pico, que envolve a diferenciacdo entre sinal e
ruido e extracdo precisa das massas de cada pico no espectro, utilizando para isso
caracteristicas como intensidade, padréo isotopico e tempo de retencdo de
precursores e fragmentos. Em seguida, essa lista de massas € submetida a
algoritmos de busca, cujo objetivo final € a identificacdo da sequéncia de peptideo

gue melhor correlaciona ao espectro observado (SADYGOV et al., 2004).

1.5.2. Software - PatternLab for Proteomics

O PatternLab for Proteomics € um ambiente computacional integrado para
andlise de dados proteémicos shotgun (CARVALHO et al., 2016). O PatternLab
contém modulos para formatar bases de dados de sequéncias, realizacdo de peptide
spectrum matching (PSM), filtragem e organizagéo estatistica de dados protedmicos
shotgun extraindo informacgdes quantitativas de dados marcados quimicamente e
ndo marcados quimicamente (label-free) realizando estatisticas de prote6mica
diferencial, exibindo resultados em varios formatos graficos, fazendo semelhanca de
estudos desenvolvidos com dados de sequenciamento de novo, analise de
experimentos em time-course e auxilia na compreensdo dos dados bioldgico
utilizando o Gene Ontology (CARVALHO et al., 2016). Na analise por TFold cada

proteina € mapeada no grafico (representada como um ponto) de acordo com seu
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log2 (fold change) no eixo de ordenadas e seu -log2 (p-valor) no eixo das abcissas,
que indica a probabilidade do fold-change observado ser resultado do acaso. As
mudancas de fold-change referem-se as raz6es dos valores médios de quantificacéo
relativa obtida para cada condicdo biolégica. Consequentemente, 0s pontos em
vermelho séo proteinas que néo satisfazem o corte de fold-change e corte de FDR
g-value. Os pontos em verde sao proteinas que satisfazem o limite de fold-change,
mas ndo o g-value. Pontos em laranja sao proteinas que satisfazem ambos corte de
fold-change e o g-value, porém sendo proteinas de baixa abundancia. Finalmente,
0S pontos azuis sdo proteinas que satisfazem ambos filtros estatisticos (corte de
fold-change e FDR g-value) (CARVALHO et al. 2012)

O PatternLab é um software livremente disponivel no qual Carvalho e
colaboradores (2016) constantemente o atualizam de acordo com as necessidades
dos usuarios. Desde o seu lancamento em 2008, o PatternLab esta em continua
melhora e expanséo. A primeira versdo foi limitada a trabalhar com contagem
espectral, e ofereceu estratégias para identificar proteinas diferencialmente
expressas, mas todos os modulos desde entdo foram substituidos por versées mais
sofisticadas. Tais atualizagbes importantes deram origem ao primeiro protocolo
principal do software em 2010 (CARVALHO et al., 2010). Gragas ao fluxo continuo
de sugestbes de seus varios usuarios, os modulos continuaram evoluindo e surgiram
novos modulos, como o Search Engine Processor (SEPro) para filtrar e organizar
dados de protebmica shotgun e um mddulo para XICs. Recentemente, Zhang e
coloboradores (2017) avaliaram o0s principais softwares para analise de dados
protedmicos através de avaliagcdo geral denominada Null-Test para o algoritmo de
identificacdo de peptideos em protedmica shotgun. O método Null-Test baseado na
comparacao aleatoria pode ser utilizado para verificar se o algoritmo tem uma
tendéncia a cometer um erro ou tem potenciais erros, falhas e etc. e validar a
confiabilidade do algoritmo de identificacéo. O PatternLab teve um bom desempenho
no Null-Test ao comparado com 0s outros quatros softwares (Mascot. Morpheus,

pFind, e MaxQuant) muito utilizados em analise proteémica.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo comparar o proteoma de R. tropici CIAT899
cultivada na presenca ou auséncia do aminoécido L-triptofano visando identificar
proteinas diferencialmente expressas em resposta ao L-triptofano e ampliar a
compreensao sobre o papel deste aminoacido na fisiologia e metabolismo de R.
tropici, bem como na biossintese de acido indol-3-acético (AlIA), um fitorménio

importante para a simbiose e nodulagéo de plantas leguminosas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o efeito do triptofano e de aménio na producdo de auxinas
(compostos inddlicos) e no crescimento de CIAT899;

. Extrair, analisar e identificar proteinas expressas por CIAT899 cultivado
na presenca ou auséncia de triptofano por cromatografia liquida em nano escala
acoplada a espectrometria de massa (nanoLC-MS/MS);

. Comparar o proteoma de CIAT899 cultivado na presenca ou auséncia
de triptofano.

. Identificar proteinas diferencialmente expressas de CIAT899 em

resposta ao triptofano.
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RESUMO

A simbiose entre rizobio-leguminosa resulta na formacdo de nodulos radiculares,
maximizando os beneficios da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). O estabelecimento da
simbiose e formacdo dos nédulos é um processo complexo e regulado por ambos os
parceiros, sendo o fitorménio auxina (AIA), um dos fatores envolvidos na regulacdo da
biogénese do ndédulo. Devido a importancia de AIA no estabelecimento de relacdes
simbidticas entre rizobios e leguminosas, o presente trabalho teve como objetivo analisar a
producao de auxinas de CIAT899 na presenca de TRP e ambnia e comparar o proteoma de
CIAT899 na presenca e na auséncia de TRP, visando identificar proteinas que sejam
reguladas por este aminoacido. Para os ensaios experimentais, CIAT899 foi cultivada em
meio YM em quatro condicdes biolégicas (sem TRP; com TRP; com NH,"; com TRP e NH,"),
com trés repeticdes. A producdo de auxinas foi avaliada com o reagente de Salkowski e o
crescimento por absorbancia. Para analise protebmica, as proteinas foram analisadas por
nanoLC-MS/MS. Os dados obtidos revelaram que a producdo de auxinas em CIAT899 é
estimulada pelo L-triptofano. Na analise diferencial, entre YM versus YM+TRP, foram
identificadas 617 proteinas totais, no qual 164 foram exclusivamente expressas na auséncia
de TRP, e 112 na presenca de TRP. Andlise utilizando KEGG permitiu mapear mais de 90
vias metabdlicas, no qual a via com maior nimero de identificagdes foi a biossintese de
metabdlitos secundéarios. Na andlise utilizando no GO foi identificado principalmente
proteinas relacionadas a atividade catalitica, parte da célula e processos metabdlicos e
celulares. As analises no TFold foram identificadas 10 proteinas diferencialmente expressas
gue satisfazem ambos testes estatisticos (fold-change e p-value), 28 proteinas atenderam
apenas o corte de fold-change e 8 proteinas que sdo consideradas diferencialmente
expressas, mas com baixa abundéancia. Os principais processos que foram alterados em
resposta ao aminoacido triptofano foram: metabolismo de sider6foro, biossintese de
polissacarideos de superficie celular, atividade de locomogé&o e biossintese e metabolismo
de aminoacidos aromaticos. Os resultados indicam que triptofano e/ou AIA atuam
modulando a expressdo de um grande conjunto de genes, muitos aparentemente sem

envolvimento direto com o processo de FBN ou de simbiose.

Palavras-chave: Riz6bio; protedmica shotgun e compostos arométicos
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INTRODUCAO

A simbiose entre bactérias do grupo rizébio e plantas leguminosas resulta na
formacao de estruturas especializadas na planta hospedeira, os nddulos radiculares.
A formacado dos nédulos é fundamental para o fornecimento de nitrogénio via fixacéo
biolégica de nitrogénio (FBN) em leguminosas e, portanto, essencial para o
crescimento e desenvolvimento saudavel da planta. A formacdo de nddulos inicia
com a troca de sinais moleculares entre a planta e o rizébio, que responde aos
exsudatos liberados pela planta, principalmente flavonoides, produzindo os fatores
de nodulacao (fator Nod) que induzem o encurvamento dos pelos além de outras
modificacdes radiculares que resultam na infeccdo e formacdo dos nodulos. Nos
ndédulos, os rizobios se diferenciam em bacteroides, realizam a FBN e transferem o
N fixado para a planta hospedeira (BEATTIE, 2006). R. tropici CIAT899 (MARTINEZ-
ROMERO et al., 1991) é nativa das regifes tropicais da América do Sul e se
caracteriza pela sua tolerancia a temperaturas elevadas (40° C) e a acidez,
condigbes comuns encontradas nos solos brasileiros. Além disso, CIAT899
apresenta maior estabilidade genética em comparacdo com outras espécies do
género Rhizobium, mantendo suas propriedades simbidticas mesmo sob estresse
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). No Brasil, a estirpe CIAT899 é recomendada
para uso agricola como inoculantes comerciais para cultura do feijdo e sua utilizacéo
tem resultado em aumentos médios na producéo de 414 kg ha*(MOSTASSO et al.,
2002; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003;).

Um fator essencial no estabelecimento da simbiose rizébio-leguminosa € o
fitorm6nio auxina, sendo o &cido indol-3-acético (AlA) o mais importante. Em plantas,
o AlA é fundamental ao crescimento vegetal e regula diversos processos fisiolégicos
do desenvolvimento da planta. Muitos estudos indicam que mudancas nas
concentracbes de AIA e o balanco entre AIA e o fitormbnio citocinina, sédo pré-
requisitos para a organogénese dos noédulos (MATHESIUS, 2008; SUZAKI et al.,
2013; CHAMPION et al., 2015; LAPLAZE et al., 2015; KOHLEN et al., 2018).

Além das plantas, diversas espécies de bactérias promotoras do crescimento
vegetal (BPCV) sdo conhecidas por produzir auxinas, sendo o AIA uma molécula
sinalizadora importante nas interacdes planta-bactéria (DE BILLY et al., 2001;
WOODWARD & BARTEL, 2005; SPAEPEN et al., 2007; DING & OLDROYD, 2009;
SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011). A producdo de auxinas é descrita em varias
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espécies de rizobio, como Rhizobium leguminosarum bv. viciae, Rhizobium phaseoli,
Mesorhizobium ciceri e Rhizobium tropici CIAT899 (WANI et al., 2007; ETESAMI et
al., 2009; ZAHIR et al., 2010; IMADA et al., 2017).

A biossintese de AIA é bastante estudada em alguns grupos de bactérias,
onde alguns genes e intermediarios das vias de biossintese tém sido caracterizados
(PATTEN & GLICK, 1996; SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Séo
conhecidas até o momento cinco vias de biossintese a partir do aminoacido
precursor, o L-triptofano (TRP), as quais sdo homeadas pelos seus intermediarios
como indol-3-acetamida (IAM), indol-3-acetonitrila (IAN), triptamina (TAM), indol-3-
acido piravico (IPyA) e oxidase da cadeia lateral do triptofano (TSO) (PATTEN &
GLICK, 1996; SPAEPEN et al., 2007; KOCHAR et al., 2011).

