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COMPARACAO FILOGE_NETICA DE GENOMAS DE RIZOBIOS POR
HIBRIDIZACAO ATRAVES DE MICROARRAY

RESUMO - Diversos estudos com bactérias fixadoras de nitrogénio buscam
identificar genes responsaveis pela fixacao de nitrogénio, nodulagédo e simbiose,
assim como conhecer seu genoma e compreender melhor o metabolismo delas.
No entanto ainda ha poucos trabalhos sobre o genoma de Bradyrhizobium
elkanii, bactéria importante no contexto da producgao de alimentos e de utilizagao
comercial. Esse é o primeiro estudo a comparar 2654 genes de Bradyrhizobium
elkanii SEMIA 587, com as bactérias Bradyrhizobium japonicum LGM 6138,
Azorhizobium caulinodans LGM 6465, Mesorhizobium huakuii LGM 14107,
Rhizobium leguminosarum bv. Trifoli LGM 8820 e Sinorhizobium meliloti LGM
6133 através da comparacdo de genomas por hibridizagdo (CGH) usando
Microarray. Portanto o objetivo deste trabalho foi realizar uma taxonomia
molecular através da comparacdo de genomas por hibridizacdo DNA-DNA,
utilizando a tecnologia de microarranjos de DNA (CGH Microarray), para buscar
novos genes que possam ser uteis na classificagdo filogenética de rizébios. A
técnica de CGH Microarray permitiu encontrar sessenta e cinco genes comuns
entre todas as bactérias analisadas, apds realizar comparacao e classificagao de
todos genes encontrados em comum entre elas. Os resultados obtidos ao se
comparar trés arvores filogenéticas baseadas em diferentes genes, confirmaram
que alterar a quantidade e as sequéncias nas analises, causa variagdo nas
arvores filogenéticas como ja observado em outros microrganismos. Os
resultados sugerem que quanto maior for o nimero de genes ortélogos usados
na filogenia, mais confiaveis serdo as arvores filogenéticas obtidas. As bactérias
que sofreram menos alteragdes de agrupamento nas diferentes arvores foram B.

elkanii e B. japonicum.

Palavras-chaves: Bradyrhizobium elkanii, genes ort6logos, filogenia



PHYLOGENETIC COMPARATION OF GENOME OF RHIZOBIA BY
HIBRIDIZATION THROUGH MICROARRAY

ABSTRACT - Diverse studies with fixing nitrogen bacteria search to identify
responsible genes for the nitrogen fix, nodulation and symbiosis, as well as
knowing its genome and understanding the metabolism of them better. However
still has few works about genome of Bradyrhizobium elkanii, important bacterium
in the context of the production of foods and commercial use. This is the first
study to compare 2654 genes of Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587, with the
bacteria Bradyrhizobium japonicum LGM 6138, Azorhizobium caulinodans LGM
6465, Mesorhizobium huakuii LGM 14107, Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii
LGM 8820 and Sinorhizobium meliloti LGM 6133 through the CGH Microarray.
Therefore aim of this work was to carry a molecular taxonomy through the
comparison of genomes for hybridization DNA-DNA, being used the technology
of microarrangements of DNA (CGH Microarray), to search new genes that can
be useful in the phylogenetic classification of rhizobia. The technique of CGH
Microarray allowed to find sixty and five orthologs genes between all the
analyzed bacteria, after to carry through comparison and classification of all
genes in common between them. The results gotten to if comparing three
established phylogenetic trees in different genes, had confirmed that to modify
the amount and the sequences in the analyses, cause variation in the
phylogenetic trees as already observed in other microorganisms. The results
suggest that how much bigger will be the number of used ortholog genes in the
phylogeny, more trustworthy will be the gotten phylogenetic trees. The results
had confirmed that when modifying the amount of sequences in the phylogenetic
analyses, had variation in the phylogenetic trees as already observed in other
microorganism. The bacteria that had suffered little alterations from grouping in
the different trees had been B. elkanii and B. japonicum.

Keywords: Bradyrhizobium elkanii, ortholog genes, phylogeny



I. INTRODUCAO

Bactérias fixadoras de nitrogénio realizam importante papel na agricultura,
dado ao potencial que algumas apresentam em efetuarem associacdes simbidticas
com leguminosas. Nestas interagdes, as rizobactérias podem fixar nitrogénio
diretamente da atmosfera reduzindo-o a aménia, que sera assimilada em
aminodacidos e proteinas utilizados pelas plantas hospedeiras.

As associagbes melhor compreendidas incluem algumas bactérias Gram-
negativas, da ordem Rhizobiales, dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium e Alorhizobium. Estas bactérias s&o
coletivamente denominadas de rizébios. Inicialmente o termo rizébio, referia-se a
membros do género Rhizobium. No entanto com o passar dos anos, o termo tornou-
se usado por todas as bactérias que sao capazes de nodular e fixar nitrogénio em
associacao com plantas leguminosas e que no inicio da taxonomia de procariotos,
pertenciam todas ao mesmo genéro Rhizobium, ou eram muito proximamente
relacionadas a ele (WILLENS, 2006).

A inoculacdo de culturas agronomicamente importantes com bactérias
fixadoras de nitrogénio traz grandes beneficios. Ela dispensa a aplicagédo de adubos
nitrogenados no solo, reduzindo significativamente os custos da producéo, além de
evitar desequilibrios ecoldgicos pela poluicdo do ambiente. Atualmente, no Brasil,
sdo recomendadas quatro estirpes de rizébios para o uso em inoculantes
comerciais: as estirpes de Bradyrhizobium SEMIA 5019, SEMIA 587, SEMIA 5079 e
SEMIA 5080 (VARGAS et al., 1992; MENDES et al., 2001).

