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FERREIRA, Everton Geraldo Capote. Inferéncia Funcional de Genes Hipotéticos da Ilha
Simbiotica da Estirpe CPAC 15 de Bradyrhizobium japonicum. 2016. 108p. Dissertagao
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2016.

RESUMO

A fixagdo biologica do nitrogénio (FBN) na soja (Glycine max (L.) Merr) ocorre através da
simbiose com bactérias (rizobios), como a espécie Bradyrhizobium japonicum, seu principal
simbionte. Recentemente apds o sequenciamento do genoma da estirpe CPAC 15 de
Bradyrhizobium japonicum, utilizada como inoculante comercial em soja, observou-se a
presenca de aproximadamente 50% de genes codificando para proteinas hipotéticas. Neste
contexto, o estudo teve como objetivo a analise da expressdo de genes localizados dentro da
ilha simbiotica e que codificam para proteinas hipotéticas e que possam estar relacionadas a
FBN e a atividade saprofitica. A inferéncia funcional foi realizada com base em busca de
similaridades com diversos bancos de dados e programas de predi¢gdes de estruturas como
peptideos sinais, localizagdo celular, dominios conservados, entre outros. A avaliacdo da
expressao génica foi realizada através de RT-qPCR com indugdo com genisteina em meio de
cultivo com a bactéria, por aproximadamente, 48 horas. As analises de similaridade com o
banco de dados RefSeq demonstrou que todas as proteinas hipotéticas estavam distribuidas
em varios genomas de diferentes espécies do género Bradyrhizobium. Os resultados obtidos
por RT-qPCR demonstraram que todos os genes hipotéticos selecionados obtiveram elevados
niveis de expressdo em presenga de genisteina em relagdo ao controle, o metanol. A maioria
dos genes codificando para proteinas hipotéticas inferidos funcionalmente estava relacionada
ao transporte de substancias, vias metabdlicas de aminoacidos e degradagdo de compostos, e
possivelmente entdo, podendo ser Uteis na atividade saprofitica da estirpe € na FBN em si.

Palavras-chave: Proteinas hipotéticas. Genisteina. Ilha simbiotica. FBN. Anotagdo funcional.
RT-qPCR.



FERREIRA, Everton Geraldo Capote. Functional inference of hypothetic genes of the
symbiotic island of the strain CPAC 15 of Bradyrhizobium japonicum. 2016. 108p.
Dissertation (Master’s degree in Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de
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ABSTRACT

The biological nitrogen fixation (BNF) in soybean (Glycine max (L.) Merr) occurs through
symbiosis with bacteria (rhizobia), as Bradyrhizobium japonicum species, its main symbiont.
Recently, after the sequencing of the genome of strain CPAC 15 B. japonicum utilized as
inoculant for soybean was observed the presence of approximately 50% of genes coding for
putative proteins. In this context, the study aimed to analyze the expression of genes located
within the symbiotic island and which encode hypothetical proteins that are possibly
associated with BNF. The functional inference was performed based on the search for
similarities with various databases and structural prediction programs such as signal peptides,
among others. The evaluation of gene expression was performed by RT-qPCR, in this assay,
genistein induction was used in culture media with the bacteria for approximately 48 hours.
The analysis of similarity with the RefSeq database showed that all putative proteins were
distributed in several genomes of different species of the genus Bradyrhizobium. The results
obtained by RT-qPCR showed that all selected hypothetical genes had high levels of
expression in the presence of genistein compared to control (methanol). Most hypothetical
genes that have been inferred were functionally related to the transport of substances,
metabolic pathways of amino acids and degradation compounds, leading to the assumption
that these genes may be useful in saprophytic activity of the strain and FBN process.

Keywords: Hypothetical proteins. Genistein. Symbiotic Island BNF. Functional annotation.
RT-qPCR.
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1 INTRODUCAO

Diversas espécies de plantas da familia Leguminosae (= Fabaceae) sdo
capazes de estabelecer simbiose com um grupo de bactérias, grande parte, da ordem
Rhizobiales, no qual estdo incluidos espécies do género Allorhizobium, Azorhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium, Rhizobium e Bradyrhizobium. (WILLENS, 2006). Estas
bactérias coletivamente chamadas de rizobios conseguem fixar o nitrogénio atmosférico (N3)
no interior de estruturas altamente especializadas, os nddulos, e assim o disponibilizando de
uma forma assimilavel (amonia-NH3) para as plantas (BUCKER MORAES et al., 2010).
Desta forma, a Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) constitui-se como uma alternativa
sustentavel ao manejo do solo, pois ao substituir parcialmente ou totalmente (dependendo da
cultura agricola) a adubacdo mineral nitrogenada, acarreta na minimizagdo de danos
ambientais, além de contribuir para a diminuicdo nos custos de producdo e aumento da
produtividade (HUNGRIA et al., 2007).

A FBN ¢ um componente essencial para a sustentabilidade agricola, tanto
que inoculantes microbianos vém sendo aplicados frequentemente como biofertilizantes,
caracterizam-se como uma tecnologia barata, custo de U$ 2-3 ha' em simbiose com
leguminosas (HUNGRIA et al., 2006a). Globalmente, estima-se que a FBN contribui com
65% da incorporagdo de N na biosfera, sendo o maior provedor desse nutriente para a
manuten¢do da vida no nosso planeta (HUNGRIA et al., 2001).

A principal utilizagdo do grao de soja ¢ na alimentagdo humana e animal,
devido ao elevado teor proteico nos graos. Por consequéncia, a soja requer uma demanda
elevada de nitrogénio para seu desenvolvimento e para sua produtividade. O processo de FBN
pode fornecer toda a demanda de nitrogénio requerida pela soja, desde que respeitados os
procedimentos para uma boa nodulagdo (HUNGRIA et al., 2006a).

Existe uma grande variabilidade entre as estirpes que nodulam a soja,
quanto a eficiéncia do processo simbidtico e a capacidade competitiva com bactérias
estabelecidas no solo (ARAUJO; HUNGRIA, 1999; HUNGRIA et al., 2006; SILVA
BATISTA et al., 2007; CHEN et al., 2015). Somado a isto, fatores como o constante
aprimoramento das praticas agricolas, langamento de cultivares mais produtivas e adaptadas
as distintas condi¢des ambientais, além do estabelecimento de populagdes de bactérias em

solos previamente inoculados, fazem com que seja extremamente necessario uma constante
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busca por genotipos de Bradyrhizobium mais competitivos no solo e eficientes no processo
simbidtico com a soja.

Atualmente, recentes técnicas de sequenciamento em larga escala, next
generation sequecing (NGR) empregadas em projetos genoma e transcriptoma vém produzindo
um enorme volume de sequéncias de genes e proteinas com fungdes ainda desconhecidas. As
proteinas hipotéticas identificadas a partir de sequéncias nucleotidicas (ORF — Open Reading
Frame) nestes estudos tém sua existéncia predita, sem evidéncia experimental a nivel
transcricional ou protedmico (METZKER, 2010). O processo de anotacdo caracteriza-se como a
atribuicdo de fungdes a essas sequéncias, em um processo que requer a integragdo de uma
variedade de métodos de predi¢dao de fungdes, além do conhecimento biologico de proteinas e do
organismo em estudo, para uma anotacao confiavel (SOUZA, 2014).

Recentemente, a estirpe CPAC 15 de Bradyrhizobium japonicum teve o seu
genoma sequenciado (SIQUEIRA et al., 2014), e durante a anotagdo deste genoma observou-
se a existéncia de aproximadamente 50% de genes hipotéticos, isto €, sem validagdes
experimentais, apenas predi¢oes, incluindo genes localizados na “ilha simbidtica”. Uma
regido ou ilha simbiotica corresponde a um agrupamento de genes simbidticos que se
integraram no genoma apoOs eventos como transferéncia génica horizontal a partir de
linhagens diferentes. Regides simbidticas sdo primariamente passiveis da ocorréncia de
rearranjos de DNA. No entanto, ao longo do processo evolutivo, na auséncia de rearranjos
gendmicos, esta regido do genoma acabou por conter a maioria dos genes que sdo envolvidos
na simbiose em diferentes rizobios (KANEKO et al., 2000; GOTTFERT et al., 2001). Ao
passo que apds o sequenciamento da estirpe CPAC 15, 50% dos genes sdo hipotéticos,
intensos estudos sdo necessarios tanto a nivel transcricional quanto a nivel protedmico a fim
de elucidar as fungdes que estes genes desempenham nesta estirpe, e desta forma, lancar
perspectivas para um aumento da compreensdo das caracteristicas superiores que este rizobio
apresenta.

Portanto, este estudo ao analisar a expressao génica por RT-qPCR de genes
codificando para proteinas hipotéticas da ilha simbidtica de B. japonicum CPAC 15 ¢é de
grande relevancia, ao proporcionar avangos no conhecimento genético desta estirpe, langando
perspectivas de identificagdo de novos genes com fungdes interessantes para este rizobio, que

possam estar relacionadas as suas caracteristicas superiores de competitividade no solo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO NA CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max (L). Merrill) ¢ uma planta pertence a familia Fabaceae
(=Leguminosae) e é de grande importincia nutricional e econdmica no mundo. E considerada
uma das plantas cultivadas mais antigas no mundo, com relatos da literatura chinesa sobre a
cultura datando de 2.500 anos A.C. A regido central da China seria o provavel centro genético
primdrio da soja e, com a movimentacao da populacdo para a Manchuria, esta regido tornou-
se o centro genético secundario (QIU e CHANG, 2010).

A soja tornou-se uma importante commodity (planta de importancia
comercial agricola produzida em larga escala, principalmente para exportacdo) devido a sua
grande adaptacdo geografica, composi¢do quimica, alto valor nutricional, beneficios
funcionais a saude e aplicacdes industriais, assim como o grande potencial para producdo e
utilizagdo da mesma e de seus derivados nos alimentos, como forragem e aplicagdes
farmacéuticas por todo o planeta. Durante a primeira metade do século XX, a China foi o
maior produtor e exportador de soja no mundo. J& na década de 1950 a producao de soja
avancou rapidamente nos Estados Unidos, atualmente o maior produtor mundial de graos
dessa leguminosa (ALI, 2000).

Em um panorama nacional, embora a soja seja uma cultura exodtica
introduzida no Brasil hd pouco mais de um século, hoje ela esta estabelecida em quase todo o
territério nacional, inclusive na regido Norte e Nordeste, tornando o pais o segundo maior
produtor mundial de graos dessa leguminosa (DEAGRO, 2015). A cultura representa
atualmente o principal produto agricola de exportacdo nacional. De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB) (2016), a area plantada com soja no pais teve um
acréscimo de 5,7% (1,73 milhdo de hectares) nesta safra (2014/15) em relagdo a safra de
2013/14. A estimativa da safra nacional de soja para 2014/15 ¢ de 95.070,2 milhdes de
toneladas, um recorde na produgdo nacional, (contra 86.120,8 milhdes de toneladas em
2013/14), representando um aumento de 11,5%. No Parana, houve o incremento de 4,1% na
producdo do estado na safra de 2014/15 (37.052,7 milhdes de toneladas) em relagdo a 2013/14
(35.592,2 milhdes de toneladas). Ressaltando que o estado caracteriza-se como o segundo

maior produtor, perdendo apenas para o estado do Mato Grosso (CONAB, 2016).



16

O teor proteico elevado dos graos de soja, cerca de 40%, faz com que a
cultura possua grande importancia, principalmente, nos paises que apresentam caréncias
nutricionais (ALVES et al., 2003). Esta caracteristica proteica faz com que a demanda por
nitrogénio pela planta seja alta, sendo entdo esse nutriente, em geral, um dos principais fatores
limitantes a produtividade da cultura (HUNGRIA et al., 2006a). O nitrogénio ¢ constituinte de
aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucleicos, hormonios, clorofila, entre
outras moléculas, isto é, moléculas que sdo fundamentais para os processos biologicos,
tornando assim, este elemento imprescindivel para o desenvolvimento das plantas (KUSANO
et al., 2011). Mesmo o grande reservatorio de N encontrando-se na atmosfera, que apresenta
em sua composi¢ao cerca de 80% deste elemento, os organismos eucariontes sdo incapazes de
absorver o N, e converté-lo a uma forma assimilavel, devido a auséncia do aparato enzimatico
necessario a clivagem da tripla ligagdo existente entre os atomos de N, (N=N), uma das mais
fortes que se tem conhecimento na natureza (BRECHENMACHER et al., 2008).

Contudo, procariotos denominados diazotréficos sdo capazes de assimilar o
N, atmosférico em um processo conhecido como fixa¢do bioldgica do nitrogénio (FBN).
Esses micro-organismos possuem um complexo enzimatico, chamado nitrogenase, que ¢
capaz de romper a triplice ligacdo do N,, resultando na sintese de amonia (NHs), que sera
disponibilizada, inicialmente, na forma de amoénio (NH;). Ji este ¢ imediatamente
incorporado em esqueletos de carbono a fim de serem utilizados por determinadas plantas,
suprindo o N necessario ao desenvolvimento e a produtividade (FERGUSON et al., 2010).

A nitrogenase ¢ bastante sensivel ao oxigénio, pois ele provoca
desnaturacdo irreversivel de ambos os componentes proteicos da enzima. Devido a isto, os
micro-organismos fixadores de N apresentam mecanismos capazes de proteger a nitrogenase
da acdo do oxigénio (DROZDOWICZ, 1997). Neste contexto, no caso da soja e de outras
leguminosas, a FBN ocorre dentro de nddulos (estruturas especializadas formadas nas raizes)
de plantas hospedeiras, em simbiose com essas bactérias. Estas sdo conhecidas como
fixadoras simbiodticas, como exemplo, estdo as pertencentes aos géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium (=Ensifer), entre outras (DROZDOWICZ, 1997; ARAUJO e
CARVALHO, 20006).

Os nodulos estao presentes cem raizes de plantas leguminosas e sao
formados como resultado da infec¢do provocada pelas bactérias fixadoras simbidticas. A
formag¢dao dos noédulos ¢ um processo complexo, que ocorre em varias etapas e engloba

mudangas morfologicas e fisioldgicas, tanto na célula hospedeira quanto na bactéria. As
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alteragdes na bactéria visam, especialmente, o recebimento de fontes de carbono da planta
hospedeira, para prover o ATP e poder redutor, que sdo necessarios para o processo de
fixacdo, ao passo que as mudancgas na planta hospedeira visam assimilar a amdnia sintetizada
pelas bactérias (HUNGRIA et al., 1993).

O estabelecimento da associacdo simbidtica entre rizobios e a planta
hospedeira inicia-se com a liberacdo, pelas raizes e sementes da leguminosa, de compostos
fenolicos, que atuam como moléculas sinalizados nesse processo, entre essas moléculas, estao
os flavonoides que atuam como substancias quimiotaticas, estimuladoras da multiplicagdo dos
rizébios ¢ indutoras de genes rizobianos responsaveis pela nodulagdo (genes nod, nol e noe).
Os principais flavonoides exsudatos pelas raizes e sementes da soja que ativam a transcri¢ao
destes genes de nodulacdo sdo a genisteina e a daidzeina (HUNGRIA e STACEY, 1997;
BRENCIC e WINANS, 2005).

Os genes de nodula¢do, como os genes nod, codificam a produgdo dos
fatores de nodulagdo, denominados fatores Nod, que sdo lipo-quito-oligossacarideos (LCOs)
especificos secretados pelos rizobios, que de forma sucinta, interagem com a planta,
desencadeando como primeiro efeito a curvatura do pelo radicular; logo apds, promovendo a
divisao das células corticais ¢ conduzindo a formag¢dao dos nodulos. As bactérias, entdo,
penetram o pelo da raiz, sdo internalizadas em um compartimento circundado por uma
membrana chamado de simbiossomo, onde passam a ser chamadas de bacteroides, ou seja, as

formas capazes de fixar N (Figura 1) (HIRSCH et al., 2003; STACEY et al., 2006).
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Figura 1 - Etapas do estabelecimento da simbiose entre leguminosas e rizobios. (Fonte:
biology-forums.com, 2012).

A soja pode formar nddulos radiculares fixadores de nitrogénio com
algumas espécies de rizobios, incluindo B. japonicum (JORDAN, 1984), B. diazoefficiens
(DELAMUTA et al., 2013), B. liaoningense (XU et al., 1995), B. elkanii (KUYKENDALL et
al., 1992), B. yuanmingense (YAO et al, 2002), B. canariense (VINUESA et al., 2005), B.
huanghuaihaiense (ZHANG et al., 2012), B. dagingense (WANG et al., 2013), Sinorhizobium
fredii (CHEN et al.,, 1988), Sinorhizobium sojae (LI et al., 2011), Mesorhizobium
tianshanense (CHEN et al., 1995). Contudo, ndo sdo todas essas espécies que sao utilizadas
na formulacdo de inoculantes comerciais.

Atualmente no Brasil, em substitui¢do aos fertilizantes nitrogenados, quatro
estirpes de Bradyrhizobium sido recomendas para a utilizagdo em inoculantes comerciais na
cultura da soja. Duas sdo pertencentes a espécie B. elkanii, a SEMIA 587 (SEMIA, —Secéao
de Microbiologia Agricolal) e a SEMIA 5019 (=29W), recomendadas desde 1979, e duas
estirpes de Bradyrhizobium selecionadas pela Embrapa Cerrados, a CPAC 15 (=SEMIA 5079,
B, japonicum) e a CPAC 7 (=SEMIA 5080, B. diazoefficiens), que vém sendo utilizadas
intensamente em inoculantes comerciais desde 1992 (HUNGRIA et al., 2006a; SIQUEIRA et
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al, 2014). A CPAC 15 ¢ uma variante natural da SEMIA 566, obtida a partir do reisolamento
de estirpes de nodulos de soja em solos do Distrito Federal, vérios anos apds a ultima

inoculagdo, objetivando estirpes mais adaptadas as condigdes do bioma, e com elevada

capacidade de FBN e competitividade (HUNGRIA et al., 1996).

2.1.1 A Importancia Econdmica e Ambiental da Fixa¢dao Biologica de Nitrogénio em Soja

no Cenario Nacional

Dentre as vantagens obtidas pela FBN, destaca-se a economia no emprego
de fertilizantes nitrogenados. A inoculacdo das sementes de soja com bactérias especificas e
comprovadamente eficientes ¢ capaz de dispensar a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados,
gerando uma economia estimada em quase U$ 7 bilhoes anualmente para o pais (HUNGRIA
et al., 2007).

Neste cenario, estimativas apontam que o custo de produgdo da soja
nacional ¢ cerca de 40% inferior ao dos Estados Unidos (EUA), e com uma produtividade
igual ou superior. O menor custo deve-se, especialmente, a pratica no Brasil, da inoculagao
das sementes com rizobios comprovadamente eficientes e competitivos na FBN com a soja
(HUNGRIA et al., 2006). Enquanto no maior produtor mundial, os EUA, o baixo custo dos
fertilizantes nitrogenados resultou em poucos investimentos na pesquisa em FBN,
consequentemente, a contribui¢do do processo bioldgico foi estimada em apenas cerca de
50% (VAN KESSEL e HARTLEY, 2000).

O emprego de fertilizantes nitrogenados implica em custos elevados de
producdo, tendo em vista que a sintese quimica dos mesmos necessita de grande quantidade
de energia para o rompimento da tripla ligacdo (fortemente estavel) do nitrogénio gasoso para
transforma-lo em uma forma livre assimildvel pelas plantas. Além disso, hd o baixo
aproveitamento dos fertilizantes nitrogenados pelas plantas (em torno de 50%) (MERCANTE,
2005), fora o fato de que o uso de fertilizantes nitrogenados implica em polui¢do ambiental,
pois estes acabam percolando pelo solo e poluindo os lengdis freaticos, rios, lagos e
reservatorios de agua, além de serem perdidos pelos processos de lixiviagao e desnitrificagdo.

(JENSEN e HAUGGAARD-NIELSEN, 2003).
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2.2 AS ESTIRPES RECOMENDADAS PARA INOCULANTES COMERCIAIS EM
SOLOS BRASILEIROS

No Brasil, os solos sdo originalmente isentos de estipes de Bradyrhizobium
capazes de nodular eficientemente a soja, no entanto, foram sendo selecionadas estirpes
adaptadas as cultivares e condigdes ambientais brasileiras. Desde o periodo de expansdo
comercial da soja, essas estirpes selecionadas sdo recomendadas para produ¢do de inoculantes
comerciais para soja, considerando principalmente a sua capacidade competitiva, producdo de
noédulos e taxa de FBN (VARGAS e HUNGRIA, 1997; HUNGRIA et al., 2007).

Embora esse processo simbiotico seja conhecido desde o século XIX, foi
necessario um grande esfor¢o das institui¢des de pesquisa brasileiras a fim de desenvolver e
selecionar bactérias adaptadas as condi¢des do pais, especialmente na regido do Cerrado. A
producdo de inoculantes visando culturas comerciais no Brasil iniciou-se na Se¢do de
Microbiologia Agricola (SEMIA) do Rio Grande do Sul, com culturas liquidas e sobre agar.
Em 1956, a primeira industria aprovada foi estabelecida no Rio Grande do Sul, com
assisténcia do grupo FEPAGRO (Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria). A lista de
estirpes recomendadas para uso em inoculantes comerciais foi primeiramente publicada em
1956 (HUNGRIA et al., 2005). Porém, somente a partir de 1997, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) tornou a fiscalizacdo na producdo de inoculantes mais
rigorosa. (FREIRE e VERNETTI, 1999).

As estirpes microssimbiontes da soja pertencentes as espécies B. japonicum
e B. elkanii foram introduzidas nos solos brasileiros, principalmente a partir das décadas de
1960 e 1970, com as primeiras inoculacdes na Regido Sul (HUNGRIA et al., 1994). A
inoculagdo em maior escala iniciou-se com a estirpe de B. japonicum SEMIA 566, que teve
seu isolamento no Rio Grande do Sul em 1966 a partir de um inoculante americano. Em 1970,
iniciaram-se os programas de selegdo de estirpes para a inoculacdo de soja nos Cerrados.
Neste ambito, a SEMIA 566 foi empregada nos primeiros inoculantes utilizados nos solos dos
Cerrados, conseguindo estabelecer-se no solo devido a sua alta capacidade saprofitica
(VARGAS; HUNGRIA, 1997).

No Brasil, a SEMIA 566 foi a primeira estirpe “selecionada”, isolada de um
nddulo de soja cultivar Hardee, nodulava eficientemente todos os cultivares de soja da época.

Uma segunda estirpe, de B. elkanii, SEMIA 587, foi isolada em 1967, sendo recomendada
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para inoculacdo em conjunto com a SEMIA 566 e SEMIA 543 de 1968 a 1975. Virias
combinagdes de estirpes foram sugeridas, de 1976 a 1978, incluindo as SEMIA 566, SEMIA
527 e SEMIA 532. Todavia, o desempenho foi insatisfatorio. Provavelmente, devido as
condi¢cdes do bioma, tais como, altos periodos de seca, elevada temperatura dos solos
(superior a 40° C), baixa umidade do solo, pouca fertilidade, acidez do solo e toxicidade por
aluminio (HUNGRIA et al., 2006b).