A biossintese de AIA via IPyA é uma das mais comuns em bactérias e tem
sido descrita em diversas espécies dos géneros Bradyrhizobium, Azospirillum,
Rhizobium, Gluconacetobacter sp., E. Pantoea (SPAEPEN; VANDERLEYDEN;
REMANS, 2007; SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011; SPAEPEN, 2014).
Recentemente, Imada e colaboradores (2017) verificaram que o IPyA é o principal
intermediario de biossintese de AIA em R. tropici CIAT899 e que a producdo deste
fitormbnio é estimulada por triptofano e reduzida na presenca de aménia. Neste
mesmo trabalho, os genes y4wE, lao e iorA, identificados in silico no genoma de R.
tropici CIAT899, foram regulados positivamente pelo triptofano, sendo a
caracterizacao funcional ainda requerida para confirmacao do papel destes genes na
biossintese AIA

Além do seu papel como precursor na biossintese de AlA, o triptofano é o
precursor de uma variedade de metabdlitos secundarios, tais como rebecamicina,
pirrolnitrina, ciclomarina, bacilamida, streptonigrina, notatiacina, entre outros
compostos, 0s quais apresentam uma grande variedade de propriedades como
antibioticos, anti-inflamatoérios, herbicidas, antifiUngicos, anticancerigenos entre
outros (ALKHALAF & RYAN, 2015). Além disso, o triptofano tem funcdes mais
basicas, sendo um aminoacido essencial na biossintese de proteinas e como fonte
de nitrogénio.

Além do seu papel na biossintese de auxinas (IMADA et al., 2017), muito pouco se
conhece sobre o metabolismo e a fungdo desempenhada pelo triptofano em R.
tropici e em outras espécies de Rhizobium sp. Visando ampliar a compreenséo

sobre o papel deste aminoacido na fisiologia de R. tropici, bem como na biossintese
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de acido indol-3-acético (AlA), este trabalho teve como objetivo identificar proteinas
diferencialmente expressas em resposta ao triptofano por meio da anéliseproteémica
shotgun da estirpe CIAT899 fornecendo deste modo, informacdes sobre esta
bactéria simbidtica de grande importancia econbmica e ambiental como

biofertilizantes para cultura do feijoeiro.

MATERIAL E METODOS

Estirpe e condicdes de cultivo

Para realizacdo dos experimentos foi utilizada a estirpe de R. tropici CIAT 899
(SEMIA 4077) obtida da colecdo de cultura de bactérias diazotroficas e promotoras
de crescimento vegetal da Embrapa Soja (CNPSO, Brasil). A estirpe foi armazenada
em glicerol:meio YM (1:1) a -20 °C e mantida em placas de meio sélido YM
(VINCENT, 1970). Para o preparo do pré-indculo, 100 pL da cultura criopreservada
foram inoculados em 10 mL de meio YM liquido e cultivado por 24h sob agitacéo

orbital de 120 rpm e temperatura constante a 28 + 2 °C.

Avaliacdo do crescimento e producdo de auxinas

Para os ensaios de quantificacdo de auxinas, 1 mL do pré-in6culo (DOgoo nm de 0,4)
foi inoculado em 120 mL de meio liquido YM com ou sem suplementacdo de L-
triptofano (100 pg mL™) e NH4H.PO.. As bactérias foram cultivadas a 28 + 2 °C sob
agitacao orbital de 120 rpm por 48 horas. O crescimento e a producdo de auxinas
foram monitorados a intervalos regulares de 12 h por até 48 horas. A cada intervalo,
uma aliquota de 2 mL de cultura foi coletada e o crescimento foi avaliado por
absorbancia (D.O.s00nm). A cultura foi centrifugada (12000 g por 10 minutos) e o
sobrenadante obtido foi homogeneizado com o reagente de Salkowski (30 mL de
acido sulfarico; 50 mL de agua destilada; 1 mL de cloreto de ferro 0,5 M) (GORDON
& WEBER, 1951) na proporcdo 1: 4 (v/v) de sobrenadante/reagente. ApOs reacao
por 30 minutos no escuro, a absorbancia foi avaliada a 530 nm. Para estimativa da
guantidade de compostos indélicos no sobrenadante dos cultivos, foi construida uma
curva de calibracdo com concentragfes crescentes de AlA sintético (SIGMA) de 10,
20, 40, 60, 80 e 100 yg/mL, o qual apresentou um coeficiente de determinacao (R?)
de 0,99. Os ensaios foram realizados com trés repeti¢cdes bioldgicas (crescimento) e

as analises colorimétricas com trés repeticdes técnicas. As andlises estatisticas
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foram realizadas com o programa SAS-Agri, que € uma sistema para a analise e
separacdo de médias em experimentos (CANTERI et al., 2001) utilizando o teste de
Scott-Knott e p < 0,05 no qual as médias de crescimento e producédo de AlA foram
analisadas para identificar se o0 crescimento e producdo de AIA foram

estatisticamente significativos..

Analise protebmica de R. tropici CIAT899

Extracdo das proteinas e SDS-PAGE

Para andlise protedmica, CIAT899 foi cultivado nas condi¢bes descritas acima em
meio liqguido YM com ou sem suplementacao de L-triptofano (100 pug.mL-1), com trés
repeticbes bioldgicas por tratamento. Apds crescimento por 24 horas, 120 mL da
cultura foi centrifugada em ultracentrifuga (10.000 g, 4 °C, 30 minutos) e o
precipitado obtido foi ressuspendido em 1,2 mL de Tris-NaCl (50 mM de Tris-HCI pH
8,0; 100 mM de NaCl). Aliquotas de 400 pL da suspenséo celular foram transferidas
para microtubos (2 mL) e centrifugadas a 10000 g a 4 °C. O precipitado celular foi
armazenado em ultrafreezer (-80 °C) até a realizacdo das analises.

Para extracdo das proteinas totais, o precipitado celular foi ressuspendido em
tampéo de lise contendo 8 M de ureia, 50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 100 mM de NaCl e
inibidor de protease (1:100) (GE Healthcare). As células foram lisadas po freezing-
thawing (congelamento — descongelamento) com 40 ciclos de congelamento em N
liguido e descongelamento a 40 °C, conforme descrito por BATISTA et al. (2010). O
sobrenadante foi separado do material particulado por meio de centrifugacdo a
12000 g a 4 °C por 80 min. A concentracdo de proteina no sobrenadante foi
determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando microplaca no
qual 2 puL de amostra foi diluida em 98 pL de agua ultra-pura e reagida com 100 uL
do reagente de Bradford, utilizando uma curva de calibragdo de albumina
(concentragdo) com um coeficiente de determinacdo (R2) de 0,99 e absorbancia
avaliada a 595 nm.

A qualidade da extracdo das proteinas foi avaliada por SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida 12% (GORDON, 1995). Para este fim, 10 ug do extrato protéico obtido
foram misturados com 5 pL de tampao de amostra (4x Tris-HCI pH 6,8; 20% glicerol;
4% SDS; 0,2 M DTT; 0,2% bromofenol) e, em seguida, aplicados no gel de
poliacrilamida. O marcador utilizado foi PageRuler™ Unstained Ladder (10 — 200
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kDa) Thermo Fisher Scientific, USA. A eletroforese foi realizada em tampao de
corrida (1X), a 50V, por 3-4 horas, em seguida foi fixado em solugcdo de metanol
(50%); acido aceético (10%); agua (40%), por 30 min e corado em solucdo de
coomassie blue R-250 (2 g/L) por 30 min. ApoOs descoloracdo em solucdo de
descorante de metanol (5%); &cido acético (7%); agua (88%) por 24 h, o gel foi

visualizado e fotografado.

Preparacao das amostras e espectrometria de massa

Aliquotas dos extratos protéicos (100 ug) foram reduzidas com 5 mM de DTT
(ditiotreitol) por 25 minutos a 56°C, alquiladas com iodoacetamida (14 mM) por 30
min (no escuro a temperatura ambiente) e digeridas com 2 ug tripsina (Promega)
durante 16 h a 37 °C, conforme descrito por Villén e Gygi (2008). Apés a digestéo,
as amostras foram acidificadas com acido formico (concentracéo final de 1%) para
interromper a protedlise e, em seguida, foram concentradas a vacuo a 40 °C
(Concentrator Plus, Eppendorf). As amostras assim tratadas foram armazenadas a -
80 °C para posterior analise no Laboratorio de Nacional de Biociéncias (LNBio,
Campinas-SP).

Para analise por espectrometria de massa, 0s extratos protéicos digeridos
foram ressuspendidos em &cido férmico a 1% até atingir o pH 2, dessalinizados em
resina C18 (stage tips), conforme Ishihama et. al. (2007), e concentrados a vacuo
(Speed Vacuum; Thermo Fisher Scientific) e reconstituidos em 22,5 yL de acido
férmico 0,1% (RAPPSILBER et al., 2007). Aliquotas de 2 pyL da mistura de peptideos,
correspondendo a uma concentragdo de 1 ug de proteina, foram analisadas no
espectrometro de massa LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) habilitado
para ETD (Dissociacao por Transferéncia de Elétron) e acoplado ao nano LC-MS/MS
pelo sistema EASY-nLC (Proxeon Biosystem). Os peptideos foram separados em
uma coluna analitica PicoFrit (20 cm x ID75 pym, 5 ym de didmetro, New Objective)
utilizando um gradiente de acetonitrila (2-30%) em &cido férmico 0,1%, com uma
taxa de fluxo de 300 nL/min por 30 min. A voltagem do nanoelectrospray foi
configurada para 2,2 kV e a temperatura da fonte a 275 °C. Aquisicdo dos espectros
foi realizada no modo data dependent acquisition (DDA). Os espectros de MS foram
adquiridos no modo full scan (m/z 300-1600) em um analisador Orbitrap apos
acumulagéo a um valor alvo de 1x10°. A resolugcao no Orbitrap foi ajustada para r =

60,000 e os 20 ions peptidicos mais intensos com estados de carga =2 foram
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iIsolados sequencialmente a um valor alvo de 5.000 e fragmentados na armadilha de
ions linear (Linear lon Trap — LIT) usando baixa energia de dissocia¢cao induzida por
colisdo (CID), com energia de colisdo normalizada a 35%. O limite de sinal
(threshold) para desencadear um evento de MS/MS foi definido para 1.000
contagens. A exclusédo dinamica foi ativada com uma lista de tamanho de exclusao
de 500, duracdo de exclusédo de 60 s e uma contagem de repeticdo de 1. Foi
utilizada uma ativacdo q = 0,25 e tempo de ativacdo de 10 ms (KAWAHARA et al.,
2014). As funcbes de scan do espectrometro de massas e 0s gradientes dos
solventes no nLC foram controlados pelo software Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher
Scientific). A fim de prevenir viés durante a andlise por espectrometria de massas, a
ordem de corrida das amostras foi preparada por randomizacdo (OBERG & VITEK,

2009) para os diferentes tratamentos biol6gicos com auxilio de software R.