A indicacdo de uma estirpe de rizébio para utilizagdo em inoculantes sé
ocorre apos detalhados estudos que permitem avaliar seu potencial como simbionte
fixador do nitrogénio, além da sua capacidade em competir com outras bactérias
nativas do solo e que atuam na nodulagao de determinada leguminosa. O Brasil €
um dos paises que possui maior biodiversidade, e a medida que a fixagao bioldgica

do nitrogénio assume importancia nos sistemas de producao agricola, aumenta o
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numero de colegbes de rizobactérias isoladas. Contudo, o numero de estirpes
classificadas sistematicamente continua reduzido.

Trabalhos dedicam-se ao estudo de bactérias fixadoras de nitrogénio
buscando identificar genes responsaveis pela fixagdo de nitrogénio, nodulacao e
simbiose, assim como compreender melhor o metabolismo e o genoma das
mesmas. Como exemplos € possivel citar pesquisas realizadas com
Bradyrhizobium japonicum que teve seu genoma sequenciado (KANECO et al,
2002) e analisaram a expressao por microarray (HAUSER et. al. 2006). Do mesmo
modo Sinorhizobium meliloti (GALIBERT et al, 2001), Mesorhizobium Loti
(KANECO et. al., 2000), Rhizobium etli (GONZALEZ et al., 2006) e Rhizobium
leguminosarum (YUNG et al., 2006) tiveram seus genomas sequenciados e
analisados. No entanto ainda ha poucos trabalhos envolvendo o genoma de
Bradyrhizobium elkanii (DALL ACQUA, 2004; SOUZA, 2006) descrito por
RUMJANEK e colaboradores em 1993, essa bactéria € igualmente importante no
contexto da producao de alimentos e de utilizacdo comercial.

O presente trabalho comparou 2654 sequéncias de Bradyrhizobium elkanii
SEMIA 587, com as bactérias B. japonicum LGM 6138, Azorhizobium caulinodans
LGM 6465, Mesorhizobium huakuii LGM 14107, Rhizobium leguminosarum bv.
Trifoliif LGM 8820 e Sinorhizobium meliloti LGM 6133 através de CGH microarray.

Esse é o primeiro estudo a comparar o genoma parcial do B. elkanii ao de
outras cinco bactérias fixadoras de nitrogénio, com o objetivo de realizar uma
taxonomia molecular através da comparacdo de genomas por hibridizacdo DNA-
DNA, utilizando a tecnologia de microarranjos (CGH microarray), para buscar novos

genes que possam ser uteis na classificagao filogenética de rizébios.



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TAXONOMIA DE PROCARIOTOS

Em procariotos a taxonomia pode ser descrita como a ciéncia que determina
a classificacao (criagcao de novos taxa), identificacdo (alocagcédo de linhagens dentro
de espécies conhecidas) e nomenclatura (VANDAMME et al., 1996) desses
organismos. Esta ciéncia produziu um sistema estavel, previsivel e altamente
informativo que tem colaborado para o avango de varios ramos da ciéncia, incluindo
nao somente a microbiologia, mas também a gendmica, ciéncias médicas, ecologia
de microrganismos, biotecnologia, evolugdo e epidemiologia (ROSELLO-MORA,
2005).

Sistemas baseados somente em propriedades morfolégicas e
comportamentais, levaram a sérios erros de classificagdo microbiana, nos mais
variados grupos de bactérias. Tais métodos microbioldgicos tradicionais baseados
em caracteristicas fenotipicas, como propriedades morfolégicas, fisiolégicas e
bioquimicas, governaram por décadas a taxonomia microbiana e forneceram
informacao descritiva para a estruturacdo de diversos taxa bacterianos (BOONE &
CASTENHOLZ, 2001).

Apds o surgimento da taxonomia numérica (SNEATH & SOKAL, 1962) e o
auxilio da computagcdo, dados fenotipicos comecaram a ser analisados por
coeficientes numéricos que expressam similaridade entre linhagens com o auxilio
da computacdo. A taxonomia numérica veio proporcionar maior objetividade aos
esquemas de classificagdo microbiana, nesse sentido essa abordagem pressupde a
utilizacdo de um grande numero de testes bioquimicos (100 a 200) e uma
amostragem grande e diversificada de linhagens, sendo os resultados expressos
em porcentagens (VANDAMME et al., 1996). A aplicacdo de taxonomia numérica
levou a avangos significativos na classificagdo dos microrganismos, mais
especificamente das bactérias (GOODFELLOW, 2000).
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Uma variedade de caracteristicas ecoldgicas e fenotipicas associadas ao uso
da homologia DNA-DNA ¢é freqlentemente usada na classificacdo de
microrganismos e foi denominada de taxonomia polifasica por COLWELL (1970 ab).
Colwell propés a integragao da informagao do nivel molecular ao ecoldgico para se
obterem identificagcdes e classificacbes mais precisas e confiaveis. A taxonomia
polifasica tem como objetivo classificar microrganismos através da integracao de
diferentes tipos de dados e informacgdes. Isto inclui dados fenotipicos (testes
bioquimicos, composicdo de acidos graxos, etc), dados genotipicos (métodos
baseados em padrdes de bandas diferentes) e dados filogenéticos (seqiéncias de
genes ribosomais). (VANDAMME. et al., 1996).

Desde 1970, métodos fisico-quimicos de hibridacao DNA-DNA sao usados
para delimitar espécies procarioticas. Nesta abordagem, a similaridade genética
total entre isolados é medida pelo grau de hibridizacao dos genomas dentro de
determinadas condicdes padronizadas. Isolados que exibem valores de hibridizacéo
DNA-DNA superiores a 70% e menores que 5% de diferenca na temperatura de
fusdo adequada sao considerados como sendo da mesma espécie. Embora possa
haver ajustes nesses valores de hibridizacao, pois de acordo com o relacionamento
dos grupos taxonémicos analisados, isolados que exibem menos do que 50%
hibridizacdo DNA-DNA pertencem a espécies diferentes. (GEVERS et al., 2005).