Com o surgimento de novos gendtipos de soja de maior produtividade, e
consequentemente que necessitavam de maiores demandas de N, necessitou-se de uma nova
etapa de selecdo de estipes que tivessem excelente capacidade de FBN, combinada com
tolerancia as condigdes estressantes do Cerrado. Apos varios ensaios, a estirpe CPAC 15 (=
SEMIA 5079) foi identificada e mostrou ter capacidade de aumentar a produtividade da soja
em comparacao com as estirpes SEMIA 587 ¢ 29W (PERES et al., 1993). A CPAC 15 é uma
variante natural da SEMIA 566, obtida a partir do reisolamento, em solos do Distrito Federal
de estirpes varios anos ap6s a ultima inoculagdo, buscando aquelas mais adaptadas, com
elevada capacidade de FBN e competitividade (HUNGRIA et al., 2006b).

Novas selegoes e extensivos testes de campo levaram a identificacdo da
estirpe CPAC 7 (= SEMIA 5080), uma variante da CB 1809, que possui uma maior
capacidade competitiva. Posteriormente, em 1992, a CPAC 7 e a CPAC 15 foram incluidas na

lista de estirpes autorizadas para uso em inoculantes comerciais para a soja. (VARGAS et al.,

1992; PERES et al., 1993).

2.3 CARACTERISTICAS GERAIS DAS ESTIRPES DE Bradyrhizobium japonicum

Estirpes pertencentes a espécie B. japonicum s3o aerdbias, a maioria ¢é
quimio-organotroficas, devido a utilizarem pentoses como fonte de carbono. Como fonte de
N, estas bactérias utilizam sais de amodnia (geralmente aminoacidos e nitratos). Ainda de
acordo com Santos (1998), as células da espécie B. japonicum s3o gram-negativas, nio
formadoras de esporo, em forma de bastonete curto, com tamanho de 0,5 a 0,9 uM por 1,2 a
3,0 uM e sdo, comumente, pleomorficas sob diversas condi¢des de crescimento. De um modo
geral, possuem granulos de poli-B-hidroxibutirato que sdo refringentes por microscopia por

contraste de fase. Possuem mobilidade por um flagelo polar tnico, subpolar ou dois a seis
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flagelos peritriqueos (SOMASEGARAM e HOBEN, 1994). As colonias sdo circulares,
opacas, raramente translicidas, brancas e convexas e tendendo a serem granular em textura,
crescendo em meio com carboidrato usualmente associado a secrecdo extracelular. Ainda de
acordo com o autor, este género caracteriza-se também por apresentar crescimento lento, com
tempo de geracdo de 7 a 13 horas. Muitas estirpes crescem em meios com sais minerais
contendo extrato de levedura, glicose, galactose, gliconato, glicerol, frutose, arabinose ou
manitol. Neste contexto, a maltose ¢ utilizada por cerca de 10% das estirpes, ja a lactose,
ramnose, rafinose, trealose, sacarose, dulcitol e dextrina sdo raramente utilizadas. Acidos
organicos como fumarato, malato, succinato, citrato e piruvato sao consumidos, desde que o
meio possua Ca’’e Mg”'suficientes para sobrepujar o efeito quelante desses 4cidos. Por fim,
celulose e amido nao sao utilizados (JORDAN, 1984)

As condigdes otimas de temperatura e pH para o crescimento sdo de 20 a
30°C e pH 6 a 7. Usualmente sdo tolerantes a acidez, muitas estirpes crescendo em pH 4.5,
mais de 30% das estirpes crescem em pH 4.0 e poucas em pH inferior a 3.5. Nao ocorre
crescimento em pH superior a 9.0. Nao crescem em meio contendo 2% de cloreto de sodio
(NaCl) e ndo produzem sulfeto de hidrogénio (H,S). A produgdo de penicilinase ¢ comum
(JORDAN, 1984).

Baseado nas analises de sequéncias de rRNA 16S, observou-se que a estirpe
CPAC 15 difere em apenas um par de base da SEMIA 566 (CHUEIRE et al., 2003). Porém,
ao comparar as duas estirpes, a CPAC 15 apresenta maior produ¢ao de muco (NISHI et al.,
1996; BODDEY e HUNGRIA, 1997), aumento do nimero de pelos radiculares (fendtipo Hai)
(HUNGRIA et al., 1998), resisténcia a varios antibidticos, alta sintese de acido indolacético
(AIA) in vitro e fenotipo negativo da hidrogenase (Hup') em relagido a SEMIA 566.

Recentemente, Delamuta e colaboradores (2013) ao utilizarem diversas
estirpes de Bradyrhizobium, dentre elas: SEMIA 6059, SEMIA 5060, CPAC 7 ¢ USDA 110,
realizaram analises do rRNA 16S, de sequencias parciais dos genes atpD, gInll, recA, gyrB,
rpoB, e dnaK e da regido ITS (Intergenic Transcribed Spacer) do rRNA 16S-23S, e com os
resultados obtidos e baseados em todas as evidéncias genotipicas e fenotipicas, propuseram a
reclassificagdo do “grupo Ia” de B. japonicum em uma nova espécie denominada
Bradyrhizobium diazoefficiens.

Da mesma maneira que a estirpe CPAC 15, a estirpe de B. diazoefficiens
CPAC 7 também pertence ao género Bradyrhizobium. No entanto, ao contrario da CPAC 15,

a estirpe CPAC 7 apresenta fendtipo Hup' (NISHI et al., 1996), alta eficiéncia no processo de
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fixacgdio de N (DOBEREINER et al., 1970; NEVES et al., 1985), competitividade
(HUNGRIA et al., 1998; HUNGRIA e VARGAS, 2000) ¢ também ¢ produtora de muco
(NISHI et al., 1996; BODDEY ¢ HUNGRIA, 1997).

Ainda de acordo com NISHI e colaboradores (1996), fora as caracteristicas
morfologicas comuns as colonias de Bradyrhizobium, as estirpes CPAC 15 ¢ CPAC 7
apresentam bordas lisas e produzem dalcalis quando incubadas em meio YMA (VINCENT,
1970) a 28°C. A estirpe CPAC 7 ¢ resistente aos antibioticos (pug/ml): tetraciclina, 100; acido
nalidixico, 50; rifampicina, 500; streptomicina, 100. Além destes antibidticos mencionados
acima, a estirpe CPAC 15 também ¢ resistente a carbenicilina, 500; e eritromicina, 250;
contudo ndo sendo resistente a cloranfenicol, 500. Por fim, ao comparar a estirpe CPAC 7
com a CPAC 15 pode-se destacar que enquanto a CPAC 7 possui maior eficiéncia no
processo de fixagdo de nitrogénio (mg de N fixado por grama de nédulo) a CPAC 15 possui

maior competitividade e capacidade saprofitica (SANTOS et al., 2011).

2.4 GENOMA DA ESTIRPE CPAC 15 DE Bradyrhizobium japonicum

A estipe de B. japonicum tem um genoma de 9,582,287-bp composto de um
cromossomo circular com dois operons ribossomais ¢ um conteido G+C de 63.54%
(SIQUEIRA et al., 2014). De acordo com a anotagdo realizada, foram preditas 4.203 ORFs
com funcdo atribuida (48.6%) e 4.445 ORFs hipotéticas (51.4%), totalizando um total de
8.648 genes preditos. Em relacdo ao genoma da estirpe CPAC 7 de B. diazoefficiens, o
genoma da estirpe CPAC 15 ¢ 500.000 pb maior do que da CPAC 7. Ja em relagdo a
similaridade do genoma da CPAC 15 com o de organismos relacionados, observou-se que
80.9% das ORFs da CPAC 15 tem alta similaridade com as ORFs da estirpe USDA 6 de B.
japonicum, 8.2% de similaridade com as ORFs da estirpe USDA 110 de B. diazoefficiens ¢
1.53% de similaridade com as da estirpe Bradyrhizobium sp. S23321.

Em resumo, considerando o genoma inteiro da CPAC 15, 12.1% deste
genoma foi representado por genes hipotéticos exclusivos desta estirpe. Essas ORFs variaram
de 70 a 3.270 pb, com uma média de 194 pb e estando distribuidas ao longo do genoma. A
maioria das ORFs hipotéticas tem ortdlogos em pelo menos um dos organismos relacionados,
como na estirpe USDA 6. Os genes preditos foram encaixados em 18 categorias funcionais

pelo KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). A principal categoria na qual as



24

ORFs tiveram a sua funcdo atribuida foi a de metabolismo de aminoacidos (15.95%), seguida
da degradagdo de xenobioticos e metabolismo (13.24%).

O inicio da ilha simbidtica da CPAC 15 foi demarcada em um gene de
DNA-recombinase e o final da ilha simbiotica foi definida em um gene para valina tRNA.
Dentro da ilha simbiotica hd um gene para metionina tRNA. O tamanho da ilha simbiotica ¢
de 700.213 pb, com um total de 569 ORFs, sendo que destas, 247 sdo hipotéticas (43%), além
de 90 elementos moveis. A ilha simbiodtica da CPAC 15 engloba todos os genes de nodulagao
e fixagdo do N, que sdo requeridos para a simbiose, uma provavel operon ndo funcional de
hidrogenase, citocromos para fornecimento de energia, transportadores do tipo ABC, operons
para sistemas de secre¢do, ressaltando-se que todos esses genes sdo rodeados por muitos
genes hipotéticos e elementos genéticos moveis, que podem estar relacionados a transferéncia
génica horizontal.

Transportadores do tipo ABC representaram 7.8% do genoma inteiro da
CPAC 15, transportadores relacionados a absor¢do de opina, fosfonato e poliaminas. Mais
genes relacionados ao transporte fosforo nesta estirpe poderiam estar relacionados com a
caracteristica que contribui para a alta capacidade saprofitica e de competitividade nos solos
do Cerrado desta estirpe, assim como os transportadores de opina, pois opinas sdao produzidas
pelas raizes das plantas e representam fontes de carbono (C) e nitrogénio (N), sugerindo-se
que a utilizagdo destas moléculas por essa estirpe poderia melhorar a sua competitividade
contra outras estirpes presentes nos solos.

Além disso, foram identificadas outras 12 ilhas gendmicas no genoma da
CPAC 15 consideradas como sendo provenientes transferéncia génica horizontal. Genes que
podem conferir capacidades de adaptagdo como sistema de secre¢do do tipo I e de tolerancia a
estresse foram identificados nessas ilhas, ressaltando-se que 68% das ORFs dessas ilhas sao
hipotéticas.

Através de comparagdes de genomas entre B. japonicum e B. diazoefficiens
foi possivel verificar que os genomas foram sist€émicos, no entanto, rearranjos foram
observados tanto entre e dentro de espécies, conferindo alta plasticidade genomica, que
poderia conferir alta adaptabilidade ambiental e conferir diferengas na performance
simbidtica. O escasso conhecimento sobre esse importante rizobio foi enfatizado pela
observacdo de que ndo foi possivel atribuir fung¢do para aproximadamente 50% dos genes
preditos do genoma da estirpe da CPAC 15, incluindo genes da ilha simbidtica. A grande

propor¢ao de ORFs relacionadas ao metabolismo de aminoéacidos e carboidratos neste rizobio
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poderia estar relacionado a ampla adaptabilidade desta estirpes aos solos tropicais com baixo
contetdo de N e C. Destacando-se que a CPAC 15, que ¢ excelente na capacidade saprofitica
e na competitividade, tem mais genes em todas as categorias de metabolitos secundarios,
transportadores de nutrientes, aquisicao de ferro e metabolismo de AIA (&cido indolacético)
do que a estirpe CPAC 7.

2.5.  GENOMICA FUNCIONAL

Na era pos-gendmica ou era pds-sequenciamento, ficou evidente que o
conhecimento das sequéncias de todos os genes de um organismo ndo ¢ suficiente para se
elucidar todos os mecanismos moleculares de uma célula. Os projetos genoma envolvem o
sequenciamento dos conjuntos de genes de um organismo inteiro ou de parte dele. Contudo, o
conhecimento da sequéncia de nucleotideos ndo ¢ suficiente para entender a complexidade de
um organismo, pois esses projetos nao revelam dados sobre a expressao destes genes, niveis
de expressdo, e o funcionamento dos seus produtos. O fato de as células de um organismo
possuirem 0 mesmo genoma, mas exibirem as mais variadas fungdes e morfologias, resultado
dos mecanismos de regulagdo que levam a diferentes composi¢cdes de proteinas expressas,
reforga e ilustra a importancia de analisar ndo s6 a sequéncia dos genes mas também a sua
expressdo, a fim de obter uma melhor compreensdo das suas fungdes biologicas (JOAQUIM e
EL-HANI, 2010).

A genomica funcional caracteriza-se como um campo da biologia molecular
que descreve a fungdo de genes e proteinas. Ao contrario da gendmica estrutural, a gendomica
funcional se concentra nos aspectos dindmicos, tais como a transcrigdo de um gene, a
traducdo e interacdes entre proteinas e metabolitos, em oposi¢do aos aspectos estaticos da
gendmica estrutural, como o sequenciamento de genomas e estudos estruturais. Neste campo,
a gendmica funcional busca responder questdes sobre a funcionalidade dos genes, transcrigdao
de RNA e sintese de proteinas. Os estudos de genomica funcional sdo caracterizados por
abordagens que geralmente envolvem métodos high-throughput (grande geracdo de dados),
sendo as principais abordagens de avaliagdo nesta drea, a transcriptdmica, protedmica € a
metabolomica (FURLAN et al., 2007).

A protedmica ¢ definida como a caracterizagao em larga escala do conjunto
de proteinas expressas por um organismo ou tecido em um determinado momento e sob uma

condicdo especifica (ROCHA et al., 2005). O proteoma nao ¢ somente a soma dos produtos
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traduzidos a partir das sequéncias gendmicas, mas inclui também proteinas resultantes de
processos pos-transcricionais e pos-traducionais, bem como complexos formados por essas
biomoléculas (AHRENS et al., 2010).

A transcriptdmica ¢ baseada no estudo da expressdo dos genes.
Transcriptoma ¢ o termo dado ao conjunto de RNAs mensageiros (RNAm) que codificam as
informagdes que a célula necessita em um determinado momento (NAKANISHI e NUREKI,
2005). Neste caso, podem-se obter informagdes precisas sobre a regulacdo da transcricao.
Contudo, deve-se enfatizar que devido aos mecanismos de regulagdo pods-traducionais, a
quantidade de proteina expressa ndo ¢ necessariamente proporcional a quantidade de seu
RNAm correspondente (CALSA JUNIOR et al., 2004).

O Metaboldmica ¢ a composicao de todas as pequenas moléculas presentes
em um organismo. E a tecnologia voltada para o fornecimento de uma visdo geral
compreensiva qualitativa e quantitativa dos metabolitos presentes em um organismo (HALL,
2006). Esta area surgiu devido ao fato de que alteracdes nos niveis de RNAm nem sempre
resultavam em alteragdes nos niveis de proteinas (GYGI et al., 1999), e uma vez traduzida,
uma proteina podia estar ou ndo enzimaticamente ativa (SUMNER et al., 2003). Assim, as
alteragdes observadas no transcriptoma € no proteoma nem sempre correspondiam a
alteragdes fenotipicas. O nivel dos metabolitos representa uma informacdo integrativa da
funcdo celular em nivel molecular, definindo assim o fenétipo de uma célula ou tecido em
resposta a alteragdes ambientais ou genéticas. A identificacdo do nivel dos metabdlicos é,
desse modo, um complemento fundamental na determinacao da fun¢do génica.

Viarias metodologias vém sendo empregadas em estudos de expressdo
génica, como o SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) (VELCULESCU et al., 1995), os
microarranjos (ou microarrays) (SCHENA et al., 1995), a hibridizagao subtrativa supressiva
(DIATCHENKO et al., 1996) e o sequenciamento de RNA (RNA Seq) (WANG et al., 2009).
Além destas, as técnicas de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) (HEID et al., 1996) e
Northern blot (ALWINE et al., 1977) possibilitam analises na expressdo de genes pontuais.

Métodos para andlise diferencial da expressao de genes utilizam como alvo
de estudo, principalmente os transcritos (moléculas de RNAm), que sdo sintetizados pelo
organismo durante determinado tratamento, em comparagdo com aqueles produzidos na
auséncia do mesmo (PEREIRA, 2008).

Mesmo apresentando a possibilidade de anélises de expressdo de centenas

de genes simultaneamente, técnicas de analise em larga escala como os microarranjos de
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DNA, apresentam baixa sensibilidade comparativa. Atualmente a técnica de PCR quantitativo
em tempo real (RT-qPCR) apresenta-se como a metodologia mais precisa para quantificar
niveis de expressdo de um determinado gene, oferecendo ainda rapidos e reprodutiveis dados
(GINZINGER, 2002). De modo geral, analises globais como as realizadas por microarranjos e
RNAseq fornecem um panorama global da expressdo génica, sendo posteriormente os genes
selecionados para estudo sendo validados por RT-qPCR. Em contraste com a PCR
convencional, na qual se obtém quantificagdes nos ciclos finais da reag¢ao (end points), a PCR
em tempo real monitora a reagdo ciclo a ciclo, associando a amplificacdo do alvo em cada
ciclo com a emissao de uma determinada quantidade de fluorescéncia. Sendo a intensidade da
fluorescéncia emitida proporcional a quantidade de DNA alvo amplificado e aumentando
numa ordem exponencial em cada ciclo de amplificacdo. Desta maneira, possibilitando
monitorar a quantidade de produto gerada em cada ciclo (KUBISTA et al., 2006).

Na técnica de RT-qPCR, durante a fase exponencial de amplificagdo ¢
possivel mensurar um valor de intensidade de fluorescéncia, no qual todas as amostras podem
ser comparadas. Este valor ¢ denominado limiar ou threshold, sendo calculado em fungéo da
quantidade de fluorescéncia basal (background). Neste ponto, o sinal de fluorescéncia gerado
pela amostra ¢ significativamente maior que a fluorescéncia basal. A quantidade de ciclos de
PCR que sdo requeridos para que cada amostra emita fluorescéncia suficiente para alcangar
este ponto ¢ definido cycle threshold ou Ct. O Ct ¢ especifico para cada amostra ¢ ¢
inversamente proporcional a quantidade inicial do alvo presente na reagdo. Este valor ¢ a base
para a quantificacdo baseada em PCR quantitativo (KUBISTA et al., 2006; MARCELINO,
2006).

2.6 ANALISES TRANSCRICIONAIS EM Bradyrhizobium japonicum E OUTRAS
ESTIRPES MICROSSIMBIONTES DA SOJA

Diversas analises transcricionais e protedmicas vém sendo empregadas em
rizébios, tanto a niveis globais quanto a niveis pontuais. Estes estudos fornecem informagdes
valiosas sobre os mecanismos biologicos envolvidos tanto na simbiose quanto na
sobrevivéncia destes rizobios sob diferentes condigdes. Ao longo desse capitulo demonstra-se
como o emprego destas metodologias vem sendo utilizadas para elucidar funcdes de genes e

proteinas durante a simbiose e outros processos bioldgicos importantes.
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Lang e colaboradores (2008) através da técnica de microarranjo analisaram
o perfil transcricional de B. japonicum em resposta a indugdo com genisteina, uma isoflavona
secretada pelas raizes de soja. Neste trabalho, aproximadamente 100 genes foram induzidos,
incluindo, todos os genes de nodulagdo, um cluster de genes para a sintese de flagelo e genes
que provavelmente estdo envolvidos em processos de transporte. Vale a pena mencionar que
dos 100 genes induzidos por genisteina, 34 genes estavam dentro da ilha simbidtica.

Delmotte e colaboradores (2010) realizam um estudo protedmico das
proteinas que estavam sendo expressas nos bacteroides de B. japonicum e com dados obtidos
anteriormente do perfil transcricional dos genes expressos nos bacteroides sob as mesmas
condi¢des, conseguiram compilar um perfil global de expressdo de B. japonicum durante a
simbiose com a soja, que compreende 3587 genes/proteinas. Através de classificagdes
funcionais e analises de vias bioquimicas, foi possivel observar que a maioria das proteinas
das vias metabolicas do nitrogénio ¢ do carbono foram expressas, incluindo o conjunto
completo de enzimas do ciclo do 4cido tricarboxilico, enzimas da via pentose-fosfato e da via
gliconeogénese, além de diversas proteinas que anteriormente ndo foram consideradas em
estarem presentes durante a simbiose.

Em outro estudo, Gao et al., (2015) analisaram a expressdo dos genes nodA,
nodD1 e nodD2 em estirpe de B. liaoningense estirpe CCBAUO05525 induzida por materiais
himicos hidrossoluveis (WSHM) e genisteina e observaram que a expressdo relativa destes
genes alcangou o mais alto nivel apds 3 horas da adicdo de WSHM aos meios de cultura. O
mesmo padrao foi observado no tratamento com genisteina, no entanto, a indugdo por este
flavonoide foi significativamente menor do que a obtida por WSHM

Pessi e colaboradores (2007) avaliaram o perfil global transcricional de B.
japonicum sobre trés diferentes condigdes fisiologicas (aerobica, micro aerdbica e bacteroide)
e quatro diferentes tempos de desenvolvimento do nédulo e bacteroide (10, 13, 21 ¢ 31 dias
pos-inoculagdo [dpi]). Neste trabalho, ao comparar o padrao de transcritos em bacterdides de
soja (2780 genes) em relagdo as células crescidas em meio de cultura sob condi¢do aerdbica
(5439 genes), um menor nimero de genes foi expresso apenas em bacteroides (411 genes).
Dos 2780 genes expressos em bacteroide, um notavel numero de genes (2369) sdo expressos
tanto em bacteroide quanto em condicao aerobica.

Bortolan e colaboradores (2009) avaliaram a expressdo de genes de
nodulagdo nodC e nodW e do gene nodP em B. japonicum CPAC 15 em dois experimentos

distintos utilizando a técnica de RT-qPCR. No primeiro experimento observaram-se maiores
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niveis de expressao logo apos o contato com a genisteina (15 minutos) do que em tempos
maiores de incubagdo (1,4 e 8 horas). Em um segundo experimento, avaliou-se a expressao
destes genes nas bactérias crescidas por 48 horas em presenga de genisteina e exsudatos de
sementes de soja, sendo observado que a expressdo dos trés genes foi maior na presenca de
genisteina do que exsudatos de sementes. Em comparacao aos dois experimentos, os maiores
niveis de indugdo sendo alcangados no experimento por 48 horas. Os resultados obtidos
confirmaram a funcionalidade dos trés genes na estirpe CPAC 15, com énfase para o nopP,
cuja funcionalidade em B. japonicum foi descrita pela primeira vez. Ja em estudo
desenvolvido por Gomes e colaboradores (2014), houve a sele¢dao de 10 proteinas hipotéticas
obtidas através de mapa de referéncia 2-D de B. diazoefficiens estirpe CPAC 7 e destas, 6
tiveram a sua expressdo génica uUp-regulada (ou seja, niveis de expressao diferencialmente
aumentados) em resposta a genisteina por RT-qPCR.