Andlise de dados

A identificacdo das proteinas expressas e a andlise diferencial foram
realizadas com as ferramentas e parametros estabelecidos na plataforma PatternLab
for Proteomics verséao 4.0.0.74 (CARVALHO et al., 2016). Para a identificacdo das
proteinas, os arquivos .RAW foram analisados usando ferramenta de busca Comet
gue seleciona os candidatos mais provaveis, através da abordagem PSM (peptide-
spectrum match) o qual compara os espectros tedricos (obtidos a partir do banco de
dados) e os espectros experimentais oriundos do espectrdmetro de massas. O
banco de dados foi gerado usando a abordagem ‘“target decoy” e foi composto de
sequéncias de proteinas de R. tropici CIAT899 obtidas do UniProt

(“http://www.uniprot.org/proteomes/”) acessado em Novembro de 2017, incluindo

também sequéncias de 127 contaminantes comuns a espectrometria de massa (e.g.
queratinas). Os parametros de busca consistiram em peptideos aceitos até com 2
clivagens perdidas (“missed cleavage”), carbamidometilacdo de cisteina; 40 ppm de
tolerancia de massa para o precursor e 1,005 Da de tolerancia para os ions
fragmento.

A validacdo dos PSMs foi realizada pela ferramenta Search Engine Processor
(SEPro) (CARVALHO et al., 2012). Desta forma, as identificacdes foram agrupadas
em quatro grupos distintos, de acordo com a carga do precursor e o estado triptico.
Para cada grupo, os valores de XCorr, DeltaCN, DeltaPPM e picos correspondentes

foram usados para criar um discriminador Bayesiano e as identificagcbes foram
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relatadas em uma ordem crescente dos valores discriminantes. Este procedimento
foi realizado de forma independente em cada subconjunto de dados, estabelecendo
um valor de corte (i.e. FDR < 1%) para que a lista final de identificacdes tivesse até
1% de falso positivos.

A quantificacdo das proteinas identificadas satisfazendo um FDR < 0.01 foi
realizado por XIC (Extracted lon Chromatogram) (CARVALHO et al., 2016). Esta
abordagem considerou apenas proteinas identificadas com ao menos um peptideo
anico (ou seja, peptideos que mapeiam para uma Unica sequéncia no banco de
dados). Consideramos apenas peptideos quantificados com 6 ou mais leituras, ao
nivel de MS1 de intensidade, durante a extracdo do cromatograma de ions. A
selecdo de proteinas representativas de cada condicdo biologica foi realizada pelo
diagrama de Venn que indica as proteinas exclusivamente expressas em cada
condicdo bioldgica, e pelo modulo do TFold que realiza um teste t (p<0,05; fold-
change variavel) das proteinas mutuamente expressas e identifica as proteinas
diferencialmente expressas.

Para a analise funcional das proteinas identificadas, os codigos das proteinas

identificadas foram submetidos ao uniprot (http://www.uniprot.org/uploadlists/) para

classificacdo pelo Gene Ontology (GO) conforme a anotacdo da proteina
(componente celular, processo biolégico ou funcdo molecular). Para a andlise de
vias metabdlicas, foi utilizado 0 maodulo KEGG Mapper

(http://www.genome.jp/kegg/tool/map _pathway2.html) o qual mostra todas as vias

metabdlicas identificadas no genoma do seu organismo de interesse. Para a analise
de organizagcdo gendmica foi utilizado o programa PATRIC versdo 3.5.8

(https://www.patricbrc.org/).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producao de auxinas por R. tropici CIAT899

Neste experimento buscou-se avaliar a influéncia do triptofano e aménio no
crescimento e na producdo de auxinas (compostos inddlicos) de R. tropici CIAT899.
Esta analise permitiu observar que o crescimento de CIAT899 cultivado na presenca

de triptofano nao diferiu estatisticamente nas primeiras 24 h de cultivo no


http://www.uniprot.org/uploadlists/
http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway2.html
https://www.patricbrc.org/
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experimento 1 e em 48 h de cultivo do experimento 2, entretanto, analisando o
cultivo em 24 h e 36 h do experimento 2, houve uma queda no crescimento na
presenca de triptofano (Tabela 1). A producdo de auxinas foi estimulada pelo
triptofano, sendo a concentracdo crescente com o0 tempo de crescimento
evidenciando um acumulo no meio de cultivo (Tabela 1), como foi observado
anteriormente (IMADA et al., 2017).

Imada e colaboradores (2017) quantificaram compostos indolicos em CIAT 899 nas
mesmas condi¢cdes de cultivo deste trabalho, por UPLC-MS e identificaram os
compostos AlA, acido indol-3-latico (ILA), &cido indol -3-pirtvico (IPyA) e antranilato
(ANT). O aminoacido triptofano € precursor da biossintese de AlA sendo a producgéo
estimulada em diversas bactérias, incluindo em espécies de Rhizobium, como,
Rhizobium undicola (GHOSH et al., 2015), Rhizobium tropici (IMADA et al., 2017),
qgue sintetizam AIA por rotas dependentes de TRP, como indol-3-acetamida (IAM),
IPyA, indol-3-acetonitrila (IAN) e ANT, (SPAEPEN, 2015).

Em relacdo ao crescimento na presenca de NH;', em ambos experimentos e
diferentes horas de crescimento, 0 amoénio induziu o crescimento de CIAT899, como
ja visto por Imada e colaboradores (2017). A influénia de NH;" no processo de
simbiose entre rizobio-leguminoso ja foi estudado e discutido ao longo do tempo.
Conforme demonstrado por Patriarca e colaboradores (2002) em uma ampla revisao,
o metabolismo de aménio desempenha um papel importante na simbiose rizobio-
planta, e os efeitos de amdnio na biossintese de auxina em bactérias ja foi relatados
para R. tropici CIAT899 (IMADA et al., 2017).

Tabela 1. Efeito do triptofano e/ou amdnio no crescimento e producéo de auxinas por
Rhizobium tropici CIAT 899.

Cultivo* Tratamentos DOegoonm AIlA (ug/mL) AIA/DO %

YM+TRP 091 b 2856 a 31,26 a 100,0
- YM+TRP+NH," 1,30 a 22,98 b 17,66 b 56,5
£ |24h

< YM+NH,* 134 a 005 ¢ 004 c¢ 0,1

:& YM 092 b 005 ¢ 0,06 c¢ 0,2

LLl
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YM+TRP 091 d 36,18 a 39,58 a 100,0
YM+TRP+NH," 1,33 b 2160 b 16,21 b 41,0
24h YM+NH,* 1,44 a 005 ¢ 0,04 c 0,1
YM 1,05 ¢ 0,05 o 0,05 c 0,1
YM+TRP 1,19 d 50,73 a 42,52 a 100,0
YM+TRP+NH,* 1,95 a 47,87 b 24,56 b 57,8
sn YM+NH," 168 b 0,81 c 048 c¢ 1,1
YM 1,30 ¢ 0,12 C 0,09 c¢ 0,2
YM+TRP 1,25 ¢ 60,95 a 48,58 a 100,0
Cg 48 h YM+TRP+NH," 2,34 a 44,03 b 18,84 b 38,8
c
GE) YM+NH,"* 1,84 b 0,05 o 0,03 c 0,1
E.’_ YM 1,37 ¢ 0,89 o 0,65 c¢ 1,3
]

*Experimento 1 - cultivo por 24 h a 120 rpm; experimento 2 - cultivo por até 48 h a 120 rpm. Dados
representam a media de trés repeticdes biolégicas (experimento 1) ou técnicas (experimento 2).
Letras iguais ndo diferem signitivamente pelo teste Scoft — Knott (p <0,05)

ZAHRAN (1999) demonstrou que concentracdes excessivas de N afetam
negativamente a capacidade de nodulacdo através da reducdo do numero de sitios
de infeccdo/nimero de infeccdes bem sucedidas nas raizes e pela inibicdo do
crescimento e funcionalidade do nédulo. O NH4NO3 inibe a deformacgdo dos pelos
radiculares, iniciacdo da divisdo das células corticais e formacdo do corddo de
infeccdo, consequentemente interferindo na formacéo do nédulo (HEIDSTRA et al.,
1997). Os processos de desenvolvimento de nédulo (enrolamento dos pelos
radiculares, formacdo do corddo de infeccdo e na iniciacdo e diferenciacdo do
nodulo) estdo diretamente relacionadas a producdo de auxinas (Pll; CRIMI;
CREMONESE, 2007; SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011) que, conforme
demonstram os resultados, € fortemente inibida na presenca de NH4" assim como,

0s processos de infecc¢ao citados (IMADA, 2017).

Gel Unidirecional SDS-PAGE

Quantificacdo de proteinas e SDS-PAGE
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A extracdo de proteinas totais de CIAT899 pela técnica de freezing-thawing foi
eficiente e permitiu obter extratos proteicos com concentragdes similares nos dois
tratamentos e entre as repeticdes bioldgicas (2 pg.mL™). A anélise deste extrato por
SDS-PAGE permitiu verificar perfil proteico similar de CIAT899 em ambos os
tratamentos e também entre as repeticdes biolégicas, com proteinas de 10-200 KDa
(Figura 1).

kba 1 2 3 456 kba 1 2 3 456
H
r
Wi !
Hrl'
X
i -
A B

Figura 2. SDS — PAGE do extrato proteico de CIAT899. Amostras (1-3) YM sem triptofano; (4-6) YM
com triptofano (100 pg/mL); marcador PageRuler™ Unstained Ladder (10-200 KDa). A- imagem
original. B — negativo da imagem

Analise protedmica diferencial de R. tropici CIAT899

A andlise do proteoma de CIAT899 nas duas condicdes bioldgicas (auséncia ou
presenca de triptofano) contra o genoma (GCA _000330885.1; ENA/EMBL) permitiu

identificar 617 proteinas expressas, sendo 341 proteinas encontradas nas duas
condicBes bioldgicas, 164 proteinas exclusivas do proteoma obtido na auséncia de
triptofano e 112 exclusivas do tratamento com triptofano (Figura 3; Tabela

suplementar)


https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/GCA_000330885.1
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(1) -TRP-NH3 : 505 YM — Trp
(2) +TRP-NH3 : 453 YM + Trp

Total : 617

Figura 3. Diagrama de Venn do proteoma de R. tropici CIAT899 cultivado na auséncia (1) ou
presenca (2) de TRP.

As 341 proteinas mutualmente expressas (Figura 3) foram analisadas com a
ferramenta TFold do PatternLab (CARVALHO et al., 2012) para identificacdo das
proteinas diferencialmente expressas. Destas, 295 proteinas (86,5%) nao
apresentaram diferenca na expressao entre as duas condi¢des bioldgicas (pontos
vermelhos). 28 proteinas (8,2%) tenderam somente o fold change (pontos verdes) e
18 proteinas (2.3%) atenderam a ambos os testes estatisticos, sendo 10 proteinas
(2,9%) consideradas as diferencialmente expressas (pontos azuis) e 8 proteinas
(2.3%) que embora também sejam consideradas diferencialmente expressas
apresentaram baixa abundancia (amarelas), sendo recomendado a confirmacao de
outras andlises. Dentre as 10 proteinas diferencialmente expressas (pontos azuis),
3 proteinas apresentaram um nivel de expressdo menor no tratamento com TRP
(downregulated). As outras 7 proteinas tiveram a expressdo aumentada
(upregulated) na presenca de TRP, com nivel de expressao de até 12,1vezes
(Figura 4; Tabela 2; Tabela suplementar).
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Figura 4. Andlise pelo TFold das proteinas de CIAT899 mutuamente expressas nas duas condi¢bes
biolégicas (sem TRP e com TRP). Os pontos vermelhos representam as proteinas que néo
satisfazem o limite de fold-change nem o g-value, os verdes sdo aquelas proteinas que satisfazem
somente o limite de fold-change, os pontos laranja e azuis séo proteinas que satisfazem ambos (fold-
change e o g-value), sendo os pontos amarelos aquelas que tiveram baixa abundéancia

Tabela 2. Analise pelo TFold das proteinas de CIAT899 mutuamente expressas nas duas
condic¢des biologicas (sem TRP e com TRP).