Geralmente a identificacdo de linhagens em nivel de espécie por meio de
testes fenotipicos e de sequéncias 16S rRNA é um dos principais problemas na
taxonomia de procariotos pois as caracteristicas fenotipicas e de seqiéncias das
espécies existentes sdo muito semelhantes. Neste caso, o critério decisivo para
identificacdo de espécies ainda é a similaridade obtida em ensaios de hibridizagao
de DNA entre genomas de dois organismos (STACKEBRANDT et al., 2002).

Apesar de ainda ser adotada como um padréo a hibridizacado de DNA-DNA,
esta é a parte mais laboriosa e demorada na taxonomia de procariotos, pois
necessita de equipamentos especiais e técnicos treinados, o que faz com que essa
metodologia seja realizada somente em poucos laboratérios especializados ao
redor do mundo. Além disso, a hibridizacdo DNA-DNA é uma técnica mal adaptada
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a rapida identificacdo de procariotos, assim como nao é aplicavel a classificagao de
procariotos ndo cultivaveis, que sdo a maioria na biosfera. Os resultados obtidos
com esta técnica ndo sdo cumulativos em bases de dados, sendo que cada
experimento novo deve incluir as linhagens de referéncia (GEVERS et al., 2005).

2.2 MECANISMOS RESPONSAVEIS PELA EVOLUGCAO DE GENOMAS

Com o aumento de genomas sequenciados e depositados em bancos de
dados publicos o0 uso desses dados para acessar o relacionamento filogenético
entre espécies de procariotos também tem aumentado. Embora as sequéncias de
genes 16S rRNA e a hibridizacdo DNA-DNA continuem a serem usadas como
critérios de classificacdo de espécies, um numero muito maior de informacdes
adicionais taxonémicas pode ser extraido de seqiéncias de genomas completos.
Além disso, a resolucdo de sequéncias do gene 16S rRNA na analise de espécies
préximas é suficiente para separar espécies diferentes, mas nao é capaz de
diferenciar estirpes de uma mesma espécie (COENYE et al., 2005).

A disponibilidade de seqiéncias de genomas completos, de organismos
proximamente relacionados, apresenta a oportunidade de reconstruir eventos de
evolugdo de genomas, permitindo conhecer outras forcas responsaveis por sua
variacao além da substituicdo de nucleotideos. Através dela é possivel identificar
eventos de rearranjos cromossémicos especificos como aquisicao e perda de gene,
transferéncia horizontal e eventos de duplicacdo de genes (SNEL et al., 2002;
KUNING et al., 2003; HONG et al., 2004). Todos esses mecanismos podem afetar a
classificagao filogenética.

Duplicacdo Génica

Duplicagao génica é considerada como um importante mecanismo que
facilita a adaptacdo a mudancas ambientais e na exploracdo de novos nichos
(HOOPER et al., 2003). Analisando a organizagdo gend6mica de paralogos em
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genomas bacterianos foi verificado que a maioria dos genes duplicados, em
Bacteria, aparece em pequenos eventos de duplicacdo génica. Genes paralogos
compreendem uma significante fracao (até 44%) da capacidade de producao de
proteinas de genomas bacterianos, uma fracdo do que € obervado tem forte
correlacdo com o tamanho do genoma. A respeito da organizacdo de genes
paralogos nos genomas, foi observado que 15% da colecdo desses genes em 106
genomas bacterianos investigados consistiam de duplicatas em tandem, 9,5%
localizada no bloco de segmentos duplicados e a maioria 75,5% € perdida em sua
organizacdao como consequéncia da dinamica do genoma. (GEVERS et al., 2004). A
maioria de duplicacdées de blocos parecem ser um tipico operon de trés a quatro
genes relacionados indicando uma possivel histéria de duplicagado do operon e sua
retengao.

Estudando a expansdo de genes de linhagens especificas JORDAN e
companheiros (2001) analisaram a contribuicdo das duplicacbes génicas nas
diferengas genbmicas entre genomas de procariotos. Verificaram que grupos de
genes paralogos foram gerados exibindo a divergéncia especifica de linhagens
procaridticas, da mesma forma que havia sido inferida na comparagao de
sequéncias de genes 16S rRNA. Também foi observado que estas familias de
genes paralogos provavelmente estdo contribuindo substancialmente nas

diferencas fenotipicas entre linhagens bacterianas.

Transferéncia Horizontal de Genes (HTG) ou Transferéncia Lateral de Genes
LGT

Alguns autores usam a expressao transferéncia horizontal de genes para

indicar que houve transferéncia de genes entre géneros e/ou espécies de bactérias
diferentes. Outros usam para esse mesmo fendmeno a expressao transferéncia
lateral de genes, portanto HTG e LGT sao expressdes sinbnimas para 0 mesmo
fendbmeno.

Além da duplicagao génica com posterior divergéncia funcional, procariotos

tem um mecanismo alternativo de adaptacao génica a seu ambiente. A introducao
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de novos genes ou alelos por transferéncia horizontal de genes (HTG) permite a
adaptacao para nichos especificos, os quais podem iniciar uma diversificagdo e
especiacao bacteriana (OCHMAN et al., 2000; COHAN, 2001).

Embora HTG seja conhecido por estar envolvido na transmissao de genes de
resisténcia a antibidticos, por exemplo, somente na andlise comparativa de
multiplos genomas procarioticos a escala de HTG tornou-se aparente (COENYE et
al., 2005). A evolugdo como é conhecida parece ser impossivel sem um inter-
relacionamento entre a variacdo verticalmente gerada e horizontalmente adquirida
(WOESE, 2000).

A consciéncia do impacto potencial de HTG tem sido traduzida dentro de um
conceito tedrico de trés categorias de genes: (i) um “ndcleo compacto” de genes
resistentes para HTG, (i) um “ndcleo leve” com genes que sao raramente
transferidos e (iii) a “concha” de genes o0s quais sdo suscetiveis a transferéncia
horizontal de genes. Contudo HTG € um tema controverso na gendmica, pois
qualquer evidéncia filogenética de HTG pode também ser explicada através da
combinacdo de duplicacdo génica e eventos de perda de genes de uma linhagem
especifica (PHILIPPE et al, 2003). Apesar disso HTG tem sido observada e
quantificada diretamente através de técnicas de fluorescéncia a laser e o uso de
gene de expressao (SORENSEN et al., 2003).