Wei e colaboradores (2008) compararam o perfil global de expressao génica
de Bradyrhizobium japonicum USDA 110 em resposta a indugdo com extratos de sementes de
soja (SSE) e genisteina (5 uM). Neste estudo, SSE induziu mais loci génicos do que a
genisteina, acentuadamente induzindo regides gendmicas dentro da ilha simbiotica, que
incluem genes tts (sistema de secregdo do tipo III), varios genes nod, genes para
poligalacturonase (degradacdo da parede celular), assim como genes que estdo fora da ilha
simbidtica, sendo estes os de sintese de exopolissacarideos (EPS), ACC (1-
aminociclopropano-1-carboxilato) deaminase, familia de proteinas ribossomais e do
metabolismo de energia, além de muitos genes codificando para proteinas hipotéticas. Neste
mesmo trabalho, os autores validaram a expressdo de 12 genes expressos pelo microarranjo
por RT-qPCR. Dos genes validados, nove estavam localizados dentro da ilha simbidtica e 3
fora da ilha.

Ja Mesa e colaboradores (2009) a fim de elucidar a sensibilidade ao estresse
oxidativo de FixK; (este gene ¢ ativado pelo sistema de dois componentes FixLL] em resposta
a um moderado decréscimo da tensdo de oxigénio) realizaram uma andlise global por
microarranjo em B. japonicum em resposta a H,O, (peréxido de hidrogénio). Observando
assim, que a maioria dos genes do regulon FixK, diminuiram a sua expressao apds tratamento
com H;0O;. Gourion e colaboradores (2009) também realizaram analises de microarranjo e

EcfG

observaram que os dois reguladores PhyR e ECF ¢ factor 6 “ em B. japonicum fazem parte

da mesma cascata de sinalizacdo, sendo ainda identificados no estudo um grande numero de

. . ~ Ecf
genes com funcgdes desconhecidas e que estdo presentes no regulon PhyR/c™'C.
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Takeshima e colaboradores (2013) encontraram uma regido amplamente
separada da ilha simbiotica em B. japonicum e que foi perceptivamente induzida dentro de
minutos ap6s a adi¢ao de genisteina. O locus em questdo, nomeado de BjG30, contém genes
para uma bomba de efluxo multidroga e reguladores transcricionais da familia TetR.

Diversas analises vém sendo empregadas para a obtencao do perfil global de
expressdo génica em B. japonicum sob diferentes condi¢des. A maioria das analises globais
envolve técnicas como microarranjo, biblioteca subtrativa suprimida (SSH) e RNA-seq, estas
analises fornecem um grande numero de genes que sdao expressos diferencialmente,
principalmente, ao comparar duas situagcdes (controle e tratamento), e fornecem aos
pesquisadores Otimas fontes para a bioprospeccdo de genes que sejam Uteis para elucidar e
compreender os mecanismos genéticos e as vias interligadas no genoma da bactéria frente a
diversas condigdes. Como nos exemplos citados anteriormente ao longo do texto, analises do
transcriptoma em determinadas situacdes podem ser uteis desde para obter genes que sdo
dependentes de algum regulador transcricional ou de outros genes (através do perfil
transcricional de mutantes e estirpes selvagens) quanto para descobrir novos genes e vias que
sejam super expressas em presenca de exsudatos de sementes, raizes e flavonoides isolados
sob diferentes tempos de indugdo, assim como em diferentes condigdes de cultivo,
envolvendo diferentes compostos nutricionais e temperaturas. Cada vez mais andlises
transcricionais vém sendo empregadas no intuito de elucidar os genes responsivos a diferentes
estresses, como o oxidativo e térmico. De modo geral, as analises do perfil global sio muito
uteis e vantajosas, sendo que o refinamento e validacdo da expressao gé€nica sao realizados
por RT-qPCR. Vale a pena mencionar que analises transcriptdmicas e protedmicas vém sendo
empregadas concomitantemente ou complementando uma a outra e vém fornecendo um

panorama mais real da funcionalidade dos genes/proteinas que estejam envolvidas na FBN.

2.7. ANOTACAO FUNCIONAL DE PROTEINAS HIPOTETICAS

Atualmente, recentes técnicas de sequenciamento em larga escala, next-
generation sequencing (NGR) (METZKER, 2010), empregadas em projetos genoma e
transcriptoma, vém produzindo um enorme volume de sequéncias de genes e proteinas com
funcdes ainda desconhecidas, e por consequente, criando a necessidade de desenvolver

metodologias e ferramentas eficientes com a finalidade de dar suporte computacional a esses
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projetos de sequenciamento. Nestes projetos, pesquisadores visam identificar sequéncias de
DNA e/ou RNA. As fungdes, juntamente com outras caracteristicas biologicas, sao
determinadas na fase de anotacao (SOUZA, 2014).

O processo de anotacdo caracteriza-se como a atribuicdo de fungdes as
sequéncias identificadas no organismo em estudo. Devido a geragdo de um grande volume de
dados ndo caracterizados, a anotacdo requer automacdo, uma tarefa complexa que inclui
diferentes metodologias e estratégias de anotacdo para a predicdo de fungdes dos genes e das
proteinas codificadas por eles (PANDEY et al.,, 2006). A anotagdo e caracterizagdo das
sequéncias de proteinas ndo ¢ algo trivial, e requer a integragdo de uma variedade de métodos
de predi¢do de fungdes, além do conhecimento bioldgico de proteinas, para que a anotagdo
seja confiavel. Certos métodos de anotagcdo extensivamente utilizados sdo baseados em: (i)
homologia, investigando similaridade de sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos como
motivos e dominios conservados; (ii) informagdes recuperadas de caracteristicas estruturais
das proteinas, como padrdes espaciais de dobramento e sitios ativos de enzimas; e (iii)
predi¢do de fung¢do, investigando conservagdo em organismos relacionados, sendo grande
parte destas informagdes obtidas de bancos de dados continuamente atualizados (SOUZA,
2014).

As consultas por similaridades de sequéncias permitem inferir proteinas ou
genes “homologos”. Indicativos de homologia, por exemplo, sdo sequéncias similares que
apresentam aproximadamente a mesma sequéncia de aminoacidos e que possivelmente foram
herdadas de um ancestral comum. Este processo tem como hipdtese o fato de que os
organismos herdam caracteristicas de seus ancestrais no processo evolutivo, preservando
informagdes genéticas de sua linhagem, em particular funcdes bioldgicas importantes. A
busca por similaridades ¢ um método extensivamente utilizado para predi¢do de funcdo de
proteinas ndo caracterizadas, sendo conhecido como transferéncia de anotacdo baseada em
homologia (PEARSON, 2013).

A metodologia de busca por similaridades apresenta algumas limitacdes que
devem ser consideradas, sendo a mais significativa decorrendo da evolugdo divergente em
resposta a pressdo seletiva (GERLT ¢ BABBITT, 2000) no qual uma duplicagdo de um
determinado gene pode desencadear uma nova fungdo, desta forma, ndo garantindo que a
predicdo de fun¢do por homologia esteja correta. Por esta razdo, estratégias buscam combinar
resultados de diversas fontes para concretizar uma predi¢do por funcdo mais acurada, tais

como a investigagdo de conjuntos (clusters) de sequéncias com fung¢des similares e pesquisar
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categorias funcionais do Gene Ontology (GO), dentre outras fontes. Abordagens baseadas em

vizinhanga génica (clusters) sdo baseadas na hipotese de que as proteinas, cujos genes

correspondentes sdo localizados “proximos” uns dos outros em um genoma, podem estar

relacionadas funcionalmente, por exemplo, genes codificando para proteinas que poderiam

participar da mesma via metabodlica. Portanto, torna-se uma estratégia vidvel para inferir

associagdes funcionais entre genes e suas proteinas correspondentes (SOUZA, 2014).

Algumas ferramentas e bancos de dados utilizados para buscas por

similaridade empregadas sao:

L.

II.

I1I.

IV.

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): esta ferramenta busca por alinhamentos
locais entre sequéncias de nucleotideos e proteinas, fazendo a comparagdo e
calculando a significancia estatistica de cada sequéncia em um banco de dados (e-
value). O calculo de similaridade ¢ auxiliado por uma matriz de substitui¢ao, que
modela probabilidades de ocorréncia de mutagdes e de substituicoes entre
aminoacidos similares. Por exemplo, uma matriz padrdo bastante utilizada ¢ a
BLOSUM62 (MADDEN, 2013).

Hmmer: emprega perfis de modelos ocultos de Markov (profile Hidden Markov
Models — profile-HMM) para executar a comparagdo de sequéncias, sendo utilizado
para consulta por homoélogos em bancos de dados de sequéncias de proteinas ou DNA.
Hmmer visa ser significativamente preciso, além de ser capaz de detectar homdlogos
remotos, devido aos seus modelos (EDDY, 1998, 2010).

UniProtkKB: ¢ um consoércio que visa fornecer anota¢do relevante e curada de
proteinas. Baseia-se em dados de protedmica (principalmente), gendmica e
transcriptomica. E um banco de dados dividido em sub-bancos, sendo estes: Swiss-
Prot, que ¢ um banco de dados de sequéncias de proteinas que apresentam anotagdes
curadas, isto ¢, revistas manualmente, e de alta qualidade, contendo nomenclaturas
padronizadas, links integrados para outros bancos de dados especializados, fornecendo
informagdes sobre o gene ontology (GO) e minima redundancia. Ja o TrEMBL é um
banco suplementar ao Swiss-Prot, sendo formado por sequéncias de proteinas que
possuem anotagdes automaticas (BOECKMANN, 2003).

RefSeq: ¢ um banco ndo redundante de sequéncias de genes, transcritos e proteinas,
provido e curado pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI). As

sequéncias anotadas contém regides de codificacdo, ndo sdo redundantes, dominios
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conservados, referéncias cruzadas entre bancos, entre outras caracteristicas (PRUITT
et al., 2005).

V. Pfam: é um banco de familias de proteinas construidas com HMM, onde as familias
sdo estabelecidas por um conjunto de proteinas que compartilham um nivel
significativo de similaridade, sugerindo assim homologia. As familias Pfam devem
representar unidades funcionais (dominios) que, quando combinados de diferentes
maneiras, podem gerar proteinas com fun¢des Unicas. As familias podem conter
dominios ndo caracterizados, identificados no banco como “Domain of Unknown
Function” (DUF). Assim como as familias ndo caracterizadas sdo identificadas no
Pfam como “Uncharacterized Protein Family” (UPF) (PUNTA, et al., 2012).

VI. KEGG: ¢ uma colecdo de bancos de dados online que ligam genomas com vias
metabolicas. O KEGG integra muitos bancos, tais como o KEGG Pathway que é uma
colecdo de mapas desenhados manualmente representando interacdes moleculares e
vias de reagdes para metabolismo, informagdo genética, processos celulares, sistemas
organizacionais ¢ doengas humanas. KEGG Orthology (KO) ¢ uma colegdo de grupos
ortdlogos definidos manualmente. J4 o KEGG Enzyme é uma implementacdo da
Nomenclatura de Enzimas (numero EC) produzido pela IUBMB/IUPAC Biochemical
Nomenclature Committee. O KEGG Reaction por sua vez, contém todas as reagdes
adotadas a partir do KEGG enzyme e reagdes adicionais obtidas a partir do KEGG
Pathway. (KANEHISA et al., 2012).

VII.  Rhizobase: é um banco de dados curados de genomas de rizobios, no qual curadores
tem extraido nome, simbolo, produtos e funcdes de cada gene reportado na literatura.
Este banco fornece uma maneira simples de acessar todos os dados de sequéncia e de
anotagdes através de mapas de imagem, buscas por palavras chaves e por listas de

gene (FUJISAWA et al., 2014).

Proteinas hipotéticas (HPs) sdo definidas como proteinas identificadas por
analises computacionais a partir de sequéncias nucleotidicas (ORF - Open Reading Frame)
obtidas principalmente, em sequenciamentos de genomas. Portanto, tem sua existéncia predita,
mas ndo existe evidéncia experimental da sua expressdo, estas proteinas sao geralmente
caracterizadas pela baixa identidade com as proteinas conhecidas anotadas em bancos de dados.
Uma '"proteina hipotética conservada" descreve uma parcela de genes nos genomas

sequenciados que sao homologos a genes encontrados em outros organismos, mas que também
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nao foram funcionalmente caracterizados e descritos no nivel quimico da proteina (DESLER et
al, 2009).

Alguns estudos vém sugerindo que a maioria destas proteinas ditas
hipotéticas ndo existe, isto €, podem ser resultados da anotacdo de pseudogenes (genes que nao
sao mais funcionais) ou ainda sendo consequéncias de erros que possam ter surgido durante o
sequenciamento ou no processo de anota¢do funcional (DESLER et al, 2009, POPTSOVA e
GOGARTEN, 2010). Em uma analise realizada no genoma de varios organismos foi verificado
que muitas proteinas hipotéticas podem ser pseudogenes. Geralmente, pseudogenes consistem
de sequéncias curtas, em contraste com as proteinas conservadas que em geral sdo compostas
por um maior numero de aminoacidos (LIPMAN et al, 2002). Isto vem sendo evidenciado em
estudos, como o desenvolvido por Qiao e colaboradores (2013) que analisaram todos os genes
do genoma de Synechocystis sp. PCC 6803 e evidenciaram que as ORFs com niimero entre 150
e 200 aminoacidos estavam em maiores indices como proteinas hipotéticas, sendo que entre
estas, as com aproximadamente um tamanho de 150 aminoacidos quase ndo foram expressas
em analises protedmicas sob diferentes condi¢des, sugerindo assim, que estas sejam oriundas
de pseudogenes. Outro estudo ao utilizar analise da expressdo génica em combinagdo com
analise protedmica, também resultou na eliminacdo de 255 (7,5%) proteinas e adicdo de 127
(3,7%) novas proteinas na anotacdo do genoma do Desulfovibrio vulgaris, sugerindo que
grande parte das proteinas anotadas como hipotéticas sdo pseudogenes, tendo em vista a
auséncia de expressao destes genes em nivel transcricional ou traducional (PRICE et al., 2011).
Vale ressaltar também, que a re-anotacdo de genomas também levam a conclusao de que uma
parcela de proteinas hipotéticas sdo erros de anotacdo (VONGSANGNAK et al., 2008;
DESLER et al, 2009; MARCELLIN et al, 2013).

Por outro lado, existem varios estudos que contribuem para a confirmagao
da autenticidade e caracterizacdo de proteinas hipotéticas. Em um estudo foram selecionados
10 genes anotados como codificados de proteinas hipotéticas em Trypanosoma cruzi, cujas
expressoes foram obtidas por RNA-seq. Essas proteinas foram caracterizadas molecularmente
através de vetores de expressdo e andlises de bioinformatica (RAMOS, 2014). Outro estudo
observou que cerca de 60% dos genes do genoma de Paracoccidioides spp. codificavam para
proteinas anotadas como hipotéticas; estudos transcricionais revelaram que muitas proteinas
hipotéticas foram expressas nas fases de micélio e levedura, a caracteriza¢do funcional destas
proteinas hipotéticas foram realizadas utilizando métodos de comparagdes de similaridade de

sequéncia, presenga de peptideos sinais, presenga de dominios de proteinas conhecidas e
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também uma classificagdo funcional baseada no Gene Ontology. Além da analise de seis
proteinas hipotéticas a nivel transcricional por RT-qPCR que demonstrou niveis de expressao
para os genes codificando para essas proteinas. (SILVA, 2014).

Genes codificando para proteinas hipotéticas vém sendo encontradas na
grande maioria dos estudos de perfil global a nivel transcricional sob uma diversidade de
condi¢des em rizébios. Lang et al. (2008) analisaram o perfil global transcricional de B.
japonicum em resposta a genisteina e observaram a expressao de varios genes codificando para
proteinas hipotéticas. Outro perfil global transcricional de B. japonicum sob estresse oxidativo
mediado pelo herbicida paraquat evidenciou que uma parcela significativa dos genes
diferencialmente expressos durante o estresse sdo anotados como hipotéticos (DONATI et al.,
2011). Varias andlises transcricionais sob diferentes condi¢gdes foram realizadas e compiladas
para obter um pool de transcritos reiterados que foram expressos durante a FBN em B.
japonicum, deste pool, a maioria dos transcritos reiterados com expressdo aumentada nos
bacterdides foram genes hipotéticos, sugerindo assim, muitos processos envolvidos na simbiose
que ainda ndo foram identificados (FRANCK et al., 2014). Recentemente, em um estudo
realizado por Lopez-Fuentes et al. (2015) demonstrou-se que mutantes em genes codificando
para proteinas hipotéticas localizados em uma regido de genes de transferéncia conjugativa em
Rhizobium etli CFN42 afetaram a conjugacdo de diferente formas dependendo da estirpe e do
gene hipotético mutado.

A nivel protedmico, vérias analises também demonstram a presenca de
proteinas hipotéticas em rizobios sob diferentes condicdes. Silva Batista et al. (2010) atribuiram
fungdes para 28 proteinas hipotéticas diferencialmente expressas em B. japonicum CPAC 15
identificadas por analises protedmicas em relacdo a outras duas estirpes relacionadas. Outro
estudo protedmico em B. japonicum CPAC 15 identificou proteinas que foram diferencialmente
expressas em presenca de genisteina, entre as 45 proteinas que foram fortemente induzidas pelo
flavonoide, encontravam-se varias hipotéticas (SILVA BATISTA e HUNGRIA, 2012). Ao
comparar os perfis protedmicos de duas estirpes de B. diazoefficiens que sdo contrastantes na
competitividade para nodulacdo em resposta aos exsudatos de raizes de soja, Liu et al., (2015)
identificaram vérias proteinas hipotéticas presentes exclusivamente em cada uma das estirpes.
Gomes et al. (2014) ao analisarem o perfil proteomico de B. diazoefficiens CPAC 7 sob
condi¢des de vida livre também observaram a presenga de proteinas hipotéticas, destas,
selecionou-se 10 para a verifica¢do da expressao génica via RT-qPCR em resposta a genisteina,

sendo seis up-reguladas por este flavonoide.
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A presenca de genes codificando para proteinas hipotéticas € onipresente em
todos os genomas, apesar de uma parcela destes genes serem oriundos tanto de erros no
processo de sequenciamento ¢ montagem de contigs quanto de anotagdes, a outra parcela
corresponde a genes que ainda ndo possuem validagao experimental, tanto a nivel transcricional
como a nivel protedmico, mas que provavelmente sdo funcionais. Diante deste panorama,
torna-se evidente que o conhecimento biologico atual destes genes e subsequentes proteinas €
ainda escasso e requer estudos mais aprofundados para elucida¢do das fungdes e processos
bioldgicos que estas proteinas participam. No que se refere 8 FBN, em especial, a simbiose
entre B. japonicum e a soja, a literatura vem mostrando que proteinas hipotéticas sem fungdes
conhecidas ou com fungdes preditas por andlises de similaridade e sem validacdo experimental
representam uma parcela significativa nos diferentes estudos envolvendo a FBN. Siqueira et al.
(2014) ao realizaram o sequenciamento do genoma de duas estirpes elites empregadas nos
inoculantes para a soja (B. japonicum CPAC 15 e B. diazoefficiens CPAC 7) observaram que
aproximadamente 50% dos genes presentes nestes genomas codificaram para proteinas
hipotéticas. Sendo entdo necessarios intensos estudos tanto a nivel transcricional quanto a nivel
protedmico com o intuito de elucidar as fungdes que estes genes desempenham nessas estirpes,
e desta forma, langando perspectivas para um aumento da compreensdo das caracteristicas
superiores que estes rizobios apresentam.

Portanto, este estudo ¢ de grande relevancia, ao proporcionar avangos no

conhecimento genético desta estirpe, langando perspectivas de identificagao de novos genes e
de suas fun¢des durante a FBN, e por consequente, permitindo uma maximizagdo deste

processo na soja e facilitando a selecdo de estirpes mais eficientes e competitivas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo a inferéncia funcional e anélise da
expressdo de genes hipotéticos localizados na ilha simbidtica da estirpe CPAC 15 de B.

japonicum em resposta a genisteina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Selecionar genes (“ORFs — Open Reading Frames”) que codificam proteinas
hipotéticas e que estejam localizados na “Ilha Simbidtica” do genoma da estirpe CPAC 15 de

Bradyrhizobium japonicum.

2) Analisar a similaridade das proteinas hipotéticas codificadas pelo genes em outros
genomas através da busca de similaridade com o uso do programa BLASTp (NCBI) e com

sequéncias depositadas no banco de dados RefSeq.

3) Realizar a anotacgdo funcional, ou seja, a inferéncia das fun¢des das proteinas preditas
destes genes, através de andlises de similaridade em bancos de dados especializados e
curados, como o UniProtkKB, KEGG, Pfam, Gene Ontology, Rhizobase, entre outros. Com
isso, obter informagdes de possiveis dominios de familias de proteinas e apontamentos das
fungdes. Também predizer a localizagdo celular através de programas como o PSORT-B,

PSL-pred, SignalP 4.1 e SecretomeP 2.0.

4) Analisar a expressdo dos genes codificando para as proteinas hipotéticas através da

técnica de RT-qPCR utilizando sistema de indu¢do com genisteina em presenga da bactéria.
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RESUMO

A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) na soja (Glycine max (L.)) ocorre através da
simbiose com bactérias (rizobios), como a espécie Bradyrhizobium japonicum, seu principal
simbionte. O presente estudo fornece a andlise da expressao e inferéncia funcional de genes
localizados dentro da ilha simbiotica da estirpe CPAC 15 de Bradyrhizobium japonicum e que
codificam para proteinas hipotéticas. A inferéncia funcional foi realizada com base em busca
de similaridades com diversos bancos de dados e programas de predi¢des de estruturas como
peptideos sinais, localizacdo celular, dominios conservados, entre outros. A avaliagdo da
expressao génica foi realizada através de RT-qPCR com indugdo com genisteina em meio de
cultivo com a bactéria, por aproximadamente, 48 horas. As andlises de similaridade com o
banco de dados RefSeq demonstrou que todas as proteinas hipotéticas estavam distribuidas
em varios genomas de diferentes espécies do género Bradyrhizobium. Os resultados obtidos
por RT-qPCR demonstraram que todos os genes hipotéticos selecionados obtiveram elevados
niveis de expressdo em presenca de genisteina em relacdo ao controle, o metanol. A maioria
dos genes codificando para proteinas hipotéticas inferidos funcionalmente estava relacionada
ao transporte de substancias, vias metabdlicas de aminoacidos e degradagdo de compostos, e

possivelmente entdo, podendo ser uteis na atividade saprofitica da estirpe e na FBN em si.