: Fold :
T'f I &3 V | *k% D =
old Uniprot Change** pValue escrigao
LOLKQ7 2.5 3 8E-05 Pr.otema pgrlplasmlca de ligacéo
oligopeptidica
LOLULY 5.7 4.1E-05 Transportador ABC, proteina ligante de
substrato
LOLL33 3.8 5.0E-04 Proteina ribossomal 50S L33
LOLY54  -4.0 6.1E-04 Transportador ABC, proteina ligante de
Proteinas substrato
azuis LOLQBO -18.2 1.7E-03 Fosfatase acida classe B (putativa)
LOLS91 4.0 4.2E-03 Eroteina do locus B associada com
invaséao (lalB)
LOLV9S 121 1 5E-02 Proteina exportadora succinoglucana
ExoF
LOLEJ1L 3.6 1 8E-02 Proteina da via de dissimilacdo da

Fucose
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LOLHKO -2.9 1.8E-02 Proteina ribossomal 50S L24
LOLLE5 5.3 4.2E-02 Proteina ribosomal 50S L30
LOLLLS -2.9 7.9E-04 Arginina--tRNA ligase
LOLHU6 9.2 1.8E-03 Peptidase M20
LOLPA9 -9.1 4.3E-03 Ligante ribossomal ATPase YchF
LOLV40 45 6.9E-03 Cisteina sintase

Proteinas

amarelas LOLJ12 -6.4 9.8E-03 Peptidil prolil cis-trans isomerase D
LOLQQ3 -8.9 1.3E-02 Proteina de sintese de colabamina
LOLFX2 5.0 2.0E-02 Flagelina
LoLigl -7.3 3.6E-02 'S\'Lﬁz':i'é‘:(;';oga oxidoredutase
LOLWEY -5.8 5 1E-02 i:zsinose ABC transportador, proteina
LOLLY3 -10.0 5.6E-02 Fator reciclante de Ribosomo
LOLI33 -51 5.7E-02 Proteina ribossomal 50S L6
LOLIZ4 4.4 5.9E-02 Proteina n&o caracterizada
LOLIYO -6.5 6.7E-02 Peptidil-prolil cis-trans isomerase
LOLLF5 12.1 6.8E-02 Proteina da familia ciclase
LOLSS1 4.4 6.9E-02 (F;e;rigg\ig)do transportador ABC

Proteinas

verdes LOLS16 -3.9 8.0E-02 DNA helicase dependente de ATP
LOLJJ3 5.0 9.1E-02 Proteina ribosomal 30S S17
LoLJi2 114 9.2E-02 Modulador de proteina DNA girase
LOLNG1 6.8 9.4E-02 Factor de elongacéo P
LOLUS3 54 1.1E-01 L-lactate desidrogenase
LOLQWS 13.9 1.1E-01 Proteina de particdo cromossomal ParB
LOLQP1 10.4 1.1E-01 Alfa-1,4 glucano fosforilase
LOLKO4 4.5 1.2E-01 ErfK/YbiS/YcfS/YnhG familia de

proteinas



LOLKR5 -8.5
LOLJJO -20.4
LOLWRO -5.0
LOLRK2 -5.1
LOLXD6 8.5
LOLGI7 -4.7
LOLP8O -5.8
LOLQW? -6.6
LOLXT6 8.0
LOLFC6 4.8
LOLG31 17.4
LOLPM4 -5.3
LOLGT2 -6.5

1.2E-01

1.3E-01

1.4E-01

1.4E-01

1.4E-01

1.5E-01

1.5E-01

1.6E-01

1.6E-01

1.6E-01

1.6E-01

2.2E-01

2.7E-01

Ligase Aspartato--tRNA(Asp/Asn)
PRC-barrel domain-containing protein
proteina de choque frio CspA
Proteina n&o caracterizada

Regulator transcricional, familia XRE
Glutationa sintetase

Proteina ribosomal 50S L25

Mannitol 2-desidrogenase (Putativo)
Metiltransferase (putativa)

Ezima malica NADP-dependente
Inosina-5'-monofosfato desidrogenase
Inositol 2-desidrogenase

Proteina contendo dominio MOSC
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*Proteinas azuis, satisfazem ambos testes estatisticos (Fold-change e p-value); proteinas amarelas, satisfazem ambos cortes
de fold-change e o g-value, porém com de baixa abundancia; proteinas verdes, satisfazem o limite de fold-change, mas nédo o

g-value.

**Fold change: Raz&@o das abundancias da proteina entre dois tratamentos.

***p-value: medida estatistica que tenta dizer o quao aquela analise rejeitou ou ndo uma hipétese nula.

Classificacao de Gene Ontology (GO)

As proteinas identificadas nos tratamentos sem e com triptofano foram classificadas

com o emprego da ferramenta Uniprot por GO e agrupadas nas seguintes

categorias: funcdo molecular, componente celular e processo biologico.

O GO para o tratamento sem e com TRP, na fungdo molecular, nove termos GO

foram fornecidos no qual o termo atividade catalitica foi o mais abundante, seguindo

de ligacdo, atividade de molécula estrutural, atividade de transportador, atividade

reguladora enzimatica, atividade do transdutor de sinal, atividade de receptor,

atividade antioxidante, atividade de fator de transcrigdo. A atividade de toxina so foi

identificada no tratamento com triptofano (Tabela 3; Figura 5).



54

Funcdo molecular msem TRP mcom TRP

Toxina

Receptor

Ligacao ao DNA
Transdugdo de sinal
Regulador enzimatico
Antioxidante
Transporte

Estrutural Molecular
Ligacao

Catalitica

0 50 100 150 200 250 300

Figura 5. Numero de genes expressos e classificacdo nas respectivas fungdes, conforme anélise no
Gene Ontology (GO) referente ao proteoma de CIAT899 cultivado na auséncia ou presenca de
triptofano

E relacdo ao componente celular, o termo mais abundante foi parte da célula,
seguido de complexo macromolecular, organela, parte da membrana, membrana,
parte da organela, célula, regido extracelular. Na categoria nucleoide bacteriano foi

identificado uma proteina apenas no tratamento sem triptofano (Tabela 3; Figura 6).
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Componente celular msem TRP ®com TRP

nucleoide

extracelular

célula

Parte da organela
Membrana

Organela

Parte da Membrana
Complexo macromolecular

Parte da célula

0 50 100 150 200

Figura 6. Numero de genes expressos e classificacdo nas respectivas categorias de componente
celular conforme analise no Gene Ontology (GO) referente ao proteoma de CIAT899 cultivado na
auséncia ou presenca de triptofano.

No tratamento sem triptofano, no processo biologico, dez termos GO foram
identificados no qual o termo processo metabdlico foi mais o predominante. O
segundo termo mais abundante foi o processo celular, seguido de localizacéo,
regulacdo bioldgica, organizacdo do componente celular, resposta a estimulo,
locomocédo, processo multi-organismo, que sao as interacdes entre organismos,
utilizacdo de carbono e processo de desenvolvimento (Tabela 3; Figura 7). Ja no
tratamento com triptofano, foram encontrados dois termos diferentes em
comparacao com o tratamento sem triptofano (conjugacao e citocinese dependente
de FtsZ) (Tabela 3; Figura 7).
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Processos bioldgicos msem TRP mcom TRP

desenvolvimento
multiorganismo |
citocinese
Utilizacdo de carbono
Conjugacdo §
Locomogao |
Resposta ao estimulo
Organizagao celular
Regulagao bioldgica
Localizagdo
Metabdlico

Celular

0 50 100 150 200 250

Figura 7. Niumero de genes expressos e classificacdo nas respectivas categorias de processos
biolégicos conforme andlise por Gene Ontology (GO) referentes ao proteoma de CIAT899 cultivado
na auséncia ou presenca de triptofano.

Essa classificacdo de GO é generalista, pois se ndo existe o conhecimento prévio e
a informacgdo anotada nos bancos de dados sobre a localizagédo subcelular de
proteinas identificadas, sdo observadas anotacfes pouco especificas como "célula”
por exemplo, assim, a classificacdo aparenta ambiguidade, sendo necessario o
estudo aprofundado dessas proteinas de interesse.

Tabela 3. Nimero de genes expressos e classificacdo nas respectivas categorias de funcéo

molecular, componente celular e processos biolégicos do proteoma de CIAT899 cultivado na
auséncia ou presenca de triptofano, conforme anélise pelo Gene Ontology (GO).

Funcédo molecular com TRP sem TRP
Catalitica 231 274
Ligacdo 194 222
Estrutural Molecular 44 41
Transporte 28 28

Antioxidante 5 3
Regulador enzimatico 5 5
Transducéo de sinal 2 4
Ligacdo ao DNA 1 2
Receptor 1 2
Toxina 1 0
Componente celular com TRP sem TRP
Parte da célula 172 183
Complexo macromolecular 70 70
Parte da Membrana 34 39

Organela 33 36
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Membrana 31 32
Parte da organela 14 12
Célula 7 8
Extracelular 6 4
Nucleoide 0 1
Processos hioldgicos com TRP sem TRP
Celular 212 237
Metabolico 203 232
Localizagéo 37 35
Regulacéao bioldgica 37 39
Organizacéo celular 14 15
Resposta ao estimulo 9 11
Locomocgéo 4 2
Conjugagéo 2 0
Utilizac&o de carbono 1 1
Citocinese 1 0
Multi-organismo 0 2
Desenvolvimento 0 1

Anadlise de vias metabdlicas pelo KEGG Mapper — Search&Color Pathway

A organizacdo e montagem de vias metabodlicas podem ser feita com auxilio das
bases de dados disponiveis no KEGG Pathway (KANEHISA, 1997). Assim, a fim de
verificar quais rotas metabdlicas as proteinas identificadas no proteoma de CIAT899
foram mapeadas na plataforma KEGG Pathway
(http://'www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway2.html) contra o banco de dados de R.
tropici CIAT899 (rtr). Foram analisadas as 617 proteinas obtidas dos dois proteomas
(com e sem TRP) (Figura 2), 349 proteinas (~ 57%) foram mapeadas em uma das
94 vias metabdlicas identificadas, sendo mapeadas 93 proteinas em biossintese de
metabolitos secundarios, 87 em biossintese de antibiéticos e 80 em metabolismo
microbiano. A andlise mais detalhada das vias identificadas é apresentada na figura
8 que mostra as principais vias identificadas. Entre as vias identificadas as mais
representativas foram as vias envolvidas na biossintese de metabdlitos secundarios

e

antibioticos, metabolismo microbiano, transportadores ABC até metabolismo de
butanoato com 6 proteinas identificadas.