Perda de genes

Embora os genomas bacterianos possam adquirir genes, pelos processos de
duplicacao e transferéncia horizontal de genes, eles nao crescem infinitamente, e a
causa disso sao eventos de balanceamento através da perda de genes. Isso ocorre
porque genomas bacterianos podem proteger apenas uma quantidade finita de
informagdes contra mutacdes e perdas. Dele¢cdes de cromossomos servem para
eliminar genes que falham em fornecer uma fungao significativa, isto é, o conjunto
de DNA adquirido, assim como sequéncias ancestrais supérfluas. (MIRA et al.,
2001).



8

A perda de genes, assim como o ganho deles, estdo relacionados a
adaptacao da bactéria a diferentes ambientes. A taxa de delegcéo varia grandemente
entre espécies diferentes (MARRI et al., 2006).

A reducdo de genomas tem sido documentada em grupos bacterianos que
apresentam estilo de vida associado ao hospedeiro. O tecido do hospedeiro fornece
constantemente muitos metabdlitos intermedidrios que eliminam a pressdo para
manutencao de muitos genes responsaveis pela biosintese desses metabdlitos. A
adaptacdo de microrganismos intracelulares experimenta, portanto uma inducao
delecional. Isso ocorre porque bactérias associadas a hospedeiros possuem
pequena populacdo genética quando comparadas aos parentes de vida livre, como
resultado dos altos niveis de fixacdo de leves mutagdes deletérias. A redugédo do
genoma € possivelmente uma das principais forcas por tras da evolucdo de
parasitas e/ou bactérias intracelulares e € chamada de evolucdo por reducdo
(MORAN, 2003; KLASSON et al., 2004).

Rearranjos cromossdmicos

O rearranjo genémico é um dos principais elementos responsaveis pela
evolugdo dos genomas, entre todos os fendmenos que influenciam a variacao do
mesmo. A organizagdo e evolugao do genoma bacteriano ndo podem ser
compreendidas antes do completo seqlienciamento de dois organismos préximos
com posterior comparacao deles. O nivel de conservacdo pode ser alto quando
organismos sao filogeneticamente proximos, principalmente porque os rearranjos
ainda nao tiveram tempo de ocorrer. A avaliacdo da conservacdo da ordem dos
genes no genoma em relacdo a escala evolucionaria demonstrou que o nimero de
substituicbes de aminoacidos, assim como o grau de rearranjo do genoma,
constantemente aumentam ao longo do tempo de divergéncia (SUYAMA et al.,
2001). A conservacao da ordem dos genes em um genoma pode ser usada como
medida filogenética para estudar o relacionamento entre espécies (KORBEL et al.,,

2002). O grau de plasticidade do genoma é dependente da quantidade de
sequéncias repetidas € moéveis como transposons, plasmideos e bacteri6fagos.
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Cromossomos contendo alta densidade de repeticoes tém altas taxas de rearranjos
liderando acelerada perda de ordem génica. (ROCHA, 2003). Portanto esse é um
dos fatores que atuam fortemente nos estudos filogenéticos, agrupando ou
separando os grupos de procariotos analisados.

Efeitos dos mecanismos de evolucdo de genomas na taxonomia de

procariotos
Os mecanismos de duplicagao génica, perda génica, transferéncia horizontal

de genes e rearranjos cromossémicos possibilitam refazer a histéria evolucionaria,
explicando o relacionamento filogenético de microrganismos.

Os métodos genotipicos usados na taxonomia bacteriana, como
determinacgéo de conteudo G+C, hibridizagdo DNA-DNA e seqiienciamento do gene
16S rRNA, ndo sao fortemente influenciados pelas forcas que alteram os genomas.
O conteudo G+C de um genoma nao é significativamente afetado por rearranjos
cromossdmicos, perda ou duplicacdo génica. Por outro lado a transferéncia
horizontal de genes pode afetar o conteddo G+C dependendo da quantidade de
genes transferidos e composicao dos mesmos. Os métodos baseados em tipagem
de organismos onde um padréo de bandas é gerado incluem PFGE (pulsed-field gel
electrophoresis) e varios métodos baseados em PCR, entre eles BOX, RAPD e
AFLP. O padrao obtido por esses métodos pode ser alterado pelas forcas que
alteram os genomas. Rearranjos cromossdémicos podem exercer forte efeito sobre
os padrdes de bandeamento obtidos por “fingreprint”.

Caracteristicas  fenotipicas e quimiotaxon6micas sao influenciadas
indiretamente pelas mudangcas no genoma. O efeito de duplicagdo génica ira
depender da taxa evolucionaria de duplicacdo dos genes no genoma. O gene
duplicado pode envolver uma nova fungéo benéfica, podendo conduzir a aquisi¢éo
de novas caracteristicas bioquimicas, ou cada cépia pode adotar partes das tarefas
originais anteriores a sua duplicagdo, o que pouco afetard as caracteristicas
bioguimicas. Do mesmo modo a aquisicdo de genes por transferéncia horizontal

pode resultar em novas aptiddes, no caso dos genes adquiridos codificarem
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fungbes que nao estavam presentes no genoma que o recebeu, enquanto a
inativacdo do gene ou perda ird normalmente ser acompanhada pela perda de
aptiddes especificas (CONYE et al., 2005).

Com o avango da ciéncia novos métodos de andlise de microrganismos
estdao sendo introduzidos, possibilitando estudar os mecanismos de evolugdo de

genomas e fornecendo novas oportunidades para a sistematica de procariotos.