Palavras -chaves: Proteinas Hipotéticas. Genisteina. Ilha Simbidtica. FBN. Anotacdo

Funcional. RT-qPCR.
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INTRODUCAO

Existe uma grande variabilidade entre as estirpes que nodulam a soja,
quanto a eficiéncia do processo simbidtico e a capacidade competitiva com bactérias
estabelecidas no solo (HUNGRIA et al., 2006; SILVA BATISTA et al., 2007; CHEN et al.,
2015). Somado a isto, fatores como o constante aprimoramento das praticas agricolas,
langamento de cultivares mais produtivas e adaptadas as distintas condi¢des ambientais, além
do estabelecimento de populacdes de bactérias em solos previamente inoculados, fazem com
que seja extremamente necessario uma constante busca por genétipos de Bradyrhizobium
mais competitivos no solo e eficientes no processo simbidtico com a soja.

Recentemente, a estirpe CPAC 15 de Bradyrhizobium japonicum teve o seu
genoma sequenciado (SIQUEIRA et al., 2014). Esta estirpe tem um genoma de 9,582,287-bp
composto de um cromossomo circular com dois operons ribossomais e um conteudo G+C de
63.54% (SIQUEIRA et al., 2014). De acordo com a anotagado realizada, foram preditas 4.203
ORFs com funcao atribuida (48.6%) e 4.445 ORFs hipotéticas (51.4%), totalizando um total
de 8.648 genes preditos.

O inicio da ilha simbidtica da CPAC 15 foi demarcada em um gene de
DNA-recombinase e o final da ilha simbiotica foi definida em um gene para valina tRNA.
Dentro da ilha simbiotica hd um gene para metionina tRNA. O tamanho da ilha simbiotica ¢
de 700.213 pb, com um total de 569 ORFs, sendo que destas, 247 sdo hipotéticas (43%), além
de 90 elementos moveis. A ilha simbiodtica da CPAC 15 engloba todos os genes de nodulagao
e fixagdo do N, que sdo requeridos para a simbiose, uma provavel operon ndo funcional de
hidrogenase, citocromos para fornecimento de energia, transportadores do tipo ABC, operons
para sistemas de secre¢do, ressaltando-se que todos esses genes sdo rodeados por muitos
genes hipotéticos e elementos genéticos moveis, que podem estar relacionados a transferéncia
génica horizontal.

O escasso conhecimento sobre esse importante rizobio foi enfatizado pela
observacdo de que ndo foi possivel atribuir fung¢do para aproximadamente 50% dos genes
preditos do genoma da estirpe da CPAC 15, incluindo genes da ilha simbidtica. Intensos
estudos sdo necessarios tanto a nivel transcricional quanto a nivel protedmico a fim de

elucidar as funcdes que estes genes desempenham nesta estirpe, e desta forma, lancar
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perspectivas para um aumento da compreensao das caracteristicas superiores que este rizobio
apresenta.

MATERIAL E METODOS

ESTIRPE BACTERIANA E CONDICOES DE CULTIVO

A estirpe CPAC 15 de B. japonicum utilizada foi proveniente da cole¢ao de culturas
denominada: “Colecdo de Culturas de Bactérias Diazotréficas e Promotoras do Crescimento
de Plantas da Embrapa Soja”, do Laboratério de Biotecnologia dos Solos da Embrapa Soja
(Londrina — Parana).

A estirpe foi retirada do estoque a —80°C, repicada em meio de cultura YM soélido
(VINCENT, 1970), com adi¢do de corante vermelho congo (0,025%), e crescida a 28°C por
48 horas. Posteriormente, colonias desta estirpe crescida em placa foram inoculadas em 10
mL de meio de cultura TY liquido (BERINGER, 1974), e esta cultura (pré-inodculo) foi
mantida sob agitagdo (100 rpm) a 28°C por, aproximadamente, 24 horas, até atingir a
densidade optica de 0,6 (A= 600 nm). Posteriormente, 1 mL do pré-indculo foi adicionado em
cada uma das réplicas biologicas, cada uma com 100 mL de meio de cultura TY liquido

(indculo) acrescido com genisteina ou metanol.

EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO RNA TOTAL

Para a extragdo de RNA empregou-se o protocolo basico usando Trizol,
(Invitrogen - Life Tecnologies) com modifica¢des. Primeiramente, foram centrifugados 30 mL
das culturas a 10000 rpm a 4 °C, descartado o sobrenadante e adicionado 1 mL de solugao
salina 0,85%, os precipitados foram entdo ressuspendidos e transferidos para microtubos de 2
mL estéreis. A seguir, houve mais uma etapa de centrifugacdo nas mesmas condigdes
descritas acima, apds, novamente os sobrenadantes foram descartados e os pellets
ressuspendidos em 300 pL de tampao de lise celular (250 L de TE 10:1; 40 pL de SDS 10%;
10 pL de lisozima a 5mg/mL) e incubados por 5 minutos a 40°C. Logo em seguida,
adicionou-se 1,5 mL de trizol, as amostras passaram pelo vortex por 15 segundos e foram
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Atingindo os 5 minutos, as amostras foram

centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos, a 4 °C. Transferiram-se aproximadamente 800 puL
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dos sobrenadantes para novos microtubos, nestes adicionaram-se 250 pL de cloroférmio,
vortex por 15 segundos, e mais uma incubacdo por 5 minutos em temperatura ambiente e
centrifugacdo por 15 minutos a 14.000 rpm. As fases aquosas foram entdo transferidas
cuidadosamente para novos tubos (400 pL) e foram adicionados 500 pL de isopropanol
gelado, inverteram-se os microtubos cerca de 20 vezes para melhor precipitagdo do pellet ¢, a
seguir, incubaram-se as amostras por 20 minutos no gelo. Centrifugaram-se as amostras por
15 minutos a 14000 rpm e 4°C, descartou-se o sobrenadante e os pellets foram ressuspendidos
em agua ultra pura livre de RNAse. Adicionaram-se 10 uL de acetato de s6dio 3 M e 250 pL
de etanol absoluto gelado, inverteram-se os microtubos cerca de 20 vezes para precipitacao e
procedeu-se a mais uma etapa de centrifugacdo por 15 minutos a 14000 rpm — 4°C. A seguir,
descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 500 pL de etanol 70% gelado para lavagem dos
pellets e procedeu-se a outra etapa de centrifugagdo nas mesmas condi¢des da centrifugagio
anterior. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados, os pellets foram deixados na
bancada para secagem por cerca de 30 minutos, apds, foram ressuspendidos em 50 pL de
agua ultra pura livre de RNAse e armazenados a -80°C.

O RNA extraido foi quantificado usando micro-espectrofotometro
(Nanodr0p®SpeCtr0ph0tometer ND-1000, Unisciense), com leituras nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm, utilizando dgua ultra pura livre de RNAse como controle.

A verificagdo da integridade dos RNAs extraidos foi constatada por
eletroforese em gel de agarose 1%, preparado com tampao SB (acido borico de sodio) (1x)
(BRODY e KERN, 2004), corado com brometo de etidio. Adicionaram-se no gel, 2 uL de
RNA com 1 pL de tampao de amostra (sacarose 40% mais azul de bromofenol). A corrida
eletroforética foi conduzida em tampdo SB (1x) durante 30 minutos a uma voltagem de 50 V.

E os géis foram visualizados em transiluminador UV e fotografados.

ENSAIO DA EXPRESSAO DOS GENES EM RESPOSTA A GENISTEINA

A solugdo estoque de genisteina (Sigma; Peso molecular = 270g) foi
preparada na concentracao final de 1000 uM, a partir da dissolugdo de 0,013 g da mesma
diluida em 50 mL de metanol. Para a indugdo dos genes nas réplicas biologicas de B.
japonicum foi utilizada a concentragdo de 2,5 pM.

O experimento seguiu um delineamento em blocos ao acaso com trés

réplicas como blocos, sendo o tratamento realizado com genisteina e o controle com metanol,



52

o tempo de indugdo foi de, aproximadamente, 48 horas (BORTOLAN et al., 2009). Os
indculos acrescidos com genisteina ou metanol cresceram por, aproximadamente, 48 horas, ou
até atingirem a densidade otica (D.O) que corresponde ao crescimento exponencial (D.O em
torno de 0,5 em A= 600 nm). Apos atingirem o crescimento exponencial, os inéculos foram

submetidos a extragao de RNA.

TRATAMENTO COM DNAse-I E SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

A digestdo da DNAse- I (Invitrogen — Life Tecnologies) foi realizada de
acordo com as especificacdoes do fabricante, com algumas modificagdes. A quantidade de
RNA tratado foi de 5 pg, utilizando 1,5 pL de enzima (5 U/uL) e 1,5 pL de tampao. A reagdo
foi incubada a temperatura ambiente por 8 minutos. A seguir, adicionou-se 1 pL de EDTA 25
mM e incubaram-se as amostras a 60°C durante 5 minutos.

O cDNA foi sintetizado com o kit Super Script 111 Reverse Transcriptase

(Invitrogen - Life Tecnologies) utilizando random primers, conforme instru¢des do fabricante.

SELECAO E ANOTACAO FUNCIONAL DAS SEQUENCIAS ALVO CODIFICADORAS
DE PROTEINAS HIPOTETICAS DA ILHA SIMBIOTICA

Foram identificados genes hipotéticos (“ORFs” hipotéticas) localizados na
ilha simbiodtica da estirpe CPAC 15 de B. japonicum. A identificagdo dos genes foi realizada
com base na anotagdo “automatica” destes genomas disponibilizada pelo Laboratério de
Bioinformatica (LABINFO) do Laboratério Nacional de Computagao Cientifica (LNCC), em
Petrépolis — RJ, no endereco
eletronico:http://www.labinfo.Incc.br/index.php/projects/biological-nitrogen-fixation ou pela
sequéncia referéncia no NCBI (NZ_CP007569.1).

A inferéncia funcional das proteinas hipotéticas codificadas por esses genes foi realizada com
base na busca de similaridades entre as sequéncias de aminoacidos destes genes com
sequéncias depositadas nos bancos de dados PFAM (http://pfam.xfam.org/), KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/), UniProtKB (http://www.uniprot.org/), Rhizobase
(genome.microbedb.jp/rhizobase), NCBI — BLASTn e BLASTp
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), Gene
Ontology — GO (http://geneontology.org/).

DESENHO DOS PRIMERS PARA AS SEQUENCIAS ALVO SELECIONADAS

Foram utilizadas as sequéncias de genes hipotéticos localizados na ilha
simbiotica, ¢ utilizando o software Primer Express versdo 3.0 (Applied Biossystems, Foster,
CA, USA), procedeu-se a constru¢ao dos primers para o RT-qPCR, utilizando os pardmetros
default para constru¢ao de primers para RT-qPCR, sendo os fragmentos amplificados por
estes primers entre uma faixa de tamanho de 50 a 150 pares de bases (pb). Apos a obtengdo
das sequéncias dos primers, os mesmos foram contrastados contra o genoma da estirpe CPAC
15 através da ferramenta BLASTn do NCBI e verificados quanto a sua especificidade, ou
seja, evitando que as sequéncias anelassem em outras regides do genoma, o que aumentaria
assim, as chances de amplificacdo inespecifica. Na tabela 1 podem ser visualizadas as
sequéncias empregadas neste estudo. As sequéncias dos primers para o gene normalizador
16S rRNA e do gene utilizado como controle positivo (nodC) sdo as sequéncias de B.

japonicum CPAC 15 sintetizadas e empregadas por Bortolan et al. (2009).

Tabela 1 - Sequéncias dos primers dos genes utilizados no RT-qPCR

Gene Sequéncia Nucleotidica Amplicon

. F AAATAGTCCGGCTGACAAGG
bjs08317 102 pb
R CATAGGTCTTCGTGCAATCG

) F CGTGATCAATCTCGTCTTCG
bjs08261 83 pb
R TGAAGGAGACTTTCCGGATG

) F ATCCGAGCTGCCATTACATC
bjs08258 91 pb
R GCAATGTTGTTCGGCTGTAG

. F GGTCGGCTATTTCAAGATCG
bjs08254 74 pb
R GATAGCCCGAAATGTTGACG

_ F CAACGATGATACGGTTGCAG
bjs08251 131 pb
R GCATGACCTTGATTGCCTTC

_ F GATCCACGGGATGTTTGAAG
bjs08216 137 pb
R CGCAGATCAATTCACGTAGC

_ F TCCTGATCTGGATGTCAACG
bjs08267 105 pb
R AGAAGCATGGGATGAGCAAC
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ANALISE DE EXPRESSAO POR RT-qPCR (PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL)

As reagoes de RT-qPCR foram realizadas no termociclador ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster, CA, EUA). As reagdes foram
realizadas em uma placa de 96 pocos, sendo constituidas de trés replicatas técnicas de cada
repeticdo bioldgica, no caso da quantificagdo relativa e de duas replicatas técnicas de cada
reagdo, na analise de eficiéncia dos primers. Para realizar as reagdes de RT-qPCR foi usado o
kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG com ROX (Invitrogen — Life Tecnologies).
Curvas de eficiéncia de amplificagdo para cada par de primers dos genes alvos e para o par de
primers do gene normalizador ¢ controle positivo foram realizadas. Para isto, partiu-se de um
mix de cDNAs (5uL de cada uma das repeti¢oes biologicas da situagdo controle e tratamento)
e deste, fez-se uma série de dilui¢des, utilizando um fator de diluigao 1:10.

Os valores de Ct (cycle threshold) obtidos em cada diluigdo foram plotados
em funcdo do logaritmo das dilui¢des, e o indice de inclinagdo da reta foi utilizado para
calcular a eficiéncia de cada sistema, de acordo com a formula E=[10°"*1°P9"1]. Os parametros
de ciclagem utilizados para as reagdes de eficiéncia dos primers e quantificagdo relativa
foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15
segundos, 60°C por 1 minuto, sendo os dados coletados neste ultimo passo. Os parametros do
programa de amplificagdo empregados sdo os recomendados pelo proprio fabricante do
termociclador. A concentragdo dos primers com melhor desempenho na curva de eficiéncia
foi selecionada para utilizagdo na etapa de quantificacdo relativa. As reagdes de PCR
constituiram-se de 4,25 uL de &gua ultra pura autoclavada; 6,25 pL de SYBR Green com
ROX; 0,5 uL tanto do primer forward e do primer reverse (5 uM); 1 uL de cDNA, obtendo
um volume final de reagdo de 12,5pL.

O calculo da expressdao e andlise estatistica foi realizada utilizando o
software REST 2009 (PFAFFL et al., 2002). Esse software realiza a quantificagdo
comparativa pelo método de “Pair-Wise Fixed Reallocation Randomization Test” (PFAFFL et
al., 2002). Esse software realiza a quantificagdo relativa ao comparar um grupo de amostras
com o grupo controle, a comparacdo sempre ¢ realizada a partir de um gene normalizador
(gene expresso na mesma quantidade e nas condigdes experimentais avaliadas)

(NACHTIGALL, 2012).
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RESULTADOS

ANALISE IN SILICO DOS GENES CODIFICANDO PARA PROTEINAS HIPOTETICAS

Virios critérios foram aplicados a fim de escolher os genes codificando para
proteinas hipotéticas. Neste sentido, objetivou-se, primeiramente, escolher genes que
estivessem numa faixa entre 600 pb até¢ 2500 pb, como demonstrado na Tabela 2. Esse critério
foi aplicado devido ao fato que cada vez mais estudos vém mostrando que genes codificando
para proteinas hipotéticas com tamanho menores que essa faixa tem grande probabilidade de
serem pseudogenes ou serem recorrentes de erros de sequenciamento e anotagdo (DESLER et

al, 2009, POPTSOVA e GOGARTEN, 2010).

Tabela 2 — Tamanho dos genes hipotéticos selecionados da ilha simbidtica da estirpe CPAC

15
Gene NCBIID da Proteina Locus Tamanho em Pares de Bases (pb)
Hipotética

bjs08216 gi|627779337 AHY48554 1575 pb
bjs08251 gi| 627779303 AHY48520 2100 pb
bjs08258 gi|627779297 AHY48514 1299 pb
bjs08254 gi| 627779300 AHY48517 900 pb
bjs08261 gi|627779294 AHY48511 1035 pb
bjs08267 gi| 627779288 AHY48505 1197 pb
bjs08317 gi| 627779238 AHY48455 2244 pb

O segundo critério aplicado foi o da localizagdo destes genes dentro da ilha
simbidtica do genoma da estirpe de B. japonicum. Tentou-se escolher genes que estivessem
localizados relativamente proximos de genes ja validados e/ou de genes essenciais a atividade
saprofitica e/ou FBN, como os de nodulagdo; sistemas de secrecdo, entre outros, tentando
desta forma, aumentar a probabilidade destes genes estarem sob influéncia dos mesmos
mecanismos de regulagdo génica, desempenharem papeis importantes no mesmo processo
biologico ou serem parte de algum operon ou cluster génico. O gene bjs08317 esta proximo

do gene nopP (Figura 2) que ¢ um efetor do sistema de secre¢cdo do tipo III e desta forma,
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desempenha fung¢des no processo de infeccdo da bactéria ao hospedeiro vegetal (AUSMESS
et al., 2004).

(I TS

e MO 18K ROK L REK,
Sequence
Genes
BJS_08327 BJS_08320 BJS_08317 nopP
AHY48446 1 AHY48452.1 AHY48455 1 B AHY48458.1
28 theC2 BJS_08318 BJS_08316
|| W AHY48447.1 AHY48454.1 AHY48456.1
ttsl BJS_08319 BJS_08313
AHY48448 1 AHY48453.1 AHY48459.1 [l
BJS_08323 BJS_08
B AHY48449.1 I AHY4
BJS_08321 BJS_08315
W AHY48451.1 H AHY48457 1 A
virk BJS |
AHY48450.1 H 0 AH
BJS_0830)
AHY48463.1
BJS_0831
I AHY4844

Figura 1 — Localiza¢ao do gene bjs08317 no genoma da estirpe CPAC 15 de B. japonicum.
Em preto, representado o gene bjs08317, em amarelo o gene NOpP que esta relativamente

proximo no contexto gendmico e que tem funcdo conhecida, € os nimeros em azul representa

a identificacdo do gene no NCBI.

O gene bjs08216 esta proximo do gene fixW (Figura 3), que codifica para
uma oxidoredutase, necessaria no processo de FBN (HONTELEZ et al., 1989).
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Figura 2 — Localizagdo do gene bjs08216 no genoma da estirpe CPAC 15 de B. japonicum.

Em preto, representando o gene bjs08216, em amarelo o gene de fixagdo fixW, em azul o

numero de identificagdo do gene no NCBI.
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Os genes bjs08251, bjs08254, bjs09258, bjs08261 e bjs08267 estdo

localizados proximos do gene bjs08257, de nodulagdo nodU, este gene por sua vez, esta

anotado no NCBI como o gene nodU ((Figura 4). Com destaque para o gene bjs08258, que ¢

o mais proximo do gene nodU, este gene estda anotado no NCBI como o gene aspC. No

entanto, foi considerado como hipotético e realizada a inferéncia funcional do mesmo para

confirmagao da sua fun¢ao anotada anteriormente. O gene nodU codifica para uma Carbamoil

transferase, que atua na biossinsete dos fatores Nod, sendo essencial ao processo de nodulacao

(FREIBERG et al., 1997).



58

_ o lmk o Jsok, sk, oK 5K 00K .
Sequence
Ty
Genes

BJS_08266 BJS_DB261 BJS_08257 BJS_08251
AHY48506.1 AHY48611.1 AHY48515.1 AHY48520.1 AH
0 BJS_08264 BJS_08259 BJS_0B254 BJS_08250
| > | AHY48508.1 AHY48513.1  |AHY48517.1 AHY48521.1
BJS_08267 BJS_0B265 aspC BJS_08252 BJS|
AHY48505.1 BEW AHY48507 1 AHY48514.1 I AHY48519.1 AHY4852
BJS_08269 BJS_08263 BJS_08260 BJS_08255
AHY48504.1 AHY48500.1 HEE B AHY48512.1 AHY48516.1 1
dapA1 BJS_08253
AHY48510.1 AHY48518.1
BLAST Results for: Nucleotide Sequence (1035 letters)
a

Figura 3 — Localizagdo dos genes bjs08251, bjs08254, bjs08258, bjs08261 e bjs08267 no
genoma da estirpe CPAC 15 de B. japonicum. O gene bjs08258 foi anotado no NCBI como o
gene aspC. Em preto estdo representados os genes selecionados, em amarelo o gene de
nodulag¢dao nodU, anotado no NCBI como bjs08257, em azul o nimero de identificagdo de

cada gene no NCBL.

Por fim, ainda aplicou-se o critério de escolher genes cujas sequéncias
nucleotidicas sejam exclusivas da estirpe CPAC 15, pois assim, aumentariam as chances de
encontrar genes que codificassem para proteinas que estivem relacionadas as caracteristicas
superiores que esta estirpe possui em atividade saprofitica e na FBN (HUNGRIA et al., 1996).
Deve-se ressaltar, que apesar das sequéncias nucleotidicas destes genes serem exclusivas, ou
seja, na etapa de comparacdo da sequéncia dos genes em bancos de dados, como no NCBI
utilizando a ferramenta BLAST, apenas a propria sequéncia era encontrada; observou-se que
as sequéncias de aminoacidos codificadas por estes genes, ou seja, as proteinas hipotéticas em
si, apresentaram similaridade com sequéncias proteicas de outros genomas de
Bradyrhizobium. Demonstrando que o grau de conservagdo da proteina ¢ muito maior do que
do gene. Neste contexto, é importante frisar que as predigdes das fungdes destes genes e

analises de conservacao feitas em etapas posteriores deste trabalho foram realizadas com as

sequéncias de aminoacidos codificadas por esses genes, isto ¢, as proteinas hipotéticas em si.

As predicdes de funcdes foram realizadas de acordo com a busca de
similaridade em diversos bancos de dados, empregando-se um nivel de identidade de, no
minimo, 30% e visando buscar na medida do possivel, similaridade com proteinas de outras
bactérias fixadoras de nitrogénio, ou do solo. Como ja mencionado anteriormente, o nivel de

identidade confiavel para atribuir fungdes ¢ de 40% (TIAN e SKOLNICK et al., 2003;
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ESPADALER et al., 2009), no entanto, devido a escassez de informagdes na busca por
homologia, foi utilizado o valor de 30%.

E importante frisar que enquanto algumas proteinas apresentaram altos
niveis de identidade com proteinas encontradas em outros genomas bacterianos, outras
apresentaram niveis baixos de identidade com proteinas conhecidas. Estas proteinas com
baixo nivel de identidade podem constituir-se como interessantes alvos de pesquisas futuras,
tendo em vista que estas proteinas hipotéticas sdo conservadas em outros genomas de
Bradyrhizobium, como demonstrado na Figura 8, podendo entdo, serem proteinas que
sofreram processos evolutivos e agora sdo especificas e codificadas por esse género, contudo,
analises posteriores e estudos mais aprofundados de filogenia destas proteinas, assim como
estudos comparativos estruturais destas proteinas devem ser realizados para inferir com maior
confiabilidade esta hipotese. A tabela com os dados compilados da inferéncia funcional em

varios bancos de dados encontra-se no Material Suplementar.