A ferramenta KEGG mapper apresenta limitacdes, pois em nossa analise nao foram

identificadas 402 proteinas. Assim, num total de 617 proteinas identificas, 210



58

proteinas foram mapeadas pelo KEGG. Mesmo com um elevado numero de
proteinas ndo mapeadas, 0s mapas representaram uma boa versao resumida para a
compreensao do metabolismo global de um organismo, baseado na informacéo
curada dos 172 mapas do KEGG Pathway (YAMADA et al., 2011). Muitas das linhas
vistas nos mapas servem de representacdo para mais de dez vias metabdlicas, com

pontos de intersecdo entre varias enzimas.
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Rota metabdlica N° de proteinas

Metabolismo de butanoato (Il 6
Metabolismo de triptofano I 6
Degradagdo de lisina M 6
Metabolismo de fenilalanina (Il 6
Metabolismo de galactose [N 6
Metabolismo de frutose e manose I 7
Biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano I 7
Metabolismo de amido e sucrose I 8
Metabolismo de glutationa (N °
Metabolismo de metano I 9
Metabolismo de nitrogenio (I 9
Metabolismo de biotina I °
Biossintese de lisina I °
Metabolismo de alanina, aspartato e glutamato I 10
Quimiotaxia bacteriana [N 11
Biossintese de arginina (I 11
Metabolismo acido do 2-oxocarboxilico (I 12
Metabolismo de propanoato (I 13
Biossintese de aminoacil-tRNA (I 13
Metabolismo de amino acucar e nucleotideo acucar [N 13
Degradagdo de valina, leucina e isoleucina I 13
Metabolismo de cisteina e metionina NN 13
Metabolismo de glicina, serina e treonina [N 14
Biossintese de acidos graxos (I 14
Metabolismo de pirimidinas [ NNEREEE 15
Ciclo do citrato I 15
Fosforilagdo oxidativa I 16
Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato (I 16
Via pentose fosfato I 16
Quorum sensing NN 16
Glicolise (NG 17
Metabolismo de acidograxo I 17
Metabolismo de piruvato [N 19
Sistema de dois componentes I 19
Metabolismo de purinas (I 25
Ribossomo I 24
Biossintese de aminoacidos N /3
Metabolismo de carbono I 50
Transportadores ABC I 0
Metabolismo microbiano em ambiente diversos I S0
Biossintese de antibioticos I sV
Biossintese de metabdlitos secundarios | o3

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 8. Distribuicdo do proteoma de CIAT899 conforme analise por KEGG pathway.

Com a finalidade de identificar vias metabdlicas caracteristicas de cada tratamento

biolégico, o mapeamento foi realizado com as proteinas identificadas em cada
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tratamento, revelando que maioria das vias foram encontradas no proteoma de
ambos os tratamentos e apenas algumas poucas vias foram exclusivamente
encontradas no tratamento com TRP e outras no tratamento sem TRP (Tabela 4).
Dentre as 449 proteinas identificadas no proteoma do tratamento com TRP, 265
proteinas (~ 59%) foram mapeadas. Das 507 proteinas identificadas no proteoma do

tratamento sem TRP, 292 proteinas (~ 58%) foram mapeadas.

Tabela 4. Distribuicdo do proteoma de CIAT899 expresso em cultivos adicionados ou ndo de L-
triptofano mapeados por KEGG.

Todas com TRP sem TRP
HEERmEND KEcE (617/267) (449/184) (507/215)
Metabolismo de Carbono
Rotas metabdlicas 185 131 154
Biossintese de metabdlitos secundarios 93 63 81
Biossintese de antibiéticos 87 64 76
Metabolismo microbiano 80 57 67
Transportadores ABC 50 39 47
Metabolismo de Carbono 50 41 46
Metabolismo de piruvato 25 14 17
Glicolise/gliconeogenese 17 13 17
Via das pentoses 16 9 14
Fosforilagdo oxidativa 16 13 15
Metabolismo de glioxilato 16 12 16
Ciclo do acido citrico (TCA) 15 12 15
M lism mino- e nucleotideo-
ageutggro smo de amino- e nucleotideo 13 8 13
Metabolismo de propanoato 13 7 12
Metabolismo de acido 2-oxocarboxilico 12 10 9
Metabolismo de amido e sacarose 8 6 8
Metabolismo de frutose e mannose 7 5 7
Metabolismo de galactose 6 5 5
Metabolismo de butanoato 6 5 5
Metabolismo de 1C 5 4 4
Metabolismo de inositol fosfato 3 2 2
Interconversao pentose-glucoronato 3 2 3
Metabolismo C5-branched acid 2 2 2
Metabolismo de aminoacidos
Biossintese de aminoacidos 48 35 46
l\:l:ct)iki)noalllsmo de glicina, serina e 14 9 14
:\élgltsfglrl]samo de valina, leucina e 13 4 10

Metabolismo de cisteina e metionina 13 10 12



Biossintese de arginina
Metabolismo de alanina, aspartato e
glutamato

Biossintese de lisina

Metabolismo de glutationa
Biossintese de tirosina, fenilalanina e
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Metabolismo de triptofano
Degradacéo de lisina

Metabolismo de fenilalanina
Metabolismo de (-alanina
Metabolismo de tirosina

Biossintese de valina, leucina e
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Metabolismo de histidina
Metabolismo de arginina e prolina
Metabolismo de cianoamino acido
Metabolismo de enxofre
Metabolismo de taurina e hipotairina
Metabolismo de selenocompostos
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Metabolismo de &cidos graxos

Metabolismo de &cidos graxos
Biossintese de 4cidos graxos
Degradacéao de acidos graxos

Biossintese de 4cidos graxos
insaturados

Metabolismo de glicerolipideo

Sintese e degradacéo de corpos
cetdnicos

Metabolismo de acido linolénico
Metabolismo de glicerolfosfolipideo

Metabolismo de nucleotideos

Metabolismo de pirimidina
Metabolismo de purinas

Metabolismo de nicotinato e
nicotinamida

15

25
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11

Metabolismo de N

Metabolismo de metano
Metabolismo de nitrogénio

9
9
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Vitaminas/coenzimas

Metabolismo de biotina
Biossintese de pantotenato e Co-A
Metabolismo de vitamina B6
Metabolismo de porfirina e clorofila
Biossintese de folato

Metabolismo de riboflavina
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Metabolismo de tiamina 1 1 1
Biossintese de ubiquinona e outros
terpenoides 1 1 0
Biossintese de terpenoides 1 1 1
Metabolismo de ascorbato e aldarato 1 1 1
Superficie celular
Biossintese de peptideoglicano 4
Biossintese de LPS 3
Processos transcricao/traducéao
Ribossomo 44 42 41
Biossintese de aminoacil-trna 13 11 11
Degradacédo de RNA 5 4 5
Recombinag&o homoéloga 3 2 3
RNA polimerase 3 3 3
Reparo mismatch 3 2 2
Replicacdo DNA 2 1 2
Excisdo de nucleotideo/base 1 1 1
Antibidticos
Resistencia a vancomicina 2 2 2
Resisténcia a 3-lactam 4 3 3
Re_sjs'géncia a peptideo antimicrobiano 4 4 5
catiénico
Biossintese de estreptomicina 3 2 3
Biossintese de novobiocina 3 2 3
Biossintese de monobactam 3 2 3
Locomocdao/quimiotaxia/regulacdo/secrecéo
Quorum sensing 16 14 10
Quimiotaxia 11 8 8
Sistema de dois componentes 19 16 16
Montagem de flagelo 3 3 1
Exportagéo de proteina 1 1 0
Sistema de secrecao 1 1 0
Degradacéao
Degradacéo de Benzoato 5 3 3
Degradacéo de atrazina 3 3 0
Degradacéao de geraniol 3 2 2
Degradacgéo de aminobenzoato 3 2 2
Degradacéao de limoneno e pineno 2 1 2
Degradagéo de caprolactam 1 0 1
Degradacéo de cloroalcano e 1 1 1

cloroalceno

Andlise de proteinas diferencialmente expressas

Com as identificacbes das proteinas diferencialmente expressas nas condi¢cbes

experimentais (YM-TRP x YM+TRP),

foi

possivel

identificar alguns clusters
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importantes para compreensdo do metabolismo de CIAT899 na presenca do
aminoacido triptofano.

Biossintese de polissacarideos de superficie celular

Na simbiose planta-bactéria, o desenvolvimento inicial do nddulo necessita da
sintese e percepcdo de sinais moleculares como lipo-quito-oligosacarideos
chamados de fatores Nod que sdo importantes para inducdo do desenvolvimento
dos nddulos. A superficie de polissacarideos da bactéria € também importante para
0 sucesso do estabelecimento da simbiose com as leguminosas. Os polimeros de
acucares dos rizobios sdo compostos por um numero de diferentes polissacarideos,
como lipopolissacarideos (LPS), polissacarideos capsulares (CPS ou antigenos-K),
B-1,2-glucans neutro e polissacarideos extracelulares acidos (EPS). Estas moléculas
sdo utilizadas no reconhecimento com o hospedeiro e varias foram descritas na
literatura. Genes relacionados a biossintese de exopolissacarideos (exo/exs ou pss)
formam um grande grupo de genes localizados tanto no cromossomo quanto Nos
megaplasmideos (FINAN et al., 2001). No presente trabalho foram encontradas 9
proteinas para biossintese de EPS, 12 para biossintese de LPS e 4 para biossintese

de peptidioglicano (Tabela 5; 6).

R. tropici € conhecida por produzir elevada quantidade de EPS, inclusive com
interesse biotecnolégico (STAUDT et al., 2012). Estruturalmente, o EPS produzido
por CIAT899 é um octosacarideo composto de unidades de D-glicose e D-galactose
em uma relacdo 6:2 com modificacbes de residuos de piruvil e acetil (GIL-
SERRANO et al, 1990; JANCZAREK, 2011). Os genes necessarios para a
polimerizacdo, modificacdo, processamento e exportacado de succinoglicano (EPS )
encontram-se no plasmideo pRtrCIAT899c¢ constituindo um grande cluster de 15
genes exo. Entre as proteinas codificadas dentro de tais regides podem ser citadas:
as transferases, responsaveis pela montagem das unidades repetidas do EPS, as
enzimas envolvidas na biossintese de precursores de nucleotideos e acucares, as
enzimas envolvidas na modificagdo dos EPS com ramificagcbes ndo derivadas de
acucares, e proteinas envolvidas na polimerizacdo e exportacdo de cadeias de EPS
sobre a superficie celular (REUBER & WALKER, 1993; WHITFIELD & PAIMENT,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janczarek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22174640
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2003). Foram identificadas no proteoma de CIAT899 proteinas envolvidas na
biossintese e exportacdo de EPS, sendo a maioria destas encontradas tanto em
CIAT cultivada com TRP quanto sem TRP. Entre estas, a proteina ExoF foi
significativamente induzida (aumento de 12x) no tratamento com TRP. As proteinas
ExoF e ExoY séo necessérias para a adicdo da primeira unidade de galactose ao
lipideo carreador a partir do qual, unidades de glicose sdo adicionadas a cadeia de
EPS em crescimento pelas glicosiltransferases (REUBER & WALKER, 1993). A
biossintese de EPS em Rhizobium é influenciada por diversas condigbes ambientais,
sendo sua regulacdo complexa e ocorrendo tanto a nivel transcricional quanto pos-
traducional por meio de diferentes tipos de reguladores que podem atuar na
repressdo ou inducdo da biossintese. Entre estes reguladores, SyrM e NtrC séo
reguladores positivos da biossintese de EPS sob condi¢des limitantes de nitrogénio
e atuam induzindo a expresséo dos genes exoF e exoP, via estimulacdo positiva de
SyrA (SKORUPSKA et al., 2006).