2.3. ABORDAGENS DE ALTA RESOLUGCAO NO RELACIONAMENTO
TAXONOMICO DE MICRORGANISMOS

Para representar a biodiversidade nos seus diferentes niveis, a taxonomia
polifasica integra dados fenotipicos, quimiotaxdmicos, moleculares e gendmicos.
Além disso, a taxonomia polifasica € um consenso entre sistematas (VANDAMME
et al.,, 1996). Neste contexto, diversas técnicas genémicas baseadas em padrbes
de banda (fingerprints), por exemplo, AFLP, rep-PCR e ribotipagem, foram
aplicadas na década passada (DIJKSHOORN et al., 2001). Varios estudos
independentes mostraram uma alta correlacdo entre a similaridade de padrbes de
AFLP e de hibridizacdo DNA-DNA para diversos grupos taxonémicos modelos. Por
este motivo, o AFLP foi sugerido como uma alternativa para as hibridizacdes de
DNA (STACKEBRANDT et al., 2002; THOMPSON et al., 2004). Apesar da técnica
de AFLP ser rapida, altamente discriminatéria e dos resultados poderem ser
acumulados em bases de dados locais, a comparacao de padrdes de AFLP gerados
em diferentes laboratérios é muito dificil, comprometendo a criagdo de bancos de
dados publicos para a identificacdo de procariotos.

A disponibilidade de sequéncias de genomas completos possibilitou o
desenvolvimento de abordagens como filogenia baseada em conteludo de genes
ortélogos (DAUBIN et al., 2002; DUTILH et al., 2007), seqUéncias assinatura
(COENYE et al., 2004) e alinhamento de sequéncias concatenadas (DAUBIN et al.,
2003). Embora a filogenia possa ser feita através de seqlienciamento e alinhamento
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de genomas completos (EDWARDS-INGRAM et al., 2004) o tempo e o custo
tornam esse método impraticavel se for realizado para todos os grupos de bactérias
que se deseja analisar.

Técnicas como MLST, MLSA e técnicas baseadas no conteudo gendmico
como CGH Microarray atualmente sdo as mais precisas na abordagem taxondémica
de procariotos.

A técnica de tipagem de sequiéncias baseadas em multilocus — MLST (multi
locus sequence typing - MAIDEN et al., 1998) tem sido usada com frequéncia para
distinguir estirpes de uma mesma espécie bacteriana ou espécies proximamente
relacionadas (BALDWIN et al., 2005; HANAGE et al., 2005). Nessa técnica, cada
seqlUéncia diferente € assinalada com um diferente numero de alelos e cada estirpe
€ definida sem ambigUidade para sete genes, 0s quais correspondem ao numero de
alelos nos sete loci. Em outras palavras a abordagem basica dessa técnica é
concatenar sequéncias de cinco a sete genes constitutivos (housekeeping), que
estejam presentes nas bactérias a serem analisadas. O relacionamento entre
estirpes de espécies é exibido por um dendrograma usando matriz de diferenga de
pares nos perfis alélicos (HANAGE et al., 2006).

J& a técnica MLSA (multilocus sequence analysis) € uma variacao da MLST,
trata-se de um método de caracterizacdo genotipica que se baseia no uso de
multiplos genes que codificam proteinas, sendo usada para estudar grupos mais
diversificados de procariotos (por exemplo: todos componentes de um género)
(GEVERS et al., 2005).

Trabalhos sugerem que um grande numero de genes “core”, ou genes
nucleos, poderiam ser usados para uma analise filogenética mais acurada (DAUBIN
et al.,, 2002; KURTZMAN et al., 2003). Genes “core” podem ser definidos como o
conjunto de todos os genes exibidos como ortélogos entre todos os membros de um
grupo evolucionario coerente como o filo Proteobacteria, por exemplo (HARRIS et
al., 2003). Constatou-se que um conjunto de genes “core” de vinte ou mais
seqliéncias resultam em uma analise filogenética acurada (ROKAS et al., 2003).

Entretanto o sequlienciamento desse numero de genes para cada andlise
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filogenética tornaria a técnica pouco rotineira, pois embora sequenciar genes esteja
se tornando uma pratica comum, nem todos os laboratérios possuem recursos
suficientes para realizagdo constante de sequenciamentos. Por outro lado as
analises baseadas no alinhamento de sequéncias de um ou poucos loci podem
gerar inferéncias filogenéticas diferentes dependendo de quais genes séao
selecionados para o estudo (VAN BERKUM et al., 2003; EARDLY. et al., 2005;
DEWHIRST et al., 2005).

Seqliéncias de genes permitem a construgdo de arvores filogenéticas que
refletem a histéria evoluciondria das espécies em um dado clade e deste modo
fornecem uma taxonomia natural. O problema de filogenias que se baseiam apenas
na sequéncia de um gene (um locus), € a variagcdo das arvores filogenéticas
montadas quando se usam genes diferentes para 0 mesmo grupo de organismos
comparados. (SICHRITZ-PONTEN et al., 2001; KURTZMAN et al., 2003, KWON et
al., 2005)

Um método alternativo as técnicas baseadas em um ou poucos genes, é a
comparacao de genomas por hibridizacdo através de Microarray (CGH microarray).
Uma maneira comum de realizar essa técnica é usar genomas completos, ou
grandes conjuntos de genes e “open reads frames” (ORFs), de uma estirpe
sequenciada (PORWOLLIK et al., 2002). A hibridizacdo de amostras de estirpes
dentro do “array” identifica genes que estdo ausentes, presentes ou que sao
altamente divergentes da estirpe de referéncia. O relacionamento genético é
determinado baseado nos padrées de presenca e auséncia entre estirpes. Inferir
relacionamentos filogenéticos por CGH microarray € muito mais vantajoso do que
métodos baseados em somente um locus ou multiplos loci, porque as laminas
contendo microarranjos podem conter muitas centenas de DNAs. Desse modo uma
simples lamina contendo microarranjos tem potencial para uma ampla identificagao
de um grande numero de microrganismos ou genes de uma sé vez, assim muito
mais informagéo é incorporada na analise (EDWARDS-INGRAN et al., 2004).