Gene bjs08216

De acordo com a predi¢cdo da localizacao celular realizada pelos programas
PSORT-B, PSLpred, a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08216 esta localizada no
citoplasma. Através do programa SecretomeP 2.0, a proteina em questdo também ndo ¢
secretada, o que condiz com a sua localizac¢do na citoplasma.

A sequéncia da proteina BJS08216 nao possui nenhum dominio conservado
de familia de proteinas, como observado pela comparagdo da sequéncia desta proteina com as
proteinas depositadas no Pfam.

Através do alinhamento da sequéncia da proteina codificada pelo gene
bjs08216 com as depositadas pelo banco de dados Uniprot, observou-se 28,4% de identidade
da sequéncia da proteina BJS08216 com as da chaperona TIR (Burkholderia sp. USM B20);
28,0% de identidade com a proteina TIR de Methylobacterium extorquens; 29,4% de
identidade com a chaperona TIR de Mesorhizobium sp. LSJC280B00. O processo biologico
no qual as chaperonas TIR atuam ¢ a transdugdo de sinal, de acordo com o Gene Ontology.

Pode-se supor que a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08216 possa
ser algum tipo de Chaperona que atua na transdu¢do de sinal, como evidenciado pela sua
localizagdo celular no citoplasma e identidade com chaperonas de outras bactérias do solo. No

entanto, mais estudos mais aprofundados devem ser realizados a fim de predizer com maior
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confiabilidade a fungdo desta proteina, devido, principalmente, ao fato da proteina codificada

pelo gene bjs08216 ndo possui dominio conservado de numa familia proteica.

Gene bjs08251

De acordo com a predi¢ao da localizagdo celular realizada pelos programas
PSORT-B, PSLpred, a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08251 ¢ uma proteina
citoplasmatica. O programa SecretomeP 2.0, descreveu a proteina como nao secretada, o que
condiz com a sua localizagdo na citoplasma.

A sequéncia da proteina BJS08251 possui dominio conservado de Tripsina
peptidase. Esse dominio pertence a Familia das Tripsinas e ao CIa das Peptidases, como
observado pela comparacao da sequéncia desta proteina com as proteinas depositadas no
Pfam.

Através do alinhamento da sequéncia da proteina codificada pelo gene
bjs08251 com as depositadas pelo banco de dados Uniprot, observou-se 35,4% de identidade
com uma serina protease de Bradyrhizobium sp. ORS 375; 36.9% de identidade com uma
serina protease de Sorangium cellulosum So ce56.

O processo bioldgico no qual essas serinas proteases atuam € atividade
catalitica, na degradag@o de proteinas, peptideos e glicopeptideos e a fungdo molecular ¢ na
atividade catalitica, atividade de serina endopeptidase, de acordo com o Gene Ontology. O
numero EC dado pelo banco de dados KEGG para serinas proteases com dominio para
tripsina ¢ EC: 3.4.21.107.

Pode-se supor que a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08251 ¢
uma serina protease com dominio para tripsina, ou seja, uma tripsina, que ¢ uma
endopeptidase especifica para ligagdes peptidicas contendo residuos com cadeia lateral com
carga elétrica positiva, em condi¢des fisiologicas, tais como a arginina (Arg) e lisina (Lys), na
posicao R1.

Gene bjs08258

De acordo com a predi¢cdo da localizacao celular realizada pelos programas
PSORT-B, PSLpred, a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08258 ¢ uma proteina
citoplasmatica. O programa SecretomeP 2.0, descreveu a proteina como ndo secretada, o que

condiz com a sua localizagdo na citoplasma.
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A sequéncia da proteina BJS08258 possui o dominio conservado da familia
das Aminotransferases de Classe 1 e 2, como observado pela comparagdo da sequéncia desta
proteina com as proteinas depositadas no Pfam.

Através do alinhamento da sequéncia da proteina codificada pelo gene
bjs08258 com as depositadas pelo banco de dados Uniprot, observou-se 55,6% de identidade
com a aspartato aminotransferase de Mesorhizobium metallidurans, estirpe STM 2683; 53.3%
de identidade com a aspartato aminotransferase de Rhizobium loti, estirpe MAFF303099;
49,9% de identidade com a aspartato aminotransferase de Bradyrhizobium sp. DOA9.

O processo bioldgico no qual essas aspartato aminotransferases atuam ¢ na
Biossintese, como parte do metabolismo de substancias e a fun¢do molecular ¢ a atividade de
transaminase, de acordo com o Gene Ontology. A categoria funcional no qual essa aspartato
aminotransferase atua ¢ no metabolismo e transporte de Aminodcidos, de acordo com a
anotacdo feita para essa enzima pelo Rhizobase. O ntimero EC dado pelo banco de dados
KEGG para aspartato aminotransferases ¢ EC: 2.6.1.1.

Pode-se supor que a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08258 ¢
uma aspartato aminotransferase, que atua na degradagdo de aspartato, ou seja, envolvida na

degradacao de aminodcidos em vias metabolicas.

Gene bjs08254

A predicao da localizagdo celular realizada pelo programa PSORT-B nao foi
habil em predizer a localizagdo celular da proteina codificada pelo gene bjs08254, ja o
programa PSLpred descreveu a localizagdo da proteina no periplasma. E o programa
SecretomeP 2.0 descreveu que a proteina BJS08254 ¢ do tipo secretada.

A sequéncia da proteina BJS08254 possui o dominio conservado Tripsina,
que pertence a familia Tripsina, como observado pela comparagdo da sequéncia desta proteina
com as proteinas depositadas no Pfam.

Através do alinhamento da sequéncia da proteina codificada pelo gene
bjs08258 com as depositadas pelo banco de dados Uniprot, observou-se 39.6% de identidade
com a glutamil endopeptidase de Bacillus licheniformis, estirpe ATCC 14580.

O processo biologico no qual essa enzima atua ¢ na protedlise e a funcdo
molecular ¢ a atividade de serina endopeptidase, de acordo com o Gene Ontology. A categoria

funcional no qual essa enzima encontra-se ¢ na biossintese de cofatores, grupos prostéticos e
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carregadores, de acordo com a anotagéo feita para essa enzima pelo Rhizobase. O nimero EC
dado pelo banco de dados KEGG para esta enzima ¢ EC: 3.4.21.19.

Pode-se supor que a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08254 ¢
uma peptidase, no caso, uma glutamil peptidase, que cliva preferencialmente sitios com acido
glutamico (Glu) e acido aspartico (Asp). Em relagdo a localizagdo desta enzima, a maioria das
glutamil peptidase sdo do tipo secretadas, ou seja, extracelulares, como observado no banco
de dados BRENDA — The Comprehensive Enzyme Information System. Possivelmente entao,
essa enzima ¢ secretada e atua na degradagdo de proteinas do meio extracelular da bactéria,

podendo participar entdo do metabolismo de substancias.

Gene bjs08261

De acordo com a predi¢cdo da localizacao celular realizada pelos programas
PSORT-B, PSLpred, a proteina hipotética codificada pelo gene localiza-se no citoplasma. O
programa SecretomeP 2.0, descreveu a proteina como ndo secretada, o que condiz com a sua
localizagdo na citoplasma.

A sequéncia da proteina BJS08261 possui o dominio proteico da familia dos
aldeidos desidrogenases, como observado pela comparacdo da sequéncia desta proteina com
as proteinas depositadas no Pfam. De acordo com o banco de dados PANTHER, a subfamilia
desta proteina seria a dos succinatos-semialdeidos desidrogenases.

Através do alinhamento da sequéncia da proteina codificada pelo gene
bjs08261 com as depositadas pelo banco de dados Uniprot, observou-se 71,2% de identidade
com a succinato-semialdeido desidrogenase de Oligotropha carboxidovorans- estirpe ATCC
49405; 71.8% de identidade com a Aldeido desidrogenase de Burkholderia sp. SJ98.

O processo bioldgico no qual essa enzima atua € na processo metabolico e a
funcdo molecular ¢ a atividade de oxidoreductase que atua no grupo aldeido ou oxo dos
doadores, de acordo com o Gene Ontology. A categoria funcional seria entdo o metabolismo
de pequenas moléculas, de acordo com a anotagdo do Rhizobase. O nimero EC dado pelo
banco de dados KEGG para esta enzima ¢ EC: 1.2.1.24.

Pode-se supor que a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08261 ¢
uma succinato-semialdeido desidrogenase, essa enzima desempenha um papel nas vias
metabolicas do glutamato e do butanoato, ao catalisar a oxida¢do do succinato semialdeido a

succinato utilizando NAD+ como uma coenzima.
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Gene bjs08267

De acordo com a predi¢do da localizagdo celular realizada pelos programas
PSORT-B, PSLpred, a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08267 localiza-se na
membrana citoplasmatica. O programa SecretomeP 2.0, descreveu a proteina como ndo
secretada, o que condiz com a sua localizacdo na citoplasma.

A sequéncia da proteina BJS08267 possui o dominio proteico da
superfamilia dos transportadores facilitadores principais, como observado pela comparagao da
sequéncia desta proteina com as proteinas depositadas no Pfam. A presenga desse dominio de
transportadores corrobora com a localizagdo desta proteina na membrana citoplasmatica, que
¢ onde os integrantes dessa familia se localizam.

Através do alinhamento da sequéncia da proteina codificada pelo gene
bjs08267 com as depositadas pelo banco de dados Uniprot, observou-se 79.9% de identidade
com um transportador facilitador principal de Bradyrhizobium sp. CCGE-LAO01.

O processo bioldgico no qual essa enzima atua ¢ no transporte e a funcao
molecular ¢ a atividade de transporte transmembrana, de acordo com o Gene Ontology. A
categoria funcional ¢ o transporte e ligacdo de proteinas, de acordo com a anotacdo do
Rhizobase. O niimero EC dado pelo banco de dados KEGG para esta enzima ¢ EC: TC:
2.A.1.6.

Pode-se supor que a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08267 ¢ um
transportador facilitador principal, que sdo carregadores secundérios, que sdo capazes de

transportar apenas pequenos solutos em resposta aos gradientes 16nicos.

Gene bjs08317

De acordo com a predi¢ao da localizagdo celular realizada pelos programas
PSORT-B, PSLpred, a proteina hipotética codificada pelo gene bjs08317 localiza-se no
citoplasma. O programa SecretomeP 2.0, descreveu a proteina como nao secretada, o que
condiz com a sua localizagdo na citoplasma.

A sequéncia da proteina BJS08317 ndo possui nenhum dominio conservado
de familia de proteinas, como observado pela comparacdo da sequéncia desta proteina com as

proteinas depositadas no Pfam.
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Através do alinhamento da sequéncia da proteina codificada pelo gene
bjs08317 com as depositadas pelo banco de dados Uniprot, observou-se 31,1% de identidade
com a proteina efetora XopP do sistema de secregdo do tipo III de Xanthomonas campestris
pv. Raphani, estirpe 756C; 31% de identidade com a proteina efetora HLK1 do sistema de
secregao do tipo de Ralstonia solanacearum, estirpe GMI1000.

O processo biologico no qual proteinas efetoras do sistema de secre¢cdo do
tipo III atuam ¢ na viruléncia de bactérias aos hospedeiros, ou seja, desempenham diversas
funcdes na infec¢do das células bacterianas a células eucariontes.

As inferéncias funcionais para a proteina hipotética codificada pelo gene
bjs08317 sdo mais escassas devido ao fato desta proteina ndo ter nenhum dominio conservado
de nenhuma familia proteica e apresentar baixa identidade em comparagdo com proteinas ja
descritas como efetoras. No entanto, pode-se supor que essa proteina possa desempenhar
fungdes como efetoras ou desempenham algum papel no processo de infecgdao do rizébio a

planta hospedeira e que ainda ndo tenha sido caracterizado.

EXTRACAO DE RNA, DIGESTAO COM DNAse E VERIFICACAO DA QUALIDADE,
INTEGRIDADE E PUREZA

O protocolo de extragdo de RNA com trizol foi habil na extragdo de
amostras de RNA de alta integridade, o qual pode ser verificado pelo perfil eletroforético
apresentado na Figura 5. Além da alta integridade, a qualidade e concentragdo do RNA total
foram avaliados, sendo obtido altos valores de concentracdo e pureza, como observado na
Tabela 3, demonstrando, assim, a eficiéncia do método de extracdo. Neste contexto, o perfil
eletroforético esperado para amostras de RNA com boa integridade ¢ aquele em que as bandas
das subunidades ribossomais (16S e 23S) bacterianas surgem no gel, de uma maneira integra e

uniforme (ARES, 2012).
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Figura 4. Integridade das amostras de RNA extraidas dos in6culos. A primeira banda
corresponde ao 23S rRNA, a segunda banda ao 16S rRNA e o arraste presente entre as bandas
e apos elas correspondem aos RNA mensageiros de cada amostra. A ltima e mais forte banda

corresponde ao excedente de tampao de amostra utilizado na corrida eletroforética.

Tabela 3 - Quantificacdo da concentragdao de RNA extraido via Nanodrop

Amostra  Concentracio em ng/pul.  260/280 260/230

Genisteinal 1189,83 2,07 2,33
Genisteina?2 1224,64 2,07 2,26
Genisteina3 1316,51 2,09 2,26
Genisteina4 1106,84 2,08 2,14
Controlel 1041,14 2,06 2,19
Controle2 1140,53 2,06 2,25
Controle3 1066,81 2,07 2,21
Controle4 1095,05 2,05 2,22

As amostras (réplicas biologicas com genisteina 1%, 2* e 3* caneleta e com
metanol, 6%, 7* e 8" caneleta) foram as selecionadas para a digestdo com a enzima DNAse a
fim de eliminar resquicios de DNA genomico. Pode-se observar pelo perfil eletroforético que
ndo houve a presenca de DNA gendmico nas amostras de RNA, mas a fim de eliminar
possiveis quantidades minimas que o gel de agarose ndo conseguiu detectar procedeu-se a
etapa de digestdo. Como demonstrado na Figura 6, mais uma vez a integridade foi mantida e
nao houve a presenca de DNA gendmico, assim como, as concentragdes e relacdes boas de

pureza foram mantidas, como demonstrado na Tabela 4.
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Figura S - Gel de agarose com as amostras de RNA tratadas com DNAse

Estas etapas de verificagdo sdo importantes, pois refletem nas etapas
posteriores de analise da expressdo génica. Diversos autores relatam que, para técnicas como
RT-gPCR, a amostra de RNA deve estar integra e pura, a fim de quantificar com precisao os
niveis de RNAm. Dentro destas exigéncias, o uso de RNA de baixa qualidade compromete os
resultados derivados da expressdo (BUSTIN, 2002; IMBEAUD et al, 2005). De fato, a
diferenga observada nos dados de expressdo génica entre RNAs intactos ¢ amostras de RNAs
degradadas levou muitos autores a propor que cada vez mais analises do controle de qualidade
do RNA sdo imprescindiveis para a obtencdo de resultados confidveis e precisos por RT-
gPCR (COSTA et al.,, 2004; CHOMCZYNSKI e SACCHI, 2006). Apos a obtengdo de
amostras de RNA de alta qualidade e de boa concentragdo, procedeu-se a sintese das amostras

de cDNA que foram utilizadas nas etapas posteriores de analise da expressao génica.

Tabela 4 - Quantificagdo da concentracdo de RNA tratado com DNAse via Nanodrop

Amostra  Concentracio em ng/pL.  260/280 260/230

Genisteina 1 291,22 2,1 2,24

Genisteina 2 289,07 2,13 2,2

Genisteina 3 269,42 2,11 2,01
Controle 1 284,62 2,1 2,06
Controle 2 275,59 2,1 2,11

Controle 3 281,6 2,09 2,28
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EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES HIPOTETICOS DA ILHA SIMBIOTICA

Todos os genes hipotéticos selecionados, quando induzidos com genisteina,
resultaram em niveis de expressoes significativos, conforme observado na Figura 3. As curvas
de eficiéncia dos primers que foram utilizados no calculo da expressdo génica encontram-se
no Material Suplementar. Pode-se concluir que a indu¢ao com genisteina foi habil na indugao
destes genes, sendo confirmada pela alta indugdo do controle positivo, o gene nodC, um
conhecido gene de nodulagdo que ¢ induzido por este flavonoide. De fato, em outros estudos
de analise da expressdo génica com B. japonicum, o gene nodC e proteinas hipotéticas vém
sendo descritas como induzidas por genisteina. Bortolan et al. (2009) investigaram a
expressao de genes em células de B. japonicum incubadas por 48h com genisteina (1 uM) por
RT-qPCR e obtiveram uma expressdo do gene nodC 7,30 vezes maior na presenca da
genisteina em relagdo ao controle (metanol). J4 Wei et al. (2008) observaram que varios genes
dentro da ilha simbiotica de B. japonicum foram induzidos por genisteina (5 pM) por RT-
gPCR e obtiveram uma expressdo de 25 vezes do gene nodC em relag@o ao controle em um
periodo de inducdo de 12 horas. Lang et al. (2008) reportaram um nivel de expressao do gene
nodC induzido com genisteina (1 pM) durante 8 horas via microarranjo de 35,1 vezes em
relagdo ao metanol (controle) em B. japonicum.

No presente estudo, o nivel de expressdo do gene nodC foi 29,40 vezes
superior ao do controle com metanol (Figura 7). Esse valor de expressdo ¢ proximo dos
valores encontrados para o gene nodC nos trabalhos descrito acima, ressaltando-se que os
valores podem ter sido discrepantes devido ao fato dos ensaios anteriores terem sido
realizados ou com tempos de inducdo diferentes e/ou com concentracdes diferentes de
genisteina, sendo que no presente estudo, foi empregada a concentragdo de 2,5 uM.

Os niveis de expressdo dos genes codificando para proteinas hipotéticas
variaram de 10,15 vezes em relagdo ao controle para o gene bjs08254 até 32,22 vezes para o
gene bjs08267. Isso reflete do fato de que esses genes codificam para diferentes proteinas
hipotéticas com diferentes propriedades e fungdes, e assim, com niveis discrepantes de
expressao.

Estudos de expressdo génica em B. japonicum estirpe USDA 110
observaram a expressdo de genes codificando para proteinas hipotéticas induzidas por

genisteina. Lang et al. (2008) obtiveram desde niveis de expressdo de genes para proteinas
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hipotéticas de 11,8 vezes para o gene bsrl863 (codifica para uma proteina de fungdo
desconhecida), e de 2,3 vezes para o gene blr4709 (codifica para uma proteina de fungéo
desconhecida). Ao analisarem o perfil de expressdo de genes de B. japonicum USDA 110
induzidos por genisteina (5 uM) a 30°C e 15°C via microarranjo Wei et al. (2010),
observaram a expressao de diversos genes codificando para proteinas hipotéticas. Por
exemplo, o gene bsl2014 (codifica para uma proteina de fungdo desconhecida) obteve um
nivel de expressdo de 38 vezes induzido com genisteina em relagdo ao controle (metanol)
num tempo de indugdo de 12 horas a 30°C. Ja o gene bll1810, nas mesmas condigdes, mostrou
um nivel de expressao de 2,4 vezes em relacdo ao controle. Gomes et al. (2014) analisaram o
nivel de expressdo de genes codificando para proteinas hipotéticas de B. diazoefficiens estirpe
CPA 7 sob indugdo de genisteina (5 uM) por 48 horas e obtiveram, por exemplo, niveis de
expressdo para o gene bIlI0565 (codifica para uma proteina conservada de fungdo
desconhecida) de 1,82 vezes em relacdo ao controle (metanol) e de 1,68 vezes para o gene
blr2961(codifica para uma proteina de fungdo desconhecida). Demonstrando assim, como os
niveis de expressao de diferentes genes para proteinas hipotéticas podem variar em fun¢ao do

proprio gene, espécie bacteriana, método e tempo de inducao.
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Figura 6 - Niveis de expressdao de genes codificando proteinas hipotéticas de B. japonicum
Estirpe CPAC 15 apds crescimento até fase exponencial em presenga de genisteina. Dados de
expressdo mostrados para cada gene representam a média das trés réplicas biologicas. Dados
foram normalizados em relagdo ao controle endégeno (16S rRNA). Todos os genes obtiveram
uma expressdo estaticamente significativa ao nivel de 5% determinada pelo software
REST20009.
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CONSERVACAO DAS PROTEINAS HIPOTETICAS EM OUTROS GENOMAS DE
ESTIRPES DE Bradyrhizobium

A partir da busca por similaridade utilizando a ferramenta BLASTp no
banco de dados NCBI foi possivel compilar o nivel de distribuicdo de proteinas com
similaridade e identidade de, no minimo, 60% entre as proteinas hipotéticas e as proteinas
encontrados no banco de dados de outras espécies do género Bradyrhizobium (Figura 8). Esse
nivel de identidade, principalmente, foi empregado de acordo com o utilizado por Tian e
Skolnick et al. (2003) que sugere que a partir de 40% de identidade ja é possivel apontar a
fun¢do entre uma proteina conhecida e outra hipotética, mas que a transferéncia de fungao por
homologia com mais acuricia s6 deve ser feita com um grau de identidade, no minimo, de
60%. Resultados obtidos por Espadaler et al. (2009) também reforcam que esse nivel de 60%
ja € habil para identificar proteinas com a mesma fun¢do. Tendo em vista, que essas proteinas
compartilham alto grau de conservagao entre estirpes do mesmo género e espécie, pode-se
supor que estas possam ser a mesma proteina, contudo, estudos mais robustos devem ser
feitos para confirmar com maior confiabilidade esta afirmacao.

O panorama apresentado pelas Figura 8 ¢ 1til para avaliar o nivel de
conservagao que estas proteinas apresentam ao longo das diferentes espécies do género
Bradyrhizobium e pode fornecer indicios da essencialidade da fungdo dessas proteinas para as
essas bactérias, sendo Uteis para tentar correlacionar os niveis de expressdo com a distribui¢ao
destas proteinas nos genomas. Ao observar a Figuras 8 e ao correlacionar com os niveis de
expressao que os genes codificando essas proteinas hipotéticas obtiveram, pode-se notar que
os genes com menores niveis de expressdo, bjs08254 (10,15 vezes mais expresso que o
controle), bjs08251 (15,58 vezes mais expresso que o controle), bjs08216 (21,51 vezes mais
expresso que o controle) foram os mesmos que apresentaram os menores niveis de
distribuicao das suas proteinas correspondentes, Figura 8. As proteinas hipotéticas dos genes
bjs08254, bjs08251 e bjs08216 estavam presentes em apenas 7 diferentes espécies do género
Bradyrhizobium. Mais apontamentos sobre a essencialidade, fungdo e niveis de expressao
destes genes na capacidade saprofitica e na FBN da estirpe CPAC 15 serdo discutidas em

topicos posteriores.
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Distribuicao das Proteinas Hipotéticas
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Figura 7 - Distribuicdo das proteinas hipotéticas em diferentes espécies do género
Bradyrhizobium. Os dados separados por gene e utilizados para a criacdo dos graficos

encontram-se no Material Suplementar.