Os lipopolissacarideo (LPS) sdo macromoléculas de estrutura extremamente
complexa, encontrados exclusivamente formando a monocamada da membrana
externa de bactérias gram-negativas (COLLINS & FERRIER, 1995). Esses
glicoconjugados sdo formados por trés regides estruturalmente distintas: a porcéo
denominada lipideo-A, o nucleo oligossacaridico e o antigeno-O (SUTHERLAND,
1985). A biossintese de LPS de espécies de Rhizobium € iniciada por sete enzimas
(LpxA, LpxC, LpxD, LpxH, LpxB, LpxK, kdtA) que atuam sequencialmente para
formar o precursor fosforilado KDO2-lipid IVA. O KDO2-lipid IVA é entdo processado

de forma para gerar diversas moléculas.

As beta-glucanas sdo proteinas importantes da adaptacdo osmotica e a proteina
NdvB é necessaria para o crescimento hipo-osmético em Sinorhizobium meliloti e
Agrobacterium tumefaciens (INGRAM-SMITH & MILLER, 1998). Um mutante ndvB
de Sinorhizobium fredii NGR234 que n&o possui B (1,2) glucanos apresentou
deficiéncia em motilidade, interagdo com raizes e infeccdo em leguminosas (GAY-
FRARET et al, 2012) como também nos eventos iniciais essenciais no
estabelecimento de simbiose. Em S. fredii HH103, os mutantes ndvB que nao
possuiam R-glucanos ciclicos, mas super producdo de EPS formaram apenas
pseudo- nddulos em dois hospedeiros diferentes (CRESPO-RIVAS et al., 2009). De
fato, o NdvB é uma proteina importante na interacao planta bactéria e foi expressa
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em Rhizobium tropici CIAT 899. Ja as 12 proteinas expressas para biossintese de

LPS, todas, exceto lipoproteina putativa (localizada no plasmideo pRtrCIAT899), séo

proteinas codificadas por genes localizados no cromossomo (Tabela 6).

Tabela 5. Proteinas de CIAT899 relacionadas com o metabolismo de exopolissacarideos.

Fold (p-value)

UNIPROT GenBank Localizacéo Descricao Condicéo ou
abundancia®

LOLNM7  AGB72988.1 cromossomo NDVb; Cyclic beta-1,2-glucan -[+TRP -1.29 (2.8E-01)
synthase

LOLKV5 AGB70729.1  cromossomo Polysaccharide export protein +TRP 4.8E-04

LOLYN1 AGB75205.1 pRtrCIAT899c Succinoglycan biosynthesis -/[+TRP 2.72 (1.8E-01)
protein ExoP

LOLWW7 AGB75206.1  pRtrCIAT899¢c UTP--glucose-1-phosphate -+TRP -1.08 (4.5E-01)
uridylyltransferase

LOLV89 AGB75208.1 pRtrCIAT899c Succinoglycan biosynthesis +TRP 4.8E-03
glycosyltransferase ExoM

LOLWX2  AGB75211.1 pRtrCIAT899c Succinoglycan biosynthesis endo- -/+TRP 1.51 (3.0E-01)
beta-1,3-1,4-glycanase ExoK

LOLYJ4 AGB75214.1  pRtrCIAT899c Succinoglycan biosynthesis -[+TRP 1.03 (4.8E-01)
pyruvyltransferase ExoV

LOLYNS AGB75215.1  pRtrCIAT899c Succinoglycan biosynthesis -TRP 2.6E-04
glycosyltransferase ExoU

LOLV98 AGB75218.1  pRtrCIAT899c Succinoglycan export protein -[+TRP 12.14 (1.5E-02)

ExoF

? Fold: Raz&o das abundancias da proteina entre dois tratamentos. p-value: medida estatistica que tenta dizer o quéo aquela

analise rejeitou ou ndo uma hipétese nula. Abundancia: sinal total relativo & area da curva.

Tabela 6. Proteinas de CIAT899 envolvidas no metabolismo de lipopolissacarideos.

Fold (p-value)

UNIPROT GenBank Localizagéo Descrigao Condicéo ou
abundancia®
LOLI79 AGB71093.1 cromossomo  Outer membrane protein BamA -[+TRP -3.55 (1.4E-01)
kdsA; 2-dehydro-3-
LOLLZ5 AGB71104.1 cromossomo  deoxyphosphooctonate aldolase  +TRP 2.8E-04
IpxD; UDP-3-O-acylglucosamine
LOLLY6 AGB71094.1 Cromossomo N-acyltransferase +TRP 5.0E-04
IpxA; acetylglucosamine O-
LOLK83 AGB71096.1 Cromossomo acyltransferase +TRP 3.1E-04
LOLKQ9 AGB70640.1 Cromossomo SurA domain-containing protein +TRP 1.2E-03



LOLIF2
LOLSG5

LOLIW4
LOLIV3

LOLJGY
LOLT32

LOLRHO

AGB69874.1
AGB73094.1

AGB70641.1
AGB71157.1
AGB70866.1

AGB74387.1

AGB72734.1

Cromossomo IptE; LPS-assembly protein LptE  -TRP
Cromossomo IptA; LPS-assembly protein LptA  -/+TRP
IptD; lipopolysaccharide transport
Cromossomo (Lpt) -TRP
Cromossomo Bifunctional protein GImU -TRP
Cromossomo LPS Glycosyltransferase -TRP
pRtrCIAT899c Putative lipoprotein -[+TRP
Outer membrane lipoprotein
Cromossomo ompl9 -/[+TRP
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2.1E-03
-1.75 (1.4E-01)

2.9E-04
1.4E-04
1.4E-03

1.60 (2.3E-01)
3.7E-01 (3.7E-
01)

? Fold: Raz&o das abundancias da proteina entre dois tratamentos. p-value: medida estatistica que tenta dizer o quéo aquela
analise rejeitou ou ndo uma hipétese nula. Abundancia: sinal total relativo & area da curva.

Biossintese de triptofano, fenilalanina e tirosina

A biossintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano ocorre

pela via do shiquimato, sendo o corismato um ponto de ramificacdo na biossintese

destes aminoacidos. Algumas das principais proteinas envolvidas na biossintese e

metabolismo destes aminoacidos foram identificadas no proteoma de CIAT899
(Tabela 7).

Tabela 7. Proteinas identificadas no proteoma de CIAT899 envolvidas na biossintese de
aminodacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano).

Fold (p-value) ou

Uniprot  GenBank Localizagao Descricao Condicéao abundancia®

LOLL25 AGB71416.1 cromossomo  o-J€0Xy-7-phosphoheptulonate oo 6.8E-05
sintase (2.5.1.54)

LOLPC7 AGB71969.1 cromossomo  UPEG: antranilaro sintase -TRP 8.2E-05
(4.1.3.27)

LOLNF9 AGB72797.1 cromossomo corismato mutase; 5.4.99.5 -TRP 1.1E-03

LOLIK1* AGB70541.1 cromossomo  Histidinol-phosphate TRP 9.6E-04
aminotransferase; 2.6.1.9

LOLLH8 AGB70935.1 cromossomo flavodoxina WrbA +TRP 6.6E-04

LOLGGO AGB70307.1  cromossomo aroC; corismato sintase; 4.2.3.5 -/[+TRP 1.2 (0,41)

LOLU90* AGB74276.1  pRtrCIAT899c gsé’al‘rgo aminotransferase; . tpp 15 (0,37)

LOLKFO* AGB71893.1  Cromossomo gsbls’al‘”lato aminotransferase A, rpp -1.5 (0,23)

LOLJ12 AGB71227.1 cromossomo | cPudyl prolyl cis-trans J+TRP -6.4 (0.01)

isomerase D; EC:5.2.1.8

® Fold: Raz&o das abundancias da proteina entre dois tratamentos. p-value: medida estatistica que tenta dizer o quéo aquela
analise rejeitou ou ndo uma hipotese nula. Abundancia: sinal total relativo a area da curva.

*atua na biossintese e no metabolismo de fenilalanina (PHE), triptofano (TRP) e tirosina (TYR)
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Biossintese e Metabolismo de triptofano, fenilalanina e tirosina

O aminoacido triptofano € sintetizado a partir do corismato pelas enzimas
codificadas pelo operon TRP, o qual € negativamente regulado na presenca do
triptofano. O operon TRP contém cinco genes estruturais (trpE, trpD, trpC, trpB e
trpA) que produzem os componentes de trés enzimas (duas das enzimas consistem
em duas cadeias polipeptidicas (PIERCE, 2011). No genoma de CIAT899 os genes
que codificam as enzimas responsaveis pela biossintese de triptofano ndo estéo
organizados em um Uunico operon como em E. coli, sendo encontrado no
cromossoma de CIAT899 trés clusters constituidos pelos genes trpFBA
(AGB69457.1, AGB69458.1, AGB69459.1), trpDC (AGB71228.1; AGB71229.1) e
trpEG (AGB71969.1). O gene trpEG codifica a antranilato sintase (AS — EC 4.1.3.27),
enzima que converte corismato em antranilato e a primeira etapa da via de
biossintese do triptofano. Seu sitio ativo € dividido em duas subunidades: uma
subunidade maior chamada o, também conhecida por componente | (ASI) e uma
subunidade menor chamada 3, ou componente Il (ASIl) (CRAWFORD, 1975). Para a
biossintese de tirosina e fenilalanina, o corismato € convertido em prefenato pela
corismato mutase (EC 5.4.99.5). Nas condi¢cdes experimentais deste trabalho, as
proteinas antranilato sintase e corismato mutase foram identificadas apenas no
tratamento sem TRP (Tabela 7). A inibicdo da sintese de antranilato por triptofano é

um dos mecanismos de regulacdo mais conhecidos em bactérias (PIERCE, 2011).

Metabolismo de triptofano

Degradacao do triptofano pela rota quinurerina

Em microrganismos, o triptofano pode ser degradado pela via de degradacéo da
quinurenina (KP) ou ser metabolizado pelas vias de biossintese de &cido-3-
indolacetic (AlA) dependente do triptofano (PIERCE, 2011). Na via de degradacao
da quinunerina o triptofano é convertido em antranilato pela acdo sequencial das
enzimas triptofano-2,3-dioxigenase (kynA; EC 1.13.11.11), quinurerina formamidase
(kynB; EC 3.5.1.9) e quinureninase (kynU; EC 3.7.1.3). No genoma de CIAT899, sdo
encontrados os genes kynA (AGB75059.1) e kynU (AGB75115), enquanto ndo ha


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440036423
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440036424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440036423
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440038194
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440038195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440038935
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indicagdo no KEGG da existéncia do gene kynB. A proteina AGB72218.1 anotada no
genoma como uma proteina da familia ciclase foi identificada no proteoma de
CIAT899, com uma expressao 12X (p-value=0,07) maior no tratamento com
triptofano (Tabela 8). Ela possui o dominio conservado COG1878 (Kynurenine
formamidase; E-value 1.42e-68) e pode ser considerada como uma provavel
quinunerina formamidase (KynB) de CIAT899

Tabela 8. Proteinas identificadas no proteoma de CIAT899 envolvidas no metabolismo de
triptofano.