Estudos recentes tém empregado essa técnica para comparar genomas e
realizar inferéncias filogenéticas (PORWOLLIK et al., 2002; EDWARDS-INGRAN et
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al., 2004; GIUNTINI et al., 2005; HAUSER et. al. 2006; JING et al 2006; NASH et
al., 2006, AAKRA. et al., 2007). Estirpes bacterianas proximamente relacionadas de
Helicobacter pylori tiveram seus genomas comparados (SALAMA et al 2000), assim
como diferentes estirpes de Pseudomonas (CHO E TIEDJE, 2001), estirpes de
Salmonella (PORWOLLIK et al., 2002), isolados de Pseudomonas aeruginosa
(WOLFGANG et al., 2003), espécies diferentes de Salmonella (CHAN et al., 2003),
estirpes diferentes de Rickettsia prowazekii (GE et al., 2004), Escherichia coli K-12
e Shigella (FUKIYA et al., 2004). Também foram realizados estudos utilizando CGH
microarray entre bactérias muito diferentes como Klebsiella pneumoniae 342 e
Escherichia coli K-12 (DONG et al., 2001) e na analise do plasmideo pSymA de
Sinorhizobium meliloti (GIUNTINI et al., 2005).

Porém outros microrganismos como fungos também estdo sendo estudados
pela técnica de CGH microarray. WATANABE et al., (2004) obtiveram sucesso ao
comparar estirpes de leveduras usando um “chip” com 6000 genes, levantando
informacdes sobre a determinacdo de espécies e alteracbes no numero de cépias
de genes entre elas. Em outro estudo EDWARDS-INGRAM et al., (2004)
realizaram um estudo filogenético de Saccharomyces cerevisiae e S. Boulardii que
possibilitou a obtencdo de explicagbes sobre alguns eventos evolucionarios
relativos a filogenia dessas espécies. A técnica também vem sendo usada para
estudos sobre o cancer (LAGE et al, 2003) e até mesmo em organimos mais
complexos como o genoma do rato (CHUNG et al., 2004).

2.4. A importancia da classificacao sistematica de bactérias fixadoras de
nitrogénio.

O interesse agrondémico pelas rizobactérias origina-se no fato de que
algumas delas possuem habilidade em fixar o nitrogénio atmosférico, quando em
simbiose mutualista com plantas da familia Fabaceae, de grande interesse na

alimentagéo humana.
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A nomenclatura das espécies de Rhizobium foi originalmente concebida na
crenca de que uma classificacdo natural poderia ser baseada na especificidade da
variacdo das espécies e estirpes bacterianas em relagdo as suas plantas
hospedeiras. Ha muitos problemas nesta metodologia de nomenclatura, incluindo o
fato de existir aproximadamente 18000 espécies de leguminosas diferentes. Além
disso, estirpes consideradas “especificas” para algumas plantas, podem variar
devido a possiveis combinagcdes de material genético. Também €& necessario
observar que algumas estirpes podem nodular muitas plantas diferentes. (YOUNG
et al.,, 2001; BROUGHTON 2003; WILLEMS 2006).

Os rizébios podem ser isolados dos nodulos, mas ndo sao facilmente
identificados quando isolados do solo. Contudo, selecionar estirpes de rizébio mais
eficientes no processo de fixacdo biolégica de nitrogénio para ser utilizado como
inoculante comercial, requer estudos detalhados. Ndo ha um critério formal para a
definicio de um género bacteriano, mas padrbées minimos sugeridos para a
descricdo de novos géneros e espécies de rizobios que nodulam raizes e caules
podem ser considerados como referéncia.

O conceito de espécie para procariotos é assunto de grande discussao entre
microbiologistas (COHAN 2002). Isso porque de um lado ha a idéia de que todos os
organismos, incluindo os procariotos, estao dentro de grupos de fendétipos similares,
apresentam elevada identidade de sequéncias, conteudo gendémico parecido e
mesmo ambiente (ROSELLO-MORA et al., 2001).

Do outro lado ha aqueles que defendem o ponto de vista onde, espécies
procaridticas sdo um grupo sujeito a forcas dinamicas especificas, e adotam um
modelo de espécie baseado nas forgas evoluciondrias sugeridas por padrbes
empiricos de variacao genética. Um desses modelos € motivado principalmente
pela extensiva evidéncia de transferéncia horizontal de genes (HTG) e
recombinagdo homologa observada entre parentes proximos (RODRIGUEZ
VALERA 2004; COHAN et al., 2007). Esta visdo sugere que espécies procaribticas
sdo grupos de bactérias ecologicamente heterogéneas cuja diversidade é forcada
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por HTG e recombinacdo homéloga (LAWRENCE, 2002; GOGARTEN et al., 2002),
que podem auxiliar na adaptagdo as mudangas ambientais.

Entretanto, a definicdo de espécie bacteriana mais usada é: “uma categoria
que circunscreve um grupo gendmico coerente de individuos isolados exibindo um
alto grau de similaridade em muitas caracteristicas independentes,
comparativamente testadas dentro de condicbes altamente padronizadas”
(STACKEBRANDT et al., 2002). Em outras palavras, espécies bacterianas sao
consideradas como sendo grupos de estirpes que sao caracterizadas por certo grau
de consisténcia fenotipica, por um significativo grau de (50-70%) hibridizacdo do
DNA e mais do que 97% de identidade de seqUéncia do gene 16S
rRNA.(VANDAMME et al., 1996, URSING et al.,1995).

A presenca de numerosas sequUéncias de genes e de arvores filogenéticas
depositadas em bancos de dados “on-line”, derivadas tanto dos genes 16S rRNA e
nifH, somados aos resultados obtidos na andlise de outras caracteristicas (a
presenga e natureza de polissacarideos, a utilizacdo e metabolismo de
carboidratos, a composicao protéica, etc.) ampliaram e facilitaram a identificacao de
rizobactérias, mas o numero de espécies classificadas sistematicamente continua
reduzido. Pesquisadores buscam solucionar problemas taxondémicos relativos aos
rizobios baseando-se na técnica de analise do 16S rRNA.