E importante ressaltar que a proteina hipotética codificada pelo gene
bjs08317 apresentou a maior distribui¢do nos genomas de Bradyrhizobium, o que corrobora
com o fato do gene que codifica esta proteina ser o tinico no qual a sua sequéncia nucleotidica
estava presente em outros genomas de Bradyrhizobium. Isto é, quando a sequéncia
nucleotidica do gene bjs08317 foi confrontada com o banco de dados de nucleotideos do
NCBI via Blastn, a sequéncia do gene foi encontrada em outros genomas. Em contrapartida,
todos os outros 6 genes codificando para proteinas hipotéticas avaliados ndo possuem
similaridade com genes nos genomas de Bradyrhizobium, ou seja, quando a sequéncias destes
genes foram confrontadas com o banco de dados de nucleotideos do NCBI via Blastn, a tnica
sequéncia que retornou foi a propria sequéncia do gene, sendo portando, a sequéncia destes
genes exclusivas a estirpe CPAC 15. Logicamente, entdo, era previsivel que a distribuicao da

proteina codificada pelo gene bjs08317 fosse maior do que das outras proteinas.

DISCUSSAO

Através da anotacdo funcional da proteina hipotética codificada pelo gene

bjs08267, foi inferido que possivelmente, a proteina hipotética em questdo ¢ uma proteina de
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membrana pertencente a Superfamilia dos Facilitadores Principais — Major Facilitator
Superfamily (MFS). Entre as diferentes familias de transportadores, apenas duas ocorrem
onipresentes em todas as classificacdes de organismos, a familia de transportadores ABC
(ABC) e a superfamilia de facilitadores Principais (MFS). Os transportadores MFS sao
carregadores secundarios, isto ¢, o gradiente eletroquimico transmembranar de protons
(gerado pela H'-ATPase) constitui a forca motora do transporte ativo dos solutos da
membrana plasmatica. Estes transportadores sdo capazes de transportar pequenos solutos, tais
como agucares, aminoacidos, drogas, entre outros, em resposta a gradientes i6nicos (KUMAR
e SCHWEIZER, 2005).

Em um estudo recente desenvolvido por Araujo e colaboradores (2015) foi
demonstrado que genes relacionados aos transportadores de membrana e bombas de efluxo
sdo induziveis por flavonoides. Esses autores, ao estudarem o perfil transcricional da bactéria
Methylobacterium mesophilicum (bactéria promotora do crescimento vegetal que coloniza
raizes de soja) em presenga dos exsudatos de raizes de soja, observaram a expressdo de
muitos genes envolvidos no transporte de membrana e, entre eles, genes relacionados aos
sistemas de efluxo de resisténcia a multiplas drogas (MDR).

Fungdes relacionadas a FBN para transportadores MFS vém sendo descritas
na literatura, demonstrando que genes codificando para estes transportadores sdo induzidos
por flavonoides e participam de varias atividades biologicas nos rizobios. Gonzéalez-Pasayo e
Martinez-Romero (2000) identificaram os genes rmrA e rmrB em Rhizobium etli que sdo
induzidos pelos flavonoides liberados pelas raizes do feijao (Phaseolus vulgaris). Os produtos
preditos destes genes compartilham significativa homologia com proteinas de fusdo de
membrana (rmrA) e proteinas de facilitadores principais - MFS (rmrB). Mutantes de rmrA
formaram, em média, 40% menos nddulos em feijdo, enquanto os mutantes para o gene rmrB
apresentaram um pequeno decréscimo na nodulagdo. Observou-se que ndo houve crescimento
das estirpes mutantes na presenga de 735 uM de naringenina, 1,2 mM de acido cumarico ou
725 uM de 4cido salicilico. Em contrapartida, a estirpe de tipo selvagem cresceu mesmo em
elevadas concentragdes destes compostos (naringenina 1,1 mM; 1,8 mM de acido cumarico
ou 3,6 mM de acido salicilico). Desta forma, os autores propdem que estes genes codificam
para um sistema de exportacao induzivel que evita a acumulacdo de compostos toxicos de
plantas dentro da célula bacteriana, conferindo, assim, uma vantagem para R. etli nodular
feijdo. Em contrapartida, Rossbach et al. (2014) observaram que a expressdao do gene emrA

(que é um ortdlogo do gene rmrA de R. etli) é induzida por flavonoides, incluindo luteolina e
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apigenina. Esse gene, juntamente com o emrB devem codificar um sistema de efluxo da
superfamilia de facilitadores principais. Mutagdes em emrA ndo tiveram efeito sobre a
simbiose de S. meliloti em Medicago sativa.

Eda et al. (2011) identificaram todas as bombas de sistema de efluxo no
genoma de S. meliloti, compostas de uma familia dos transportadores ABC, trés da
superfamilia (MFS) e 10 das familias de resisténcia, nodulagdo e divisdo celular (RND), assim
como outras trés proteinas de membrana, incluindo a proteina TolC. Apenas o mutante no
gene TolC exibiu um defeito simbiotico significativo, pois observou-se que houve redugido no
numero de nddulos fixando nitrogénio.

Wei et al. (2008) observaram, através de estudos de microarranjo, a inducao
de um locus contendo cinco genes que codificam para proteinas de resisténcia a multidrogas e
que sdo induzidos por extratos de sementes de soja e por genisteina. Estes genes apresentaram
semelhanga com o gene blrl629, que também foi identificado no genoma da estirpe CPAC
15, codificando um transportador RDN da bomba de efluxo multidroga, que, inclusive, esta
localizado dentro da ilha simbiotica. Interessante, outros genes identificados como podendo
atuar como sistemas de efluxo e que sdo induzidos por genisteina e extrato de sementes de
soja ndo foram detectados no genoma da CPAC 15. O gene bll4320 que codifica para uma
provavel proteina de efluxo do tipo RDN foi fortemente induzido por SSE e genisteina, sendo
os niveis de expressdo verificados por microarranjo e, posteriormente, validados por RT-
gPCR (WEI et al., 2008). Os niveis de expressdo alcangados por esse gene por RT-qPCR, em
presenca de genisteina, por 6 horas e 12 horas, foram de aproximadamente 28 vezes e 22
vezes, respectivamente. Por fim, os autores propdem que estes genes de resisténcia a
multidrogas e que sdo induzidos por flavonoides, podem desempenhar um importante papel
na competitividade de B. japonicum na rizosfera de soja.

Genes para sistemas de bombas de efluxo e outras classes de transportadores
foram induzidos durante estresse oxidativo em B. japonicum, como observado por Donati et
al., (2011) e podem desempenhar um papel importante na tolerancia a este tipo de estresse. As
plantas, quando infectadas por bactérias, mesmo rizobios, liberam uma burst oxidativo sendo
importante, entdo, que as bactérias tenham mecanismos eficientes para tolerar esse tipo de
estresse e consigam colonizar eficientemente as células vegetais.

De modo geral, transportadores facilitadores principais (MFS), juntamente
com transportadores do tipo ABC sdo as duas classes de transportadores amplamente

distribuidos em procariotos, sendo ja relatada na literatura, que principalmente,
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transportadores do tipo ABC possam ter papéis fundamentais na tolerancia a diferentes
estresses e em caracteristicas superiores de nodulacdo e competitividade em determinadas
estirpes de Bradyrhizobium (SIQUEIRA et al., 2014; LIU et al., 2015). No presente estudo
observou-se um alto nivel de indu¢do do gene bjs08367 em presenga de genisteina (cerca de
33 vezes em relagdo ao controle), o que corrobora com as evidéncias citadas anteriormente
(GONZALEZ-PASAYO e MARTINEZ-ROMERO et al., 2000; ROSSBACH et al., 2014;
ARAUJO et al., 2015) de que genes para transportadores do tipo MFS podem ser induzidos
por flavonoides. Estes transportadores, principalmente os que compdem os sistemas de efluxo
de resisténcia a multidrogas, parecem ser fundamentais, tanto para a tolerancia a diversos
compostos liberados pelas plantas, quanto para a tolerancia a antibidticos e outros compostos
presentes na rizosfera. Por consequente, podem desempenhar papeis fundamentais nas
caracteristicas de competitividade e atividade saprofitica de estirpes de B. japonicum na
rizosfera e em simbiose com a soja.

O gene Dbjs08261 codifica para uma possivel succinato-semialdeido
desidrogenase, pertencente a familia dos aldeidos desidrogenases, que catalisam a oxidagdo de
uma grande variedade de aldeidos alifaticos e aromaticos usando NADP™ como co-factor
(SKINNER e COOPER, 1982). Exemplos desta enzima e de outras enzimas que possam fazer
parte da mesma via sdo demonstrados no decorrer do texto e demonstram como essas enzimas
sdo correlacionadas e abundantes nos genomas bacterianos. Essa redundancia pode ocorrer
devido a cada enzima participar de uma via bioquimica diferente e/ou como mecanismos de
plasticidade destes micro-organismos, onde mutacdes em um dos genes nao afetariam a
atividade biologica do organismo, pois outros genes no genoma seriam ativados para suprir o
gene mutado.

O gene succinato semialdeido desidrogenase (gabD) de Escherichia coli
cataliza a oxida¢io dependente de NADP" de succinato semialdeido a succinato, sendo tal
enzima envolvida na via de degradacdao do 4-aminobutanoato, que faz parte das vias de
degradagdo de aminoacidos. O gene gabD ¢ induzido por RpoS (um fator sigma
especializado) em resposta a multiplas condi¢cdes de estresse, como mudangas no pH,
limitacdo de nitrogénio, alta osmolaridade, sendo também induzido por gama-aminobutirato
(GABA) (DONNELLY e COOPER, 1981; METZNER et al., 2004; LANGENDORF et al.,
2010). GABA atua como um sinalizador intercelular em eucariotos € como um sinal
interespécie em interagdes de micro-organismos com hospedeiros, Planamente et al. (2012)

identificaram uma proteina seletiva de ligagdo ao GABA em Agrobacterium tumefaciens. Os
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mutantes para essa proteina aumentaram a agressividade da doenca em duas plantas
hospedeiras, o tomate (Solanum lycopersicum) e o tabaco (Nicotiana tabacum). Além disso,
por andlises gendmicas, os autores ainda encontraram ortologos para essa proteina nos
genomas de proteobacterias diazotroficas, como Rhizobium, Azospirillum, Burkholderiae
Pseudomonas.

Tanto a enzima succinato semialdeido desidrogenase quanto a alfa-
cetoglutarato desidrogenase participam da via do 4cido citrico, ¢ mutantes nestes genes tém
demonstrado diferentes fenotipos. Por exemplo, Green e Emerich, (1997) observaram, em
mutantes de B. japonicum para o gene da alfa-cetoglutarato desidrogenase, que um ciclo de
acido citrico cldssico ndo era necessdrio para fornecer energia ou elétrons para a redugdo
efetiva do nitrogénio atmosférico, sendo a atividade de fixacdo simbiotica de nitrogénio deste
mutante normal. No entanto, o mutante demonstrou um fenétipo de colonizagdo de nddulo
incomum, sugerindo que um ciclo do acido citrico classico era necessario para a infecgao e
colonizacdo adequada.

Em um estudo posterior, Green et al. (2000) encontraram, em B. japonicum,
uma alfa-cetoglutarato descarboxilase independente de CoA (acetilcoenzima) que é capaz de
formar succinato semialdeido diretamente de alfa-cetoglutarato. A atividade requer tiamina
pirofosfato, mas ndo CoA ou nucledtidos de pirimidina e, desta forma, ¢ distinta da alfa-
cetoglutarato desidrogenase. Os resultados deste trabalho sugerem que a estirpe selvagem de
B. japonicum pode descarboxilar alfa-cetoglutarato via duas enzimas diferentes, sendo uma
delas, a j& conhecida alfa-cetoglutarato desidrogenase e outra sendo uma alfa-cetoglutarato
desidrogenase com atividade independente de NAD e CoA. Os autores propdem que a alfa-
cetoglutarato desidrogenase independente de NAD'e CoA e a succinato semialdeido
desidrogenase (também observada no estudo a existéncia de uma enzima semialdeido
desidrogenase alternativa) representam um desvio funcional do ciclo da acido citrico (TCA),
sendo que estas duas vias para o catabolismo do alfa-cetoglutarato podem permitir uma maior
flexibilidade do TCA em resposta a mudancas das demandas metabolicas. Os autores ainda
demonstram que tanto a atividade da alfa-cetoglutarato desidrogenase independente de CoA,
quanto da succinato semialdeido desidrogenase estdo presentes em Mesorhizobium loti e
Rhizobium leguminosarum, demonstrando que este desvio funcional pode ser amplamente
distribuido entre os rizobios. Os autores ainda exemplificam que, em estudo desenvolvido por
Fitzmaurice e O’Gara (1993), a atividade do succinato semialdeido desidrogenase foi

necessaria para uma fixagdo biologica ideal em Sinorhizobium meliloti. Ha relatos de genes
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que codificam para succinato semialdeido desidrogenase no plasmideo simbidtico de
Sinorhizobium fredii NGR234 e na ilha simbidtica de M. loti, podendo, assim, desempenhar
funcdes na simbiose.

Ao longo do genoma da estirpe de B. japonicum CPAC 15, outros genes
codificando para succinato semialdeido desidrogenase foram encontrados (BS02395,
BS05026, BS05346). Prell et al. (2009), ao estudarem o metabolismo de GABA em
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841, demonstraram que o semialdeido que ¢é liberado
do GABA por transaminac¢do ¢ oxidado pela enzima succinato semialdeido desidrogenase
(GabD). Observou-se, que 5, das 6 potenciais GabD de R. leguminosarum (GabD1, D2, D3,
D4 e DS5) presentes no genoma desta estirpe mostraram ter a atividade de oxidar o
semialdeido. No entanto, apenas mutantes em GabD1, GabD2 e GabD4 foram necessarios
para impedir a utilizacio de GABA como unica fonte de nitrogénio na cultura.
Posteriormente, os niveis de expressao destes genes foram avaliados por RT-qPCR e
demonstrou-se que o gene gabD2 foi altamente induzido em bacterdides em relagdo aos
outros genes gab. Contudo, os trés mutantes Gab continuam fixando nitrogénio em nodulos
de ervilha. Os autores supoem que, apesar do catabolismo de GABA ndo ser essencial para a
fixacdo de nitrogé€nio em bacteroides, os genes possam desempenhar fungdes na geragao de
energia e em desvios funcionais de descarboxilagio no TCA. Em uma recente estudo
gendmico e protedmico na estirpe CPAC 7 de B. diazoefficiens (GOMES et al., 2014), uma
proteina identificada como succinato semialdeido desidrogenase estava presente, identificada
por homologia como a proteina GabD1 (gene bllI3998) da estirpe USDA 110 de B.
diazoefficiens. Demonstrando que, talvez, dependendo da condi¢ao, ha uma selegdo para a
inducdo de um dos genes codificantes para succinato semialdeido desidrogenase.

Pode-se supor entdo, que este gene possa desempenhar fungdes em vias de
degradagdo de aminoacidos, ¢ desta forma, confira caracteristicas superiores a estirpe de
CPAC 15, principalmente em relacao a competitividade e atividade saprofitica.

O terceiro gene induzido por genisteina ¢ o bjs08258, que possivelmente
codifica para uma aspartato aminotransferase. Esta proteina pertence a familia das
aminotransferases classe 1 e II. As aminotransferases compartilham certas caracteristicas
mecanicas com outras enzimas dependentes de piridoxal-fosfato, tais como a ligacao
covalente do grupo piridoxal-fosfato em um residuo de lisina. Para cada aminoacido existe
uma aminotransferase correspondente (NAKALI et al., 1999). Essas enzimas sdo essenciais e

estdo envolvidas no metabolismo central de todos os organismos. O primeiro passo no
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catabolismo ¢ a remog¢ao do grupo alfa-amino através de reagdes de transaminagdo, onde o
grupo alfa-amino ¢é transferido para o &tomo de carbono alfa do alfa-cetoglutarato, produzindo
o respectivo alfa—cetoacido andlogo do aminoécido. O objetivo das reagdes de transaminagao
¢ coletar os grupos amino de muitos diferentes aminodcidos na forma de apenas um, o L-
glutamato, que funciona como doador de grupos amino para as vias biossintéticas e excre¢cao
de compostos nitrogenados (NELSON e COX, 2002).

Rastogi ¢ Watson (1991) isolaram um mutante de S. meliloti que ndo era
capaz de crescer em meio contendo aspartato como fonte de nitrogénio e carbono, esse defeito
era especificamente na utilizagdo de aspartato, e foi correlacionado com a incapacidade em
fixar nitrogénio dentro dos nodulos de alfafa. Através de andlises de regides gendmicas,
observou-se que o mutante ndo possuia a regido codificadora para uma aspartato
aminotransferase, outras analises foram realizadas, com outras aminotransferases e observou-
se que o mutante contendo um cosmideo codificando para uma aminotransferase aromatica,
conseguia utilizar aspartato parcialmente. Esses resultados demonstraram que a enzima
aspartato aminotransferase ¢ essencial para a fixa¢cdo biologica de nitrogénio e que aspartato ¢
um substrato importante nos nddulos.

Outro exemplo de vias nas quais o produto deste gene possa atuar foi
demonstrado por Shao et al., (2015), que estudaram e validaram genes que possivelmente
estdo relacionados com a sintese de Acido Indolacetico (AIA) dependente de triptofano. Neste
estudo, eles predizeram a fungdo para o gene patB, que codifica para uma proteina hipotética
conservada predita como uma aminotransferase da familia do aspartato aminotransferase.
Apesar do mutante para o gene patB ndo apresentar baixa producao de AIA, a superexpressao
deste gene confirmou que ele estava envolvido na via de sintese de AIA, pois a
superexpressdo aumentou os niveis de producdo do fitohérmoénio. Os autores ainda citaram
um estudo desenvolvido por Kittel e colaboradores (1989), no qual foram construidos
mutantes para duas aspartatos aminotransferases em S. meliloti, nos quais, nenhum dos genes
foi essencial para a sintese de AIA na auséncia de triptofano enddgeno, mas ambos
contribuiram para a sintese de AIA quando uma alta concentragdo de triptofano exdgeno
estava presente.

Em outro estudo foi constatado que os mutantes para o gene attA (aspartato
aminotransferase A) em R. leguminosarum bv. viciae foram capazes de nodular (Nod")

ervilha, porém, os nédulos ndo eram habeis em fixar nitrogénio (Fix') (LODWIG et al., 2003),
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sendo proposto que os mutantes foram metabolicamente interrompidos pela acumulagdo do
glutamato, que ndo pode ser convertido em aspartato.

Como discutido na revisdo de Dunn (2014) sobre os papeis-chave do
metabolismo de aminoacidos microssimbiontes nas interagdes rizobios-legumes, o aspartato ¢
um precursor de muitos metabolitos, incluindo purinas e pirimidinas essenciais
simbioticamente. J4 a enzima aspartato aminotransferase ¢ altamente ativa em bacteroides de
varios rizobios, no entanto, seu principal papel simbiotico é, provavelmente, no catabolismo
de aspartato e ndo na sintese. Geralmente, rizébios contém duas copias de genes codificando
para aspartato aminotransferase, aatA e aatB. Uma fun¢do no catabolismo de aspartato foi
demonstrada, uma vez que mutantes para o gene aatA de S.meliloti ndo crescem em meio de
cultura com aspartato como Unica fonte de carbono. O papel desta enzima em bacterorides foi
demonstrado pelo fato de mutantes S. meliloti JJ1c10 formaram noédulos que foram
essencialmente Fix™ em alfafa (Medicago sativa), sendo a atividade residual da enzima AatA
atribuida para uma aminotransferase aromatica capaz de usar parcialmente aspartato como
substrato e pela AatB, ressaltando-se que um mutante para o gene aatB em S. meliloti foi
capaz de nodular e fixar nitrogénio. Consistente com a fungdo simbidtica de aatA, analises
protedmicas mostram que o gene aatA ¢é encontrado em bacteroides de S. meliloti, enquanto
aatB é apenas encontrado em bactérias em vitro (DJORDJEVIC, 2004). Em analises
protedmicas da estirpe B. japonicum CPAC 15, a proteina codificada pelo aatA foi encontrada
sendo induzida por genisteina (DA SILVA BATISTA ¢ HUNGRIA, 2012), Em geral, esses
resultados demonstram que aspartato ¢ possivelmente usado como fonte de carbono durante a
nodulagdo e pelos bacterdides.

O gene bjs08258 que codifica para uma possivel aspartato aminotransferase
pode ser denominada como o gene aatC, tendo em vista, que no genoma da CPAC 15 ja
existe dois genes codificando para aspartato aminotransferase, os genes aatA e aatB. A
inducdo deste terceiro gene ¢ interessante do ponto de vista que ela encontra-se na ilha
simbidtica e pode desempenhar um papel interessante para a estirpe de B. japonicum. Em um
estudo desenvolvido por Gomes e colaboradores (2012), realizou-se a analise protedmica de
Rhizobium tropici crescida sobre estresse térmico e encontrou-se a proteina codificada pelo
gene aatB, o que leva a supor que este gene pode desempenhar papeis na tolerancia a estresses
e ndo somente desempenha papéis na simbiose.

Em especial, o gene aatC ¢ induzido diferencialmente e expresso em altos

niveis em presenga de genisteina (29,18 vezes em relagdo ao controle) fortalecendo, assim,
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que este pode desempenhar fungdes importantes para a estirpe de B. japonicum. Por fim,
todos os resultados apresentados anteriormente sugerem que a presenca de trés genes para
aspartato aminotransferase no genoma de B. japonicum CPAC 15 possivelmente confere uma
grande plasticidade ecologica para esta estirpe, uma hipotese seria que as diferentes enzimas
sao induzidas em diferentes condi¢gdes nutricionais, de estresse, tanto em bacteroides quanto
em vida livre desempenhando, assim, funcdes tanto para a atividade saprofitica no solo,
através de degradacdo de diferentes compostos para utilizacdo como fonte de carbono e
nitrogénio quanto para a fixagdo bioldgica de nitrogénio em si, tendo em vista que esta
enzima ¢ essencial para a funcionalidade simbidtica nos bacterdides.

O gene bjs08251 codifica para uma proteina que possui 40% de identidade
com serinas proteases, além de possuir o dominio para uma tripsina peptidase, podendo entdo,
desempenhar uma func¢do de tripsina. Esta enzima ¢ especifica para ligagdes peptidicas,
contendo residuos com cadeia lateral com carga elétrica positiva, em condicdes fisiologicas,
tais como os aminodcidos arginina e lisina (READ e JAMES, 1988).

Em estudos protedmicos, Mollahossein et al. (2015) observaram as
proteinas que estavam singularmente presentes na germinagao do cisto tanto de Phytophthora.
pisi quanto de Phytophthora sojae (fitopatogenos de ervilha e soja, respectivamente) e que
ndo possuiam ortdlogos interespécie. Com isto, os autores consideraram estas proteinas como
candidatas para possiveis fatores patologicos espécie especifico envolvidos na especificidade
de infec¢do ao hospedeiro. Dentre as proteinas selecionadas em P. pisi, estavam serinas
proteases, que poderiam estar envolvidas na degradacdo de proteinas do hospedeiro durante a
infeccdo. Outras proteinas identificadas foram transportadores do tipo ABC e MFS, os quais
j& vém sendo associados com a desintoxicagdo, resisténcia a multidrogas e transporte de
metabolicos anteriormente. Essas proteinas poderiam conferir protecdo a P. pisi contra
compostos toxicos liberados pelo hospedeiro vegetal. Em relacdo as proteinas especificas em
cistos germinados de P. sojae também foi identificada uma serina protease.