Fold (p-value) ou

Uniprot  GenBank Localizagao Descrigcao Condicao abundancia®

Quinurenina formamidase; EC
5.3.1.9

AbmA,; anthraniloyl-CoA
LOLQ70 AGB72230.1 Cromossomo monooxygenase EC +TRP 3.6E-04
1.14.13.40

AbmB; beta-hydroxiacil-CoA

LOLLF5 AGB72218.1 Cromossomo -[+TRP 12.1(0,07)

LOLND9 AGB72231.1 Cromossomo desidrogenase; EC 1.1.1.35 +TRP 1.3E-03
GCDH,; glutaryl-CoA

LOLQ48 AGB72234.1 Cromossomo desidrogenase. EC 1.3.8.6 -TRP 6.2E-05

LOLEMO AGB69858.1  cromossomo  CoH Enoyl-CoA hidratase; EC TRP 4.4E-04

42.1.17

SucA; oxoglutarate
desidrogenase; EC 1.2.4.2

ACAT; acetyl-CoA

LOLMW8 AGB72728.1 Cromossomo -[+TRP -2.2 (0,02)

LOLS54 AGB72965.1 Cromossomo acetynransferase; EC 2.3.1.9 '/+TRP 1.6 (0,05)
KatG; catalase/peroxidase

LOLV32 AGB75138.1  pRUCIAT899C Hp[: 1.11.1.21 J+TRP -1.7 (0,18)
y4wF-like; FMN

Aldehyde desidrogenase EC

LOLTX4  AGB74687.1 PRUCIATBOOC .03

-+TRP -1.4 (0,35)

? Fold: Raz&o das abundancias da proteina entre dois tratamentos. p-value: medida estatistica que tenta dizer o quéo aquela
andlise rejeitou ou ndo uma hipotese nula. Abundéancia: sinal total relativo & area da curva.

Além da proteina KynB, foram identificadas no proteoma de CIAT899 outras
proteinas relacionadas a degradacdo do antranilato (Tabela 8). O antranilato pode
ser metabolizado pela via de degradacéo do aminobenzoato ou ser convertido em 3-
hidroxi-antranilato que posteriormente, pode ser degradado em acetil-coA por uma
séria de reacdes envolvendo o metabdlito 2-oxoadipato.

Biossintese de AIA

Aminotransferase - conversao
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A primeira etapa via do IPyA (Trp — IPyA — IAald — IAA), a conversao de triptofano
em IPyA, € catalisada pela aminocido aromético-aminotransferase (AAT; EC
2.6 .1.27; EC 2.6.1.99) ou pela acdo de L-amino &cido oxidase (EC 1.4.3.2). As
AATs catalisam a conversdo dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e
triptofano nos seus respectivos a-cetoacidos e podem estar envolvidas em diferentes
rotas metabdlicas. No proteoma de CIAT899 foram identificadas 9 aminotransferases
em sua maioria identificadas nas duas condi¢cdes experimentais (Tabela 9). Ainda
neste grupo, foi incluida para esta andlise, a aminotransferase YAwWE (AGB73411.1)
de CIAT899. Resultados anteriores sugerem que a expressdo do gene y4wE é
regulada pelo aminoécido triptofano (IMADA et al., 2017). O gene y4wE é localizado
no plasmideo constituindo um cluster com o gene y4wF, em uma organizacdo similar
aguela observada em S. freddi NGR234 (THEUNIS et al., 2004). Em Sinorhizobium
fredii NGR234 o cluster plasmidial yAwEF é conhecido pelo seu envolvimento na
biossintese de AIA quando induzida por flavonoides (THEUNIS, 2004). Embora a
proteina YAwWE ndo tenha sido detectada, a proteina Y4wF (AGB74674.1; FMN
monooxygenase) foi identificada no proteoma de CIAT899 no tratamento sem
triptofano (Tabela 8). Alguns trabalhos sugerem que a atividade das AATs é
regulada pelos aminoacidos aromaticos (PEDRAZA et al, 2004). Estudos adicionais
com as aminotransferases identificadas no proteoma de CIAT899 sdo necessarios

para avaliar seu envolvimento no metabolismo de triptofano e na biossintese de AlA.

Tabela 9. Aminotransferases identificadas no proteoma de CIAT899

Fold (p-
Uniprot GenBank Localizacéo Descricéo Condicéo value)ou
abundancia®

HisC; Histidinol-phosphate
LOLIK1 AGB70541.1 cromossomo -TRP 9.6E-04
aminotransferase; AAT-l e ll

AspB; Aspartate aminotransferase; AAT-I
LOLLL9 AGB71009.1 cromossomo ' -TRP 8.1E-05
e

AspB; Aspartate aminotransferase; AAT-I
LOLU9O AGB74276.1 pRtrCIAT899c ' -[+TRP -1,2 (0.37)
e

AspB; Aspartate aminotransferase; AAT-I
LOLKFO AGB71893.1 cromossomo ' -[+TRP -1,5 (0.23)
e

ArgD; acetylornithine aminotransferase;
LOLHO3 AGB69991.1 cromossomo -TRP 2.4E-04
EC 2.6.1.11; AAT-lII

BioA; Q-amino acid-pyruvate
LOLL69 AGB71987.1 cromossomo ) -TRP 1.6E-04
aminotransferase; AAT-III

LOLMAO AGB72377.1 cromossomo BCAT aminotransferase; AAT- IV -[+TRP -1,9 (0.07)
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LOLI94 AGB70441.1 cromossomo BCAT aminotransferase; AAT -IV +TRP 2.2E-03

SerC; phosphoserine aminotransferase;
LOLQ96 AGB72284.1 cromossomo AAT-V -[+TRP -2,2 (0.17)

% Fold: Raz&o das abundancias da proteina entre dois tratamentos. p-value: medida estatistica que tenta dizer o
quao aquela andlise rejeitou ou ndo uma hipé6tese nula. Abundéancia: sinal total relativo & area da curva.

A producdo de ILA a partir de IPyA pode ser realizada pela indol-3-lactato
desidrogenase (1.1.1.110), uma enzima dependente de NADH (JEAN &. DEMOSS,
1968) e também pela acao de L-lactato desidrogenases (LDH; EC 1.1.1.27) . A LDH
de S. meliloti utiliza tanto piruvato quanto indol-3-piruvato como substrato produzindo
lactato e indol-3-lactato, respectivamente (TRINCHANT & RIGAUD, 1974). No
proteoma de CIAT899, uma L-lactato desidrogenase-citocromo (AGB74982.1; EC
1.1.2.3) foi identificada nas duas condicBes experimentais, com um nivel de
expressdo 5,39X maior no tratamento com triptofano (Tabela 10), mas sem
significancia estatistica (p-value=0,11). O gene que codifica esta proteina esta
localizado ao lado de um gene que codifica um transportador de aminoacidos
hidrofébicos (AGB74983.1) que foi identificado no proteoma com uma expressao
5,69X maior no tratamento com triptofano e com alto valor de significancia (p-
value=4,1E-05). Neste mesmo cluster esta localizado o gene que codifica uma
metiltransferase (AGB74979.1) (Tabela 10) que também foi identificada no proteoma
com uma expressao 8,03X maior no tratamento com triptofano, mas sem
significancia estatistica (p-value 0,16). Entre os transportadores codificados neste
cluster génico, temos um transportador de aminoacidos hidrofobicos (HAAT), um
transportador de aminoacido de cadeia ramificada, um componente ATPase do
sistema de transporte ABC e um transportador EamA (drug/metabolite transporter
family). A expressao diferencial das proteinas deste cluster no proteoma de CIAT899,
especialmente do transportador HAAT, indicam o envolvimento destas proteinas no
transporte e metabolismo de triptofano; contudo, estudos adicionais sdo necessarios
para esclarecer o papel destas proteinas em CIAT899 e também a relacdo destas

com a bhiossintese de AlA.

Tabela 10. Proteinas do cluster LDH identificadas no proteoma de CIAT899

Fold (p-value)

Uniprot GenBank Localizagéo Descricao Condicéo ou abundancia®

LOLXT6 AGB74979.1 pRtrCIAT899c Metiltransferase -[+TRP 8.03 (0,16)

L-lactato desidrogenase; EC

LOLUS3 AGB74982.1 pRtrCIAT899c 1.1.99.31

-+TRP 5.39 (0,11)
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Transportador de aminoacido
LOLUL9 AGB74983.1 pRtrCIAT899c hidrofobico (HAAT) -[+TRP 5.69 (4.1E-05)

® Fold: Raz&o das abundancias da proteina entre dois tratamentos. p-value: medida estatistica que tenta dizer o quio aquela
andlise rejeitou ou ndo uma hipétese nula. Abundancia: sinal total relativo & area da curva.

Biossintese de sider6foro

Os rizobios de vida livre competem com outros organismos no solo para
aguisicao de nutrientes, entre eles, o ferro. Este nutriente é abundante no solo,
porém em sua forma oxidada (Fe®*"), que apresenta baixa solubilidade em ambiente
aquoso e pH neutro (NEILANDS, 1995). Uma estratégia utilizada por muitos
microrganismos para obter ferro do meio ambiente é secregdo sideroforos,
compostos quelantes de baixo peso molecular (entre 300-1500 Da) que possuem
elevada afinidade a ferro e outros ions metélicos, como zinco e cobre (LANKFORD,
1973; NEILANDS, 1973; RATLEDGE & DOVER, 2000). O sideréforo secretado pelas
bactérias liga-se ao ferro e é transportado para célula através do sistema de
transporte especifico. Em bactérias gram-negativas, o transporte do complexo
sider6foro-Fe®" através da membrana externa necessita de mecanismos de
transporte ativo via receptores da membrana externa. A energia requerida €
fornecida pela forca proéton-motriz e é transduzido para os receptores da membrana
externa pelo complexo TonB-ExbB-ExbD (POSTLE & KADNER, 2003).

A caracterizacdo dos sideroforos pode ser determinada de acordo com seu
mecanismo de biossintese como: peptideo nao-riossomal sintetase (NRPS)-
dependente ou NRPS-independente (RAYMOND & DERTZ, 2004; CHALLIS, 2005;
DONADIO et al.,, 2007). A biossintese de sideréforo ja foi estudada em R.
leguminosarum 8401 e S. meliloti 1021. Em ambos os casos, 0s genes de
biossintese estdo posicionados no plasmideo em clusters génicos localizados perto
dos genes que codificam seus respectivos receptores na membrana externa
(PERSMARK, et al., 1993).