Analizando 20 sequUéncias de rizébios, YOUNG et al., (2001) observaram
que algumas seqliiéncias podem esconder uma ou mais possiveis novas espécies.
Em outro trabalho YOUNG et al., (2004), através da analise desse mesmo gene
enfatiza a necessidade de unir os géneros Rhizobium e Agrobacterium em um s0,
pois tomando como referéncia somente esta técnica, as diferengas nao dao suporte
suficiente para a divisao dos mesmos. Por isso houve a mudanga da classificacao
taxonomica do Agrobacterium larrymoorei, para Rhizobium larrymoorei baseada em
YOUNG 2004 e aceita no manual Bergeys por GARRIT et al., 2005.

Nesse contexto a utilizacdo da classificacdo taxon6mica baseada em varios
genes torna-se evidente, pois seria mais imprecisa a classificacdo das bactérias

pelas técnicas que utilizam apenas um gene .



16

III. MATERIAL E METODOS

3.1. Fases anteriores a obtencao dos Microarranjos de DNA

Antes da obtencdo final do microarranjo de DNA de Bradyrhizobium elkanii
utilizado neste estudo, vérias etapas tiveram que ser concluidas (PRADO, 2004;
DALL ACQUA, 2004; SOUZA, 2006).

3.1.1. Construcao da Biblioteca de DNA de B. elkanii SEMIA 587 por
“shotgun”

As células bacterianas de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 foram
cultivadas em meio TY (Triptona 5g/L, Extrato de Levedura 3g/L e CaCl,.2H,O
0,87g/L) por um periodo de 48 horas, a 28°C, sob agitacdo de 140 rpm. A
suspensao contendo bactérias foi entdo submetida a centrifugacao (12.000xg, 30
minutos a 4°C). O sedimento foi lavado com solugdo salina (NaCl 0,85%) para
remocao de polissacarideos extracelulares e possiveis residuos do meio de cultivo.
Apéds a centrifugacao e lavagem as células foram mantidas a -20°C (estoque) para
posterior utilizagao.

Para a extracdo de DNA (SAMBROOK et al., 1989), as células foram
retiradas do estoque e ressuspendidas em 1mL de solucao salina (NaCl 0,85%). As
suspensdes foram transferidas para microtubos e centrifugadas a 15.600xg por 5
minutos, sendo este passo repetido por mais uma vez para a completa remocéo de
residuos do meio de cultivo. Depois da dupla lavagem os sedimentos foram
ressuspendidos em 1mL de solucdo NaCI-EDTA (0,15M - 0,01M) e incubados a
37°C durante 10 minutos, em tubos Corex. Apds esse periodo, adicionaram-se

500uL de lisozima (5mg/mL) preparada em tampao Tris-EDTA-dextrose (10mM,;
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24mM; 50mM), procedendo-se entdo a uma nova incubagido a 37°C, por 30
minutos. Posteriormente, adicionaram-se 500uL de solucdo de SDS (duodecil
sulfato de sddio) a 20%, e novamente realizou-se uma incubagdo a 56°C, durante
20 minutos.

Decorrido o tempo de incubacao foram adicionados a suspensao, 500uL de
solugdo de perclorato de sédio 5M, gota a gota com agitagdo manual suave. Em
seguida adicionaram-se 2mL de solucao de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1), deixando-se por 1 hora em agitagao orbital a 220 rpm, em banho de gelo
e no interior de uma camara fria.

Apos esse periodo o material foi centrifugado a 12.000xg, por 20 minutos, a
4°C. Coletou-se entdo, com auxilio de uma pipeta Pasteur a fase superior
transferindo-a para tubos de ensaio limpos. A fase recuperada foi adicionada 2mL
de solugdo cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), procedendo-se novamente uma
agitacao orbital a 220 rpm em banho de gelo e no interior de uma camara fria 20
minutos. O material foi centrifugado a 5.860xg por 20 minutos, a 4°C, em seguida
coletou-se a fase superior, a qual foi armazenada novamente em novos tubos
Corex. O processo foi novamente repetido adicionando-se 2mL de cloroférmio-
alcool isoamilico até a recuperacdo e transferéncia da fase superior para tubos
limpos, aos quais foram adicionados 2 volumes de etanol 95% (gelado), agitando-se
manualmente e incubando-se a -20°C, por 12 horas para a precipitacdo do DNA.

Depois desta fase de incubagédo as amostradas foram centrifugas a 5.860xg
por 20 minutos a 4°C, em seguida descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi
lavado com 1mL de etanol 70% (gelado), rapidamente e de maneira cuidadosa, por
duas vezes para evitar a perda do DNA. Os tubos foram entao vertidos sobre papel
absorvente e depois mantidos a temperatura ambiente por 35- 40 minutos para
eliminar o excesso de etanol. O sedimento seco foi ressuspendido em 1mL de
tampao TE a 10°C (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM) e o DNA foi transferido para tubos
tipo eppendorf e estocados a -20°C.

O DNA foi quantificado em espectrofotbmetro com uma absorbancia de
260nm.
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3.1.2. Obtencao dos clones de DNA

3.1.2.1. Fragmentacao por nebulizacao

Foram adicionados 50ug de DNA em um nebulizador contendo tampao Tris-
HCI (1M pH 8,0), MgCl. (1M), glicerol esterilizado (50%), agua filtrada e esterilizada
(9.s.p. 2mL). A nebulizagdo deu-se por 25 segundos a uma pressdo de 3kgf/cm?
com nitrogénio. As amostras foram centrifugadas a 4°C, por 2 minutos, a 12.000xg

para concentrar o0 material no nebulizador.

3.1.2.2. Precipitacao do DNA

O DNA fragmentado foi transferido para tubos de 1,5 mL (méaximo de 400uL
de DNA). Foi acrescentado 0,1 volume de acetato de sddio 3M pH 5,2, e depois
levemente homogeneizado, em seguida foram acrescentados 2,5 volumes de
etanol 95% (temperatura ambiente).