Outras fungdes tém sido atribuidas as serinas proteases, como a tolerincia a
diferentes estresses. Por exemplo, genes bacterianos de bactérias extremoéfilas vém sendo
relacionados a tolerancia a estresse salino. Dentre esses genes, destacam-se os que codificam
para diferentes proteases que possuem condi¢des 6timas de atividade e estabilidade em uma
ampla faixa de salinidade. Dentre estas, as serinas proteases tém sido identificadas, como as
isoladas de espécies de Bacillus (DAS et al., 2015). Em B. japonicum uma serina protease

codificada pelo gene degP (=htrA) ¢ ativada apos choque térmico e tem como fungao ajudar
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no folding de proteinas desnaturadas que acumulam-se durante o estresse, porém, mutantes
neste gene ndo afetaram a simbiose (NARBERHAUS et al., 1998). Em contra partida, este
gene também responde diferencialmente em outras espécies de bactérias, como em E. coli, na
qual ele é necessario para o crescimento em altas temperaturas (LIPINSKA et al., 1988),
assim como observado em mutantes termosensiveis a altas temperaturas de Acetobacter
tropicalis, no qual a mutagdo levou a um decréscimo no crescimento em meio solido e a total
inibi¢do de crescimento em meio liquido (SOEMPHOL et al., 2011). Ja LI et al. (1996)
observaram que uma mutagao no gene degP em Yersinia enterocolitica, que também codifica
para uma tripsina serina protease, levou a um acréscimo na sensibilidade ao estresse oxidativo
(H,0,, Oy) e térmico (50°C), além do mutante ter a sua viruléncia atenuada. R. tropici CIAT
899 e Rhizobium freirei PRF 81 podem crescer em temperaturas superiores a 40°C e ao longo
dos genomas destas estirpes, quatro homologos para o gene htrA foram encontrados
(ORMENO-ORRILLO et al., 2012). Entre as proteinas secretadas apenas na fase exponencial
de R. etli e ndo na fase estacionaria, foi identificada uma tripsina serina protease (DegPch2)
(MENESES et al., 2010). Com isto, os autores levantam mais uma vez a suposicao de que
essas proteinas, além de desempenharem um papel na tolerancia a estresses, desempenham
fungdes na degradagao de compostos toxicos liberados pela planta.

No perfil protedmico de R. freirei PRF 81 sob choque térmico Gomes et al.
(2012) observaram a expressdo de diferentes proteinas relacionadas a tolerancia ao estresse
térmico e até ao estresse oxidativo, contudo, nenhuma das proteinas referentes aos quatro
homologos de htrA do genoma de R. tropici foram identificadas, o que levanta a questao de
que a mesma pode desempenhar outros papéis nesta estirpe que ndo a tolerdncia ao estresse
térmico, ou mais condizente, devido ao fato do estudo ter sido realizado por eletroforese
bidimensional, que apesar de eficiente, ndo consegue capturar todas as proteinas secretadas.

Em outro estudo recente realizado por Lopez-Leal et al., (2014), os autores
identificaram genes diferencialmente expressos sob choque térmico e salino através da técnica
de RNA-seq em R. Etli. Neste estudo, os autores evidenciaram que genes codificando para
chaperonas foram exclusivamente up-regulados durante o choque térmico, enquanto dois
genes (degPch2 e degPchl) codificando para tripsina-serina proteases foram induzidos apenas
no estresse salino. Neste contexto, em mutantes de S. meliloti e Brucella abortus em apenas
um gene paralogo do htrA levou a um pequeno efeito sobre o crescimento em altas

temperaturas, o que pode ter ocorrido devido a redundéancia de copias deste gene no genoma
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destas bactérias ou porque esse gene em rizobios ndo seja responsavel pela tolerancia ao
estresse térmico (GLAZEBROOK et al.,1996; PHILLIP e ROOP, 2001).

O gene bjs08254 possivelmente codifica para uma glutamil endopeptidase,
da familia das serinas-peptidase, assim como o gene bjs08251 descrito anteriormente.
Interessante, os dois genes tiveram niveis de expressdo diferencial semelhantes (15,58 vezes
para o bjs08251 e 10,15 vezes para o bjs08254). Assim como uma mutagdo no gene degP
(uma serina protease) levou a uma atenuacdo da viruléncia em mutantes de Y. enterocolitica
(LI et al., 1996), mutagdes no gene que codifica para glutamil endopeptidase (SSPA) em
Staphylococcus aureus também resultaram em uma significativa atenuagdo da viruléncia
(SHAW et al., 2004, NICKERSON et al., 2007).

Ao que tudo indica, serinas proteases desempenham varias fungdes nos
micro-organismos, desde a degradacdo de compostos toxicos liberados pela planta até¢ a
tolerancia a diferentes estresses abidticos. Provavelmente estas enzimas podem desempenhar
papeis fundamentais na atividade saprofitica do B. japonicum no solo e para o processo inicial
de interagdo da bactéria com o hospedeiro. Levanta-se a hipdtese de que a bactéria, ao
perceber os compostos liberados pelas raizes da soja, em especial a genisteina, aciona a
sintese destas serinas proteases, para que estas atuem no processo de infeccao do rizobio nas
raizes através da degradacdo de compostos vegetais liberados pelos mecanismos de defesa da
planta. Vale ressaltar que a indugdo destes genes para serinas proteases foi aproximadamente
a metade dos genes bjs08267, bjs08261 e bjs08258, o que poderia ser atribuido ao fato de que
os trés genes ja descritos anteriormente possam desempenhar papéis mais criticos e essenciais
tanto para a atividade saprofitica, quanto para a fixacdo bioldgica de nitrogénio em rizobios,
sendo mais fortemente induzidos pelo flavonoide.

O gene bjs08216 apresentou similaridade com chaperonas Tir em diferentes
bactérias. Essas chaperonas fazem parte da familia CesT. Esta familia consiste de um grande
niumero de proteinas que se assemelham a proteina chaperona Tir em E. coli. Em muitas
bactérias Gram-negativas, o potencial patoldgico e de infec¢do ¢ realizado pelo sistema de
secrecao do tipo III (T3SS), sendo que as chaperonas Tir fazem parte deste sistema,
auxiliando a manter os substratos secretados em um estado-secrecdo competente (DELAHAY
et al., 2002). Esta familia ainda contém chaperona SicP e muitas DspF de sequéncias de
muitas bactérias fitopatdgenas. No geral, estas chaperonas desempenham fungdes no processo
de viruléncia e infec¢do de bactérias em diferentes hospedeiros (BOGDANOVE et al., 1998).

Estudos demonstram que o T3SS desempenha fung¢des na simbiose, como em Bradyrhizobium
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elkanii, onde foi constatado que este sistema ativa a sinalizagdo de nodulagdo no hospedeiro
na auséncia dos fatores Nod (OKAZAKI et al., 2013). Em B. japonicum muta¢des no cluster
para o T3SS também afetaram a capacidade de nodulagdo dependendo do hospedeiro
(KRAUSE et al., 2002). Por fim, a presenga de um gene codificando para uma possivel
chaperona Tir ainda ndo caracterizada dentro da ilha simbiotica leva a suposi¢do que a estirpe
CPAC 15 possui mecanismos diferenciais para a sua competitividade de infec¢do da planta.

O gene bjs08317 encontra-se um pouco mais distante dos genes descritos
anteriormente  (bjs08267, bjs08261, bjs08258, bjs08251, hjs08254, bjs08216) e
diferentemente desses genes, ¢ como ja mencionado anteriormente, o gene bjs08317 possui
sequéncia nucleotidica encontrada em outras estirpes de Bradyrhizobium, isso ¢, a sequéncia
do gene ndo ¢ exclusiva da estirpe CPAC 15. Ao realizar a analise de BLASTn (Material
Suplementar), as sequéncias que apresentam 100% de identidade e 100% de similaridade sdo
de B. japonicum estirpe E109 (umas das rizobactérias mais utilizadas em inoculantes para soja
na Argentina desde 1970) (TORRES et al., 2015). Em B. japonicum estirpe USDA 6, em B.
diazoefficiens USDA 110 e sendo parte do cluster do sistema de secre¢dao do tipo III em B.
japonicum USDA 122 (TSUKUI et al., 2013). E, por ultimo, esse gene também ¢é encontrado
no genoma de B. diazoefficiens estirpe NK6 (estirpe contento varias regides de inser¢des em
relagdo a USDA 110 e que possui quatro pequenos plasmideos, além de um grande
cromossomo) (IIDA et al., 2015).

O gene bjs08317 pode codifica para uma possivel proteina efetora do
sistema de secrecdo do tipo III (TT3S). A proteina codificada por este gene apresentou 29%
de identidade ¢ 51% de similaridade com a proteina efetora XopP de Xanthomonas fragariae
LMG 25863, 31% de identidade e 47% de similaridade com a proteina efetora XopP em
Xanthomonas campestris e 34% de identidade e 50% de similaridade com a proteina efetora
HIK1 de Ralstonia solanacearum. (Blastp — NCBI) (Material Suplementar).

O género Xanthomonas ¢ um género de Gammaproteobacteria que inclui
inimeras espécies de fitopatogenos, Como um todo, os membros desse género sdo capazes de
infectar uma ampla gama de plantas, distribuidas entre 124 espécies de monocotiledoneas e
268 espécies de dicotiledoneas. X. fragariae é agente causador da mancha angular em
morangos. Ja X. campestris ¢ o principal fitopatdogeno em cruciferas ¢ causam a podridao
negra das raizes (WILLIAMS, 1980). A pustula bacteriana em soja ¢ causada pela X.
campestris bv. glycines (RUKAYADI et al., 2000). Ja em relagdo ao fitopatogeno Ralstonia

solanacearum, este se caracteriza por ser um importante fitopatégeno causador da murcha
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bacteriana, possuindo caracteristicas Uinicas e significantes, como a sobrevivéncia a solos com
altas temperaturas, degradagdo de diferentes compostos organicos, assim como a ampla faixa
de hospedeiros, cerca de 200 espécies pertencentes a mais de 50 familias botanicas. Sabe-se
que o T3SS ¢ importante na habilidade saprofitica, interagdo simbidtica e formagdo de
biofilme, entre outras caracteristicas importantes aos rizobios e outras bactérias. Em
especifico, ao que tudo indica, a estirpe de B. japonicum CPAC 15 também possui genes
efetores do T3SS de fitopatdégenos que t€ém como caracteristica a infeccdo em diversas
espécies vegetais.

O gene bjs08317 apresentou um alto nivel de expressdo (26,72 vezes em
relacdo ao controle), sendo amplamente distribuido em diferentes estirpes e espécies de
Bradyrhizobium, e ainda tendo similaridade com proteinas efetoras de bactérias que possuem
uma ampla gama de hospedeiros. Todas essas dados dio robustez a hipdtese de que o gene
bjs08317 pode desempenhar um importante papel no processo de infec¢do de Bradyrhizobium
a soja e a outros hospedeiros vegetais.

A grande maioria dos genomas de Xanthomonas sequenciados apresenta um
core central de nove genes codificando para proteinas efetoras do T3SS, e entre estes, estd
presente o gene XOpP. Mutacdes em genes codificando para efetores centrais geralmente
levam a redugdo da viruléncia e viabilidade do patégeno (RYAN et al., 2011). Interessante,
mesmo o gene XOPP sendo conservado em grande parte dos genomas de Xanthomonas,
mutagdes neste gene ndo afetaram a viruléncia de Xanthomonas oryzae pv. oryzae em arroz
(SONG ¢ YANG, 2010), nem na viruléncia de X. campestris pv. vesicatoria em pimenta
(Piper nigrum) e tomate (RODEN et al., 2004). Provavelmente, esse gene desempenha
funcdes ainda desconhecidas nestas bactérias, sendo que evidéncias de eventos de
transferéncia deste gene entre estirpes de Xanthomonas vém sendo supostas (MHEDBI-
HAIJRIet al., 2013). A suposicdo de que este gene ¢ transferido entre estirpes de Xanthomonas
e até entre diferentes espécies de bactérias ganha refor¢o ao analisar o contexto gendomico do
gene bjs08317, pois ao lado do mesmo, ha um gene codificando para transposase, 0 gene
bs08315. Outro gene localizado proximo do bs08317 que recentemente teve a sua fungdo
elucidada foi o bjs08325 (proteina Y4yS), muta¢des neste gene favorecem a simbiose em M.
loti e afetam negativamente a expressdo de proteinas do sistema de secre¢do do tipo III
(MERCANTE et al., 2015). Outro gene localizado proximo, ¢ o bjs08322 que codifica para
um homologo da proteina VirK, que é encontrada em Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia

solanacearum e Xanthomonas axonopodis pv. citrie e desempenham papeis na viruléncia
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destas estirpes. Levanta-se mais uma vez a hipdtese de que esta regido de genes foi obtida
através de transferéncias de genes de bactérias fitopatdogenas e constitui-se como a regido do
T3SS. Por fim, estes genes, ao que tudo indica, podem desempenham fungdes relacionados

com o processo de viruléncia e infec¢do do rizobio aos hospedeiros.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em geral, todos os genes codificando para proteinas hipotéticas foram
induzidos em presenca de genisteina, obtiveram valores de expressdes elevados ¢ podem
possuir fun¢des importantes tanto para a sobrevivéncia da estirpe de B. japonicum no solo
quanto para um processo eficiente de infeccdo, colonizacdo e estabelecimento da simbiose em
soja. H4 uma tendéncia, a partir das discussdes apresentadas de que a estirpe CPAC 15 de B.
japonicum possui um genoma extremamente versatil, com a redundancia de varios genes que
podem possuir tanto a mesma func¢ao quanto fungdes distintas e, assim, permitindo o sucesso
desta bactéria no solo e na simbiose, isso ganha for¢a no fato de que de genes que estdo
localizados fora da ilha simbidtica e que desempenham papeis vitais de sobrevivéncia,
possuem genes codificando os mesmos produtos e localizados dentro da ilha simbidtica, o que
pode ser atribuido, talvez, hd um mecanismo evolutivo para a sobrevivéncia desta bactéria e
competitividade a adversas condi¢cdes ambientais.

Por fim, a inferéncia funcional apresentada caracteriza-se como uma etapa
inicial na caracterizacao e validacdo funcional de proteinas hipotéticas e ndo deve ser tomada
como a unica analise necessaria. Conforme demonstrado ao longo da discussdo, etapas como
mutagdes devem ser empregadas a fim de observar como a bactéria se comporta frente a
inativacdo dos genes em questdo. Além disso, andlises protedmicas mais refinadas, como
clonagem em vetor de expressdo da proteina em questdo, identificagdo da estrutura terciaria
por métodos como cristalografia de raios x e sequenciamento da proteina, além de anélises
enzimaticas, sao métodos que devem ser empregados a fim de obter uma compreensao mais
especifica da proteina e assim, validar a existéncia da mesma e principalmente, elucidar com

precisdo as fungdes moleculares destas.
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Tabela 5. Presenca de proteinas hipotéticas similares a proteina BS08216 em outros genomas

de estirpes de Bradyrhizobium

Fonte Proteina Nome Organismo Estirpe
RefSeq WP _035711403.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 43298 43298
RefSeq WP _028143522.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15635 15635
RefSeq WP 028143522.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumjaponicum USDA 4
protein [Bradyrhizobium] USDA 4
RefSeq WP _028160545.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum USDA 38
[Bradyrhizobiumjaponicum] USDA 38
RefSeq WP _038974989.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
[Bradyrhizobium sp. CCBAU 15615 15615
15615]
RefSeq WP 018269858.1 hypothetical protein Bradyrhizobium elkanii USDA 76
[Bradyrhizobium elkanii] USDA 76
RefSeq WP 049820113.1 hypothetical protein Bradyrhizobium japonicum 22
[Bradyrhizobium japonicum] 22
RefSeq WP_051378392.1  MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumsp. USDA  USDA
protein [Bradyrhizobium] 3384 3384
RefSeq WP _051378392.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium genosp. SA-  CB756

protein [Bradyrhizobium]

4 str. CB756

Tabela 6. Presenca de proteinas hipotéticas similares a proteina BS08240 em outros genomas

de estirpes de Bradyrhizobium

Fonte Proteina Nome Organismo Estirpe
RefSeq WP _035711445.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 25435 25435
RefSeq WP _035711445.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 43298 43298
RefSeq WP 038950847.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
[Bradyrhizobium sp. CCBAU 15544 15544
15544]
RefSeq WP 041960905.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum Is-34
[Bradyrhizobiumjaponicum]
RefSeq WP _028143540.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15615 15615
RefSeq WP _028143540.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumjaponicum USDA 4
protein [Bradyrhizobium] USDA 4
RefSeq WP 038973109.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
[Bradyrhizobium sp. CCBAU 15635 15635
15635]
RefSeq WP 028160484.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum  USDA 38

[Bradyrhizobiumjaponicum]

USDA 38
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Tabela 7. Presenga de proteinas hipotéticas similares a proteina BS08251 em outros genomas

de estirpes de Bradyrhizobium

Fonte Proteina Nome Organismo Estirpe

RefSeq WP 035711482.1  MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 43298 43298

RefSeq WP 028143548.1  MULTISPECIES: hypothetical =~ Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15615 15615

RefSeq WP 028143548.1  MULTISPECIES: hypothetical ~Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15635 15635

RefSeq WP 028143548.1  MULTISPECIES: hypothetical =~ Bradyrhizobiumjaponicum USDA 4
protein [Bradyrhizobium] USDA 4

RefSeq WP 038951083.1  hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
[Bradyrhizobium sp. CCBAU 15544 15544
15544]

RefSeq WP 036012195.1  hypothetical protein Bradyrhizobiumyuanmingense =~ CCBAU
[Bradyrhizobium CCBAU 35157 35157
yuanmingense]

RefSeq WP _038936579.1  hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
[Bradyrhizobiumjaponicum] CCBAU 25435 25435

RefSeq WP _038936579.1  hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum USDA 38
[Bradyrhizobiumjaponicum] USDA 38

RefSeq WP 044536925.1* hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. LTSP885 LTSP88S

[Bradyrhizobium sp. LTSP885]

* Apresentou identidade de 55% e similaridade de 68%

Tabela 8. Presenga de proteinas hipotéticas similares a proteina BS08254 em outros genomas

de estirpes de Bradyrhizobium

Fonte Proteina Nome Organismo Estirpe

RefSeq WP_049806740.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium sp. CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 43298 43298

RefSeq WP _049806740.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium sp. CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 15544 15544

RefSeq WP _049806740.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium japonicum  USDA 38
protein [Bradyrhizobium] USDA 38

RefSeq WP_051057125.1 hypothetical protein Bradyrhizobium CCBAU
[Bradyrhizobium yuanmingense]  yuanmingense CCBAU 35157

35157

RefSeq WP _049802022.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium sp. CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 15615 15615

RefSeq WP _049802022.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium sp. CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 15635 15635

RefSeq WP 049802022.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium japonicum  USDA 4
protein [Bradyrhizobium] USDA 4

RefSeq WP _052832958.1 hypothetical protein Bradyrhizobium sp. LTSP885
[Bradyrhizobium sp. LTSP885] LTSP885
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Tabela 9. Presenca de proteinas hipotéticas similares a proteina BS08258 em outros genomas

de estirpes de Bradyrhizobium

Fonte Proteina Nome Organismo Estirpe

RefSeq WP _049813053.1 MULTISPECIES: aspartate Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
aminotransferase CCBAU 15618 15618
[Bradyrhizobium]

RefSeq WP _049813053.1 MULTISPECIES: aspartate Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
aminotransferase 43298 43298
[Bradyrhizobium]

RefSeq WP 041956560.1 aspartate aminotransferase Bradyrhizobiumjaponicum Is-34
[Bradyrhizobiumjaponicum]

RefSeq WP 049802023.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 25435 25435

RefSeq WP 049802023.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15544 15544

RefSeq WP_049802023.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15615 15615

RefSeq WP _049802023.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15635 15635

RefSeq WP _049802023.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum USDA 4
protein [Bradyrhizobium] USDA 4

RefSeq WP 028351390.1*%  aspartate aminotransferase Bradyrhizobium elkanii WSM1741
[Bradyrhizobium elkanii] WSM1741

RefSeq WP 050424563.1*%* aspartate aminotransferase Bradyrhizobium sp. SEMIA  SEMIA
[Bradyrhizobium sp. SEMIA 6148 6148
6148]

RefSeq WP _024510015.1 aspartate aminotransferase Bradyrhizobiumsp. ARR65  ARRG65

[Bradyrhizobium sp. ARR65]

* Apresentou identidade de 54% e similaridade de 66%
** Apresentou identidade de 55% e similaridade de 67%

Tabela 10. Presenca de proteinas hipotéticas similares a proteina BS08261 em outros

genomas de estirpes de Bradyrhizobium

Fonte Proteina Nome Organismo Estirpe

RefSeq WP _035711516.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
dehydrogenase [Bradyrhizobium] CCBAU 15618 15618

RefSeq WP 035711516.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
dehydrogenase [Bradyrhizobium] CCBAU 25435 25435

RefSeq WP 035711516.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
dehydrogenase [Bradyrhizobium] 43298 43298

RefSeq WP _035711516.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
dehydrogenase [Bradyrhizobium] 15635 15635

RefSeq WP _035711516.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumjaponicum USDA 38
dehydrogenase [Bradyrhizobium] USDA 38

RefSeq WP _038950855.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
dehydrogenase [Bradyrhizobium] 15544 15544

RefSeq WP_038950855.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumsp. CCBAU  CCBAU
dehydrogenase [Bradyrhizobium] 15615 15615

RefSeq WP _038950855.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumjaponicum USDA 4
dehydrogenase [Bradyrhizobium] USDA 4

RefSeq WP 041956641.1 aldehyde dehydrogenase Bradyrhizobiumjaponicum Is-34
[Bradyrhizobiumjaponicum]

RefSeq WP 051378179.1 MULTISPECIES: aldehyde Bradyrhizobiumsp. USDA USDA
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RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq
RefSeq

RefSeq

WP_051378179.1
WP_018647591.1
WP_028177772.1
WP_028177772.1
WP_028177772.1
WP_028148451.1
WP_028148451.1
WP_028169617.1
WP_028169617.1
WP_028169617.1
WP_027571913.1
WP_038934240.1
WP_038934240.1
WP_028155693.1
WP_041955615.1
WP_027558988.1