No proteoma de CIAT899, foram identificadas proteinas diferencialmente
expressas, cujos genes codificadores estédo localizados no plasmideo constituindo
dois clusters génicos para biossintese e transporte de sideroforos (Tabela 11, Figura

9). A maioria das proteinas codificadas por estes clusters foi encontrada somente no
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tratamento com TRP, com excecdo das proteinas AGB74034 AGB74038 (enzima
de 5’-fosfato)

significativamente maior (4,47X, p-value = 0,007) no tratamento com TRP (Tabela

dependente piridoxal que apresentou uma expressao
11). Além das proteinas identificadas no proteoma (Tabela 11), o cluster A (Figura 9)
contém genes que codificam duas proteinas do sistema de transporte de sideréforos
FepB e FepC (AGB74039 e AGB74040) e um receptor de sideréforos TonB
(AGB74041). O cluster B (Figura 8) contem ainda genes que codificam uma
citocromo P450/ciclopeptideo sintase (AGB74921), uma lauril/miristoil aciltransferase
(AGB74920) e um exportador de metabolitos toxicos MATE (AGB74924). A frente do
gene AGB74926, que codifica uma NRPS sintetase EntF, sdo encontrados sete
outros genes gque também codificam proteinas relacionadas a sintese e transporte
de sideroforos. A organizacdo destes clusters sdo conservadas em outras espécies
de Rhizobium, Sinorhizobium, Mezorhizobium, Bradyrhizobium e Ensifer conforme

analise no PATRIC.

Tabela 11. Proteinas identificadas no proteoma de CIAT899 envolvidas na biossintese de
sideroforos.

Uniprot GenBank Localizagéo Descrigdo Condicéo 5g||3e()pa'
LOLRV1 AGB74033.1 pRtrCIAT899c Diaminopimelato descarboxilase LysA  +TRP 4.5E-04
LOLVAO AGB74034.1 pRurCIAT899C Enzima dependente de piridoxal-fosfato J+TRP 4.47 (6.9E-
(PALP) 03)
LOLV63 AGB74035.1 pRuCIAT899c AD/NADP octopina/nopalina +TRP 2.9E-04
desidrogenase
LOLTKA AGB74036.1 pRuCIAT899c I NUF proteina de biossintese de +TRP 7.0E-04
sideroforo .
. 3+ - £
LOLRV7 AGB74038.1 pRurCIAT899c OStemade transporte Fe™-sideroforo, _, tpp 4 550 11)
proteina FepB/TroA
LOLUL1 AGB74922.1 pRtrCIAT899c Diaminopimelato descarboxilase LysA  +TRP 3.5E-04
LOLUF5 AGB74923.1 pRtrCIAT899c Cistationina B-liase MetC +TRP 1.0E-03
LOLXS2 AGB74925.1 pRtrCIAT899c N6-hidroxilisinaO-acetiltransferase +TRP 6.7E-04
LOLW40 AGB74926.1 pRtrCIAT899c NRPS® sintetase EntF +TRP 2.9E-04

% Fold: Raz&o das abundancias da proteina entre dois tratamentos. p-value: medida estatistica que tenta dizer o quéo aquela
anadlise rejeitou ou ndo uma hipotese nula. Abundéancia: sinal total relativo & area da curva.

® NRP — N on-ribosomal peptide synthetase.

A producédo de sideréforos é regulada por ferro, sendo estimulada em condi¢des
limitantes de ferro via regulador FhuA . Os dados obtidos com o proteoma de
CIAT899 mostram a regulacao destes clusters pelo aminoacido triptofano ou AlA, o

gue sugere a possibilidade biossintese de siderdforos contendo TRP. Culturas de
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Aeromonas hydrophila suplementadas com TRP ou fenilalanina produzem
amonobactin, um sideréforo composto de 2,3-4cido dihidroxibenzoico, lisina, glicina
e triptofano (amonabactin T) ou fenilalanina (amonabactin P) (BARGHOUTH et al.,
1989). Em Pseudomonas, a sintese do siderdforo quinolobactina envolve a rota
triptofano-quinurenina-acido xanturenico (MATTHIJS et al., 2004). Ainda, a atividade
quelante de alguns metabdlitos relacionados ao TRP, como o antranilato e o indol-3-
piruvato tem sido descrita. Em R. leguminosarum, o antranilato j& foi reportado como
promotor no aumento na absorcdo de Fe** em condicdes de baixa concentracéo de
ferro (RIOUX et al., 1986).

Cluster A

CP004018 (241344-2583063)

AGB74033 AGB74034 AGB74035 AGB74036 AGB74037 AGB74038 AGB74039 AGB74040 AGB74041

Cluster B
CP004018 (1193746-1205688)

s Geeee—— GEE—— G

AGB74920 AGB74921 AGB74922 AGB74923 AGB74924  AGB74925 AGB74926

Figura 9. Organizacdo génomica dos clusters A e B construidos por andlise no software PATRIC,
referente aos genes envolvidos com a biossintese de sideré6foros.

Quimiotaxia e motilidade

O flagelo bacteriano consiste de trés regifes distintas: o corpo basal, o gancho e o
filamento (EVANS et al.,, 2014) . No proteoma de CIAT899 foram identificadas
proteinas envolvidas em quimiotaxia e motilidade (Tabela 12). Dentre estas, a
proteina AGB70082.1, que codifica a flagelina FlaA, a principal subunidade
constituinte da regidao do filamento flagelar, foi diferencialmente expressa com um
aumento significativo de 5X (p-valor = 2.0E-02). Adjacente ao gene que codifica esta
flagelina FlaA encontra-se o gene de outra FlaA (AGB70081.1) e, proOximo a estes,
encontra-se o gene que codifica a proteina FIgL (AGB70094.10), que constitui a
regido de conexao entre o gancho e o filamento do flagelo (EVANS et al., 2014). As
proteinas FlaA e FIgL foram identificadas somente no proteoma de CIAT899 na
condicdo com TRP. No genoma de CIAT899, estes genes estédo organizados em um

cluster que codifica proteinas envolvidas na montagem das diferentes subunidades e
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regides do flagelo tanto em quimiotaxia e motilidade. Ainda, foram identificadas no
proteoma, proteinas envolvidas na regulacdo do processo de quimiotaxia, como o
receptor MCP (methyl-accepting chemotaxis protein; AGB70292.1) e as proteinas
regulatérias CheY1l e CheY2 (AGB70050.1, AGB70055.1) (Tabela 12). Estas
proteinas estdo envolvidas na recepcao (proteina MCP) de sinais quimiotéticos e na
transmissao (proteinas CheY1 e CheY2) destes sinais ao motor do flagelo, alterando
o comportamento de locomocao do flagelo e permitindo a bactéria responder a
alteracdes na composicdo quimica do ambiente (BREN & EISENBACH, 2000). As
proteinas que codificam os reguladores CheY1 e CheY2 encontrados no genoma
estdo organizados em um cluster génico relacionado a quimiotaxia
(cheXY;AWRBY:D) e proximos a genes relacionados a estrutura e funcionamento

do flagelo.

Estes dados sugerem que CIAT899 respondeu a presenca do L-triptofano no meio
de cultivo alterando seu comportamento de locomocdo. Em Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus a presenca de D-amino&cidos inibiu a formacéao de biofilme e
desfez o biofilme existente (KOLODKIN-GAL et al., 2010; HOCHBAUM et al., 2011)
Em Pseudomonas aeruginosa, os aminoacidos triptofano e tirosina inibiram a
formacdo de biofilme e aumentaram a motilidade (BRANDENBURG et al., 2013).
Shimazaki et al (2012) em estudos com E. coli mostraram que a presenca de L-
triptofano inibiu a formagdo de biofiime aumentando a catalise de triptofano em
compostos inddlicos. O triptofano também pode inibir a formacédo de biofilme, em
parte, modulando a motilidade da célula. Reprimir a sintese do flagelo é necessario
para formacédo de biofilme por P. aeruginosa (O'Toole, 1998; Ruer et al., 2007; Bala
et al., 2011; Conrad et al., 2011; ). Andlises futuras necessitam ser realizadas para
avaliar se a presenca do triptofano em R. tropici CIAT899 interfere na motilidade e
formacdo do biofilme desta bactéria, como sugere os resultados de expresséo

diferencial das proteinas relacionadas a formacéo de flagelo.

Tabela 12. Proteinas identificadas no proteoma de CIAT899 envolvidas na biossintese de
flagelo.

Fold (p-value)

Uniprot GenBank Localizagdo  Descricéo Condicdo ou
abundancia®
LOLGE4 AGB70292.1 cromossomo  Receptor quimiotaxia (MCP) -[+TRP 1.1 (3.5E-01)

LOLJO6  AGB70050.1 cromossomo  Regulador de quimiotaxia CheY1 +TRP 2.2E-03


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bren%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11092844
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eisenbach%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11092844

75

LOLJO9 AGB70055.1 cromossomo  Regulador de quimiotaxia CheY2 -[+TRP 1.2 (3.2E-01)
LOLHCO AGB70081.1 cromossomo  Flagelina FlaA +TRP 3.8E-04
LOLFX2 AGB70082.1 cromossomo  Flagelina FlaA -[+TRP 5.0 (2.0E-02)
LOLJ4A5 AGB70094.1 cromossomo  Flagelina FglL +TRP 6.5E-04
LOLMS5 AGB71375.1 cromossomo  Biossintese de flagelo FliO -TRP 1.9E-04

? Fold: Raz&o das abundancias da proteina entre dois tratamentos. P-value: medida estatistica que tenta dizer o quéo aquela
andlise rejeitou ou ndo uma hipétese nula. Abundancia: sinal total relativo & area da curva.

Concluséao

O crescimento de CIAT899 foi estatisticamente maior na presenca de amoénio nos 3

tempos (24 h, 36 h e 48 h) analisados por densidade 6tica (DOszo).

A presenca do aminoécido triptofano na cultura aumentou a producéo de &cido indol-
3-acético por CIAT899, e o amobnio interferiu negativamente na producdo deste

fitormonio.

A utilizacdo da nanoLC-MS/MS foi eficiente na analise de proteinas expressas por
CIAT899 cultivado na presenca ou auséncia de triptofano no qual foram identificadas
617 proteinas utilizando software PatternLab com nos parametros de FDR < 0,01 e

com 6 ou mais leituras de intensidade durante a extracdo do cromatograma de ions.

Pela analise do Gene Ontology, os termos que apresentaram maior numero de
proteinas identificadas foram atividade catalitica na funcdo molecular; parte da

célula no componente celular; e processo celular dentro de processo biologico.

Na analise pelo KEGG, os principais processos identificados foram biossintese de
metabdlitos secundérios, biossintese de antibidtico, metabolismo microbiano e

transportadores ABC.

No estudo das proteinas diferencialmente expressas, destacaram-se a fosfatase
acida, lactato desidrogenase, proteina periplasmica de ligacdo oligopeptidica,
transportador ABC, proteina do locus B associada com invasdo, succinoglucana

ExoF, proteina da via de dissimilagdo da Fucose e trés proteinas ribossomais 50S.

Em relacdo aos processos que foram alterados em resposta ao aminoacido
triptofano foi identificado o metabolismo de sideréforo, biossintese de
polissacarideos de superficie celular, quimiotaxia e motilidade e biossintese e

metabolismo de aminoacidos aromaticos por CIAT899.
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