WP_027558988.1

dehydrogenase [Bradyrhizobium]
MULTISPECIES: aldehyde
dehydrogenase [Bradyrhizobium]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobiumjaponicum]
MULTISPECIES: aldehyde
dehydrogenase [Bradyrhizobium]
MULTISPECIES: aldehyde
dehydrogenase [Bradyrhizobium]
MULTISPECIES: aldehyde
dehydrogenase [Bradyrhizobium]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobiumjaponicum]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobiumjaponicum]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobium japonicum]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobium japonicum]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobium japonicum]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobium sp. WSM1743]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobium japonicum]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobium japonicum]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobium japonicum]
aldehyde dehydrogenase
[Bradyrhizobium japonicum]
MULTISPECIES: aldehyde
dehydrogenase [Bradyrhizobium]
MULTISPECIES: aldehyde
dehydrogenase [Bradyrhizobium]

3384

Bradyrhizobium genosp. SA-
4 str. CB756
Bradyrhizobiumjaponicum
USDA 124

Bradyrhizobium liaoningense
CCBAU 05525
Bradyrhizobium liaoningense
CCBAU 83689
Bradyrhizobiumjaponicum
USDA 135
Bradyrhizobiumjaponicum
CCBAU 15517
Bradyrhizobiumjaponicum
USDA 123

Bradyrhizobium japonicum
USDA 6

Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium sp.
WSM1743

Bradyrhizobium japonicum
CCBAU 15618
Bradyrhizobium japonicum
CCBAU 25435
Bradyrhizobium japonicum
USDA 38

Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium sp. USDA
3384

Bradyrhizobium genosp. SA-
4 str. CB756

3384
CB756

USDA 124

CCBAU
05525
CCBAU
83689
USDA 135

CCBAU
15517
USDA 123
USDA 6
E109

FNI1
WSM1743
CCBAU
15618
CCBAU
25435
USDA 38
Is-34
USDA

3384
CB756

Tabela 11. Presenga de proteinas hipotéticas similares a proteina BS08267 em outros

genomas de estirpes de Bradyrhizobium

Fonte Proteina Nome Organismo Estirpe
RefSeq WP 018645251.1 MULTISPECIES: hypothetical ~Bradyrhizobiumjaponicum  CCBAU 15618
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 15618
RefSeq WP 018645251.1 MULTISPECIES: hypothetical ~Bradyrhizobiumjaponicum  CCBAU 25435
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 25435
RefSeq WP 018645251.1 MULTISPECIES: hypothetical ~Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU 43298
protein [Bradyrhizobium] 43298

RefSeq WP 018645251.1 MULTISPECIES: hypothetical ~Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU 15615
protein [Bradyrhizobium] 15615

RefSeq WP _018645251.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU 15635
protein [Bradyrhizobium] 15635

RefSeq WP _018645251.1 MULTISPECIES: hypothetical ~Bradyrhizobiumjaponicum  USDA 4
protein [Bradyrhizobium] USDA 4

RefSeq WP 018645251.1 MULTISPECIES: hypothetical ~Bradyrhizobiumjaponicum  USDA 38
protein [Bradyrhizobium] USDA 38

RefSeq WP 018645251.1 MULTISPECIES: hypothetical =~ Bradyrhizobiumjaponicum  USDA 124

RefSeq

WP 049806726.1

protein [Bradyrhizobium]
hypothetical protein

USDA 124
Bradyrhizobiumsp. CCBAU

CCBAU 15544
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[Bradyrhizobium sp. CCBAU 15544
15544]

RefSeq WP 052435595.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum  Is-34
[Bradyrhizobiumjaponicum]

RefSeq WP _051380469.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. WSM1743
[Bradyrhizobium sp. WSM1743
WSM1743]

RefSeq WP _051378181.1 MULTISPECIES: hypothetical ~Bradyrhizobiumsp. USDA USDA 3384
protein [Bradyrhizobium] 3384

RefSeq WP _051378181.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium genosp. CB756
protein [Bradyrhizobium] SA-4 str. CB756

RefSeq WP 051379660.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumelkanii WSM1741
[Bradyrhizobiumelkanii] WSM1741

RefSeq WP 052363144.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. DOA9 DOA9
[Bradyrhizobium sp. DOA9]

RefSeq WP 024512700.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. ARR65  ARR65
[Bradyrhizobium sp. ARR65]

RefSeq WP _049823548.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. WSM2254
[Bradyrhizobium sp. WSM2254
WSM2254]

RefSeq WP _026233436.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. WSM4349
[Bradyrhizobium sp. WSM4349
WSM4349]

RefSeq WP 027515546.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. WSM1417
[Bradyrhizobium sp. WSM1417
WSM1417]

Tabela 12. Presenga de proteinas hipotéticas similares a proteina BS08317 em outros

genomas de estirpes de Bradyrhizobium

Fonte Proteina Nome Organismo Estirpe

RefSeq WP _011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumdiazoefficiens =~ USDA
protein [Bradyrhizobium] USDA 110 110

RefSeq WP 011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumjaponicum USDAG6
protein [Bradyrhizobium] USDA 6

RefSeq WP 011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 25435 25435

RefSeq WP 011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 43298 43298

RefSeq WP _011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15544 15544

RefSeq WP _011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15635 15635

RefSeq WP 011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 41267 41267

RefSeq WP 011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum USDA 38
protein [Bradyrhizobium] USDA 38

RefSeq WP 011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum E109
protein [Bradyrhizobium]

RefSeq WP 011084660.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum FNI1
protein [Bradyrhizobium]

RefSeq WP _018648290.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA
protein [Bradyrhizobium] SEMIA 5080 5080

RefSeq WP _018648290.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 15618 15618
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RefSeq WP 018648290.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum USDA
protein [Bradyrhizobium] USDA 122 122

RefSeq WP 018648290.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum USDA
protein [Bradyrhizobium] USDA 124 124

RefSeq WP 018648290.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum Is-1
protein [Bradyrhizobium]

RefSeq WP _041959982.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum Is-34
[Bradyrhizobiumjaponicum]

RefSeq WP _028144278.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumsp. CCBAU CCBAU
protein [Bradyrhizobium] 15615 15615

RefSeq WP 028144278.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumjaponicum USDA 4
protein [Bradyrhizobium] USDA 4

RefSeq WP 035680466.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 15517 15517

RefSeq WP 035680466.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumjaponicum CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 83623 83623

RefSeq WP _035680466.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumliaoningense CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 05525 05525

RefSeq WP _035680466.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobium liaoningense =~ CCBAU
protein [Bradyrhizobium] CCBAU 83689 83689

RefSeq WP _028182298.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum USDA
[Bradyrhizobiumjaponicum] USDA 135 135

RefSeq WP 028154143.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumjaponicum USDA
[Bradyrhizobiumjaponicum] USDA 123 123

RefSeq WP 018319537.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. WSM2793  WSM2793
[Bradyrhizobium sp. WSM2793]

RefSeq WP 036043218.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumyuanmingense CCBAU
[Bradyrhizobiumyuanmingense] CCBAU 05623 05623

RefSeq WP _036014785.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumyuanmingense CCBAU
[Bradyrhizobiumyuanmingense] CCBAU 35157 35157

RefSeq WP _036030832.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumyuanmingense CCBAU
[Bradyrhizobiumyuanmingense] CCBAU 25021 25021

RefSeq WP _027563395.1 MULTISPECIES: hypothetical ~ Bradyrhizobiumsp. USDA USDA
protein [Bradyrhizobium] 3384 3384

RefSeq WP 027563395.1 MULTISPECIES: hypothetical Bradyrhizobium genosp. SA-4  CB756
protein [Bradyrhizobium] str. CB756

RefSeq WP 050631893.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. SEMIA SEMIA
[Bradyrhizobium sp. SEMIA 690 690
690]

RefSeq WP _050399944.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. SEMIA SEMIA
[Bradyrhizobium sp. SEMIA 6208 6208
6208]

RefSeq WP_026192329.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumelkanii CCBAU CCBAU
[Bradyrhizobiumelkanii] 05737 05737

RefSeq WP _026192329.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumelkanii CCBAU CCBAU
[Bradyrhizobiumelkanii] 43297 43297

RefSeq WP 026192329.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumelkanii USDA 94  USDA 94
[Bradyrhizobiumelkanii]

RefSeq WP 026192329.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumelkanii USDA 76 ~ USDA 76
[Bradyrhizobiumelkanii]

RefSeq WP 036031342.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumyuanmingense CCBAU
[Bradyrhizobium CCBAU 25021 25021
yuanmingense]

RefSeq WP 050420728.1 hypothetical protein Bradyrhizobiumsp. SEMIA SEMIA
[Bradyrhizobium sp. SEMIA 6148 6148

6148]
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RefSeq WP_029083940.1 hypothetical protein [Bradyrhizobium sp.  Bradyrhizobiumsp. th.b2
th.b2] th.b2
RefSeq WP _025038801.1 hypothetical protein [Bradyrhizobium sp. Bradyrhizobiumsp. DOA9

DOA9] DOA9




Tabela 13. Predi¢ao funcional das 7 proteinas hipotéticas localizadas na ilha simbiotica de estirpe
CPAC 15 de B. japonicum
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Proteina

NCBI ID

BS08216

gi(627779337

Predicao de Funcdes em Bancos de Dados

Transcriptional regulator, LysR family (Burkholderia pseudomallei 305) - 31,1% de identidade (Uniprot)
Processo Biologico — Regulagdo da Transcricao (GO)

Molecular chaperone Tir (Burkholderia sp. USM B20) — 28,4% de identidade (Uniprot)
Processo Biologico — Transdugdo de Sinal (GO)

TIR protein (Methylobacterium extorquens) — 28,0% de identidade (Uniprot)
Transdugdo de Sinal (GO)

Molecular chaperone Tir -(Mesorhizobium sp. LSIC280B00) - 29.4% de identidade (Uniprot) —
Transdugao de Sinal (GO)

Alpha/beta hydrolase (Mesorhizobium sp. LNHC221B00) - 31,9% de identidade (Uniprot)
Fun¢do Molecular: Hidrolase Atividade (GO)

Zn finger protein HypA/HybF (Possibly regulating hydrogenase expression) - Butyrivibrio fibrisolvens -
35,7% de identidade (Uniprot)
Processo de modificagdes de Proteinas Celulares (GO)

Proteina NCBI ID

Predi¢ao de Funcdes em Bancos de Dados

BS08251 | gi| 627779303

Cla: Peptidase; Familia: Trypsin_2; Dominio: Trypsin-like peptidase (Pfam)
KEGG: EC: 3.4.21.107

Processo Biologico: Protedlise (GO)

Fungdo Molecular: Atividade catalitica, serine-type endopeptidase atividade

Categoria Funcional: Degradagdo de proteinas, peptideos e glicopeptideos

Modificagdo Pos-Traducional, turnover de proteina, chaperonas (Rhizobase — Gene ID:AZ1.¢02840)

Putative serine protease - Bradyrhizobium sp. ORS 375 - 35.4% de identidade (Uniprot)

Probable serine protease Sorangium cellulosum So ce56 — 36.9% de identidade (Uniprot)

Proteina NCBI ID

Predicao de Funcdes em Bancos de Dados

BS08258 | gi[627779297

Cla: PLP_aminotran; Familia: Aminotran 1 2
Dominio: Aminotran 1 2 (Pfam)
KEGG: EC2.6.1.1

Processo Bioldgico: Processos de Biossintese, como parte do metabolismo de substancias (GO)
Fungdo Molecular: Atividade de Transaminase (GO)
Categoria Funcional: Metabolismo e Transporte de Aminoécidos (Rhizobase — Gene ID:RHE PB00131)

Aspartate aminotransferase - Mesorhizobium metallidurans STM 2683 - 55.6% de identidade (Uniprot)

Aspartate aminotransferase - Rhizobium loti (strain MAFF303099) - 53.3% de identidade (Uniprot)

Aspartate aminotransferase- Bradyrhizobium sp. DOA9 - 49.9% de identidade (Uniprot)

Proteina NCBI ID

BS08254 il 627779300 Predi¢ao de Func¢des em Bancos de Dados

Cla: Peptidase PA; Familia: Trypsin; Dominio: Trypsin (Pfam)
KEGG: EC3.4.21.19

Processo Bioldgico: Proteodlise (GO)
Fungdo Molecular: serine-type endopeptidase activity (GO)

Categoria Funcional Biossintese de co-fatores, grupos prostéticos e carregadores - (Rhizobase — Gene ID:

mll6878)

Glutamyl endopeptidase*- Bacillus licheniformis ATCC 14580 - 39.6% de identidade (Uniprot)
Proteina NCBI ID Predicso de Funcé B de Dad
BS08261 0i[627779294 redi¢do de Funcdes em Bancos de Dados

Cla ALDH-like; Familia Aldedh - Aldehyde dehydrogenase; Dominio Aldedh (Pfam)
Ald_DH/histidinol DH.- IPR016161 (Interpro)
Ald DH C. - IPR016163.(Interpro)
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Ald DH_N. - IPR0O16162 (Interpro)

Aldehyde DH_dom - IPR0O15590 (Interpro)

Subfamilia: succinate-semialdehyde dehydrogenase (PANTHER)

Dominio: ALDH_F5 SSADH_GabD - succinate-semialdehyde dehydrogenase -(NCBI)
KEGG: EC=1.2.1.24

Processo Biologico: Processo Metabolico (GO)
Fungdo Molecular: atividade de oxidoreductase que atuam no grupo aldeido ou oxo dos doadores (GO)
Categoria Funcional: Metabolismo de Pequenas Moléculas (Rhizobase — Gene ID: RL0101)

Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NADP+]Oligotropha carboxidovorans- strain ATCC 49405 -
71.2% de identidade (Uniprot)

Aldehyde dehydrogenase - Burkholderia sp. SJ98 - 71.8% de identidade (Uniprot)

Proteina NCBI ID
BS08267 gi| 627779288

Predicao de Funcdes em Bancos de Dados

Cla MFS - Major Facilitator Superfamily; Familia: MFS_1; Dominio: MFS_1 (Pfam)
Dominios: Metabolite/H+ symporter, major facilitator superfamily (MFS); (NCBI)
Dominios: Multidrug resistance protein (NCBI)

subfamily: metabolite-H(+) symport (MHS) (NCBI)

KEGG: [TC:2.A.1.6]

Fungdo Molecular: Atividade de Transporte Transmembrana (GO)

Processo Bioldgico: Transporte (GO)

Categoria Funcional: Transporte e Ligacdo de Proteinas (Rhizobase — Gene ID: GKPORF B1827)
Multiplas Categorias — (Rhizobase — Gene ID: BJ6T 68620)

Alpha-ketoglutarate permease (Bradyrhizobium sp. DOA9) - 81.9% de identidade (Uniprot)

Major facilitator transporter - Bradyrhizobium sp. CCGE-LA001 - 79.9% de identidade (Uniprot)

Proteina NCBI ID
BS08317 gi| 627779238

Predicao de Funcdes em Bancos de Dados

Superfamilia ComA - Phosphosulfolactate synthase, CoM biossintese proteina A [Coenzima transporte e
metabolismo] (NCBI)

Proteina Efetora do Sistema de Secregdo do Tipo III - Xanthomonas campestris pv. Campestris - 31.1%de
identidade (Uniprot)

Type 111 effector protein XopP - Xanthomonas campestris pv. raphani 756C - 31.1%de identidade (Uniprot)

Putative type III effector (HLK1) - Ralstonia solanacearum GMI1000 - 31%de identidade (Uniprot)

Tabela 14. Dados utilizados para o céalculo da eficiéncia de amplificagdo do primer para o gene
bjs08216

8216

Well | Diluicio Ct Média Ct | Log dilui¢do
2l 1 22,72 22,89 0,00
D2 23,06

D3 |y [ 2H160 o545 1,00
D4 26,09

D3 100 29,58 29,60 2,00
D6 29,62

D7 1000 32,07 32,57 3,00
D8 33,07

D9 10000 33,96 33,98 4,00
D10 34,00

D11 Beo 0,00 0 0
D12 0,00




Media Ct

Tabela 15. Dados utilizados para o céalculo da eficiéncia de amplificagdo do primer para o gene

5]
[e=]

-
fen]

0 +

8216

30"/,*/,,,4/f/4

y=23351x + 22,521

R*=10,0854

000 050 100 150 200 250 300

Log diluigdo

bjs08261
8261
Média
Well | Dilui¢do Ct Ct Log diluiciao
El 1 21,14 21,07 0,00
E2 21,00
E3 10 | 2%92] 2449 1,00
E4 24,36
ES 100 27,64 27,59 2,00
E6 27,53
E7 1000 30,88 30,56 3,00
E8 30,24
E9 10000 35,19 35,19 4,00
E10 35,19
Ell Beo 0,00 0.00
E12 0,00
40 - 8261
30 4
s}
5 20
L4
= y=3,1554x + 21,193
10 7 R2=0,999

Tabela 16. Dados utilizados para o céalculo da eficiéncia de amplificagdo do primer para o gene

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00
Log diluigao

bjs08251

Eficiéncia

0,99

Eficiéncia

0,93
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8251
Média
Well | Diluicio Ct Ct Log diluicio
Bl 1 22,51 22,42 0,00
B2 22,33
B3 1 0 2647221 5629 1,00
B4 26,111
BS 100 29,2225 27,67 2,00
B6 26,11
B7 1000 32,7127 32,30 3,00
B8 31,8951
B9 10000 35,7203 32,86 4,00
B10 30
Bll BCO 0,00 0700
B12 0,00
40 - 8251
s)
o
E 20
= y=3,1021x + 22,518
10 4 R2=10,9638
0
000 050 100 150 200 250 300

Log diluicao

Eficiéncia

0,90

Tabela 17. Dados utilizados para o calculo da eficiéncia de amplificagdo do primer para o gene

bjs08254

8254

Média

Well | Dilui¢do | Ct Ct Log diluicio
DI 1 20,071 2076 0,00
D2 21,44
D3 10 20151 H407 1,00
D4 23,98
DS | 00 | 2733 2730 2,00
D6 27.26
D7 1 1000 | 3948 3037 3,00
D8 30,26
D9 1 10000 | 3323 3112 4,00
D10 29,00
DIL| o [ 000
D12 0,00
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Tabela 18. Dados utilizados para o calculo da eficiéncia de amplificacdo do primer para o gene 16S

40 1 8254
. k/k/”
20
y =3,2066x + 20,812
10 4 R2=0,9997

000 050 100 15 200 250 300
Log diluigao

Tabela 19. Dados utilizados para o céalculo da eficiéncia de amplificagdo do primer para o gene

16S

Well | Diluiciio Ct Média Ct Log diluicio
El 1 6141 614 0,00

E2 6,14

E3 10 9,58 9,66 1,00

E4 9,74

ES 100 13,07 13,10 2,00

E6 13,13
E7 1000 16,24 16,23 3,00
ES 16,22
E9 10000 19,83 19,86 4,00
E10 19,88
Ell Beo 0,00 0,00
El12 0,00

40 16S y =3,4003x + 6,1972
R2=0,9996

30 1

Q

o

5 20 A

L4

= 10 4

0 T T T T T T T 1
0,00 050 1,00 1,50 2,00 250 3,00 350 4,00
Log diluigao

bjs08258
8258
Média Log
Well | Diluicio Ct Ct diluiciio
B1 1 22,36 22,03 0,00

0,95

Eficiéncia

Eficiéncia

0,97
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Tabela 20. Dados utilizados para o calculo da eficiéncia de amplificagdo do primer para o gene

B2 21,70
B3 10 26 25,60 1,00
B4 25,1934
B> 100 28,6866 28,48 2,00
B6 28,2648
B7 I 1000 31,9159 32,12 3,00
B8 32,328
B9 I 10000 0 16,96 4,00
B10 33,9244
BIL| g 0,00 0,00
B12 0,00

0 8258

30
5
S 20
L5
= y=3,3157x + 22,082

10 R*=0,998

000 050 1,00 150 200 250 300
Log diluigao

Eficiéncia

1,00

bjs08267
8267

Well | Diluicio Ct Média Ct Log diluicio
DI 1 22271 2176 0,00
D2 21,25
D3 10 24,38 24,68 1,00
D4 24,98
D3 100 28,80 28,89 2,00
D6 28,98
D7 1000 32,00 31,70 3,00
D8 31,39
D9 10000 34,85 34,85 4,00
D10

D11 Beo 0,00

D12 0,00
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Tabela 21. Dados utilizados para o calculo da eficiéncia de amplificacdo do primer para o gene

40 4

8267

) /*//-‘

20

y=3,4018x¢ + 21,654
R#*=0,9937

0 4

10

Log diluigado

000 050 100 150 200 250 300

bjs08317
8317
Média
Well | Diluicio Ct Ct Log diluicio
El 1 22,5656 22,39 0,00
E2 22,2228
E3 10 25,8463 25,67 1,00
E4 25,4921
ES 100 28,8453 29,05 2,00
E6 29,2479
E7 1000 32,31 32,31 3,00
E8 32,31
E9 10000 33,26 33,81 4,00
E10 34,36
Ell Beo 0,00 0.00
El12 0,00
40 8317
30 4
s}
Ll
E £ y=3,3134x + 22,386
10 4 R2=1
0,00 0,50 1,00 1,50 200 2,50 3,00 3,50 4.0
Log diluigao

0,97

Eficiéncia

Eficiéncia

1,00
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Tabela 22. Dados utilizados para o calculo da eficiéncia de amplificagdo do primer para o gene nodC

nodC

Well

Diluicao

Ct

Média Ct | Log dilui¢do

El

1

20,831

20,47 0,00
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E2 20,1187
E3 10 2395251 415 1,00
E4 24,3456
ES 100 2728741 714 2,00
E6 27
E7 1 1000 2940 1904 3.00
ES 30,49
E9 | 10000 3422|3565 4,00
E10 37,08
ElL| o 0,00 0.00
El2 0,00

40 nodC

Media Ct
ha o
o o

Eficiéncia
y=23,1401x + 20,718 —
10 R?=0,9959 0,92
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00
Log diluigao
Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected:0
it Alignments o
Description ;:::e ;Coot?; ?;f; v:ue Ident  Accession
Bradyrhizobium japonicum strain mpiete genome: 4145 5324 100% OO0 1
Bradyrhizobium japonicum SEMI4 enome 4145 5318 100% 00 1
Bradyrhizobium japonicum USDA & DNA, complete genome 4145 5324 100% OO0 1
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 DNA, complete genome 4145 5320 100% 00 1
Bradyrhizobium japonicum symbiotic gene region, part 1 of 2 4145 4145 100% OO0 1
Bradyrhizobium japonicum USDA 122 DNA, type 1l secretion system cluster region, contig: contigS30 4133 4133 100% 0.0
4111 5201 100% 00

836 836 23% 2e-13
847 847 18% 2e-13
820 820 22% 2e-13
805 805 17% 3e-13
836 836 23% 4e-13
836 836 23% 4e-13
836 836 23% 4e-13
836 836 23% 4e-13
hypothetical protein [Xanthomonas campestris] 836 836 23% 4e-13
conserved hypothetical protein [Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC 33913] 836 836 23% Ge-13

Figura 9 — Alinhamentos da sequéncia da proteina do gene bs08317 em outros genomas a
partir do Blastp