Os tubos foram incubados em gelo seco por 20 minutos, procedendo-se a
uma centrifugacdo a 15.294xg, por 30 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante,
lavando-se em seguida as amostras com 1 mL de etanol 70%. Uma nova
centrifugacao foi realizada a 15.294xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado com pipetador e o material sedimentado foi seco a vacuo. A amostra foi

ressuspendida em tampéao TE, originando no final 1 microtubo com 44 uL de DNA.

3.1.2.3. Reparo dos terminais dos fragmentos

Para cada amostra contendo 44 uL de DNA acrescentaram-se 50 mM MgCly,
0,5 mM de dNTP e 3U/uL de DNA polimerase bacteriofago T4, esse material foi
incubado em temperatura ambiente, por 15 minutos. Posteriormente adicionou-se
2uL (10U) de fragmento Klenow da DNA polimerase | de E. coli e foi realizada uma
incubacao em temperatura ambiente, por 15 minutos. Aos fragmentos em reparo foi
adicionado 40 uL de agua e 100 uL de uma solugédo 1:1 de fenol/cloroférmio a
temperatura ambiente (fenol saturado com Tris-HCI pH 8). A mistura foi agitada em
vortex por 1 minuto, seguida de centrifugacdo a 15.294xg, por 2 minutos, a 4°C. A
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fase aquosa foi transferida para um outro tubo de 1,5 mL e adicionou-se 100 uL de
éter etilico saturado com agua (5:1 V:V). Centrifugou-se o material a 15.294xg, por
5 minutos, em temperatura ambiente. A fase organica superior foi retirada,
deixando-se o tubo aberto para a evaporacdo completa do éter. No tubo foi
adicionado 0,1 volume de NaCl 1M e 2,5 volumes de etanol absoluto, misturando-se
por inversdo, em seguida a amostra foi deixada em gelo seco, por 30 min. O
material foi novamente centrifugado a 12.000xg, por 30 minutos, a 4°C, sendo o
sobrenadante descartado e o sedimento (“pellet’) lavado com 1mL de etanol 70%
(temperatura ambiente). O material foi centrifugado a 12.000xg, por 15 minutos, em
temperatura ambiente, descartando-se o sobrenadante, sendo entédo seco a vacuo

e ressuspendido em 46 uL de 4gua filtrada e esterilizada.

3.1.2.4. Reacao com Kinase

Aos fragmentos de DNA foram adicionados 20mM riboATP, 10U de
polinucleotideo Kinase do bacteriofago T4, tampao polinucleotideo Kinase do
bacteriofago T4 (10x) e 100mM de DTT (Dithiothreitol). As amostras foram
incubadas a 37°C por 30 minutos. A reacédo foi inativada por tratamento com calor a
65°C por 5 minutos, adicionando-se em seguida 2uL de tampao de corrida (40% de
glicerol e 0,02% de azul de bromofenol) para cada 20 uL de DNA. Essas amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose com baixo ponto de fusdo ("Low
Melt”) 0,8% com tampdo TBE 1x (Tris 89mM, Acido Bérico 89mM e EDTA 2,5mM;
pH 8,3) sem brometo de etidio. Um marcador foi aplicado juntamente com uma
pequena amostra do material para corar e documentar. A eletroforese foi realizada
a 90V por aproximadamente 2 horas.

3.1.2.5. Obtencao dos fragmentos a partir do gel

Procedeu-se literalmente o corte do gel entre os pogcos que continham o
marcador e uma pequena amostra do material, resultando dois fragmentos de gel,
uma com o material nebulizado e outra com o marcador e amostra para corar. A
porcéao do gel que continha o marcador foi corada com brometo de etidio, e sob um
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transiluminador com UV, marcou-se com pequenos cortes a regido do tamanho de
fragmento desejado (de 600 a 1000pb). O gel corado foi colocado ao lado do gel
com o material reparado € com uma laminula foi cortada a regido que continha o
material reparado, colocando-se a regido de gel cortada em tubos eppendorf
(aproximadamente 400mg de gel/tubo).

3.1.2.6. Eluicao dos fragmentos reparados do gel
Os fragmentos selecionados de DNA foram eluidos do gel através do kit
Concert™ Rapid PCR Purification System (Gibco BRL - Cat No. 11458-015).

3.2.1.7. Calculo da concentracao do DNA

Para a quantificacdo do DNA fragmentado pipetou-se 5 uL do material em 40
uL de agua (diluicao de 10x). Realizou-se leitura em espectrofotbmetro com um
comprimento de onda de 260 nm. Para a confirmagao da presenca do DNA e do
tamanho dos fragmentos foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 0,8%
com tampao TBE (1x), submetida a 90 V, por 1,5 horas.

3.2.1.8. Reacao de ligacao

Foram colocados, em um tubo de 1,5 mL, 400 ng de DNA num volume
maximo de 20 plL juntamente com o vetor (100 ng de vetor pUC18-Smal) agitando-
se gentilmente com o pipetador e adicionando-se 20U de T4 DNA Ligase. A mistura
foi incubada pelo periodo de 16 horas, a 16°C.

3.2.1.9. Transformacao de células

Em tubos do tipo "Falcon", de 15 mL, foram adicionados 5 uL de DNA ligado
com o vetor. Nesse momento, as células competentes (E. coli DH5a) foram
removidas da temperatura -85°C e foram colocadas em banho frio por £5 minutos,
misturando-se gentilmente. As células, entdo, foram adicionadas (50 uL) aos tubos

com DNA sendo misturados gentilmente e incubados em banho de gelo por 20
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minutos. Os tubos foram entdo levados ao banho-maria a 42°C sem agitagéo, por 1
minuto. Apds esse periodo, os tubos foram retornados ao gelo, por 2 minutos,
adicionando-se, apos isso, 1 mL de meio SOC [Triptona (20g/L), Extrato de
Levedura (5¢/L), NaCl (0,5¢/L), KCI 1M (2,5mL/L), MgCl, 1M (10mL/L) e Glicose 1M
(200uL/L)] no tubo. Os tubos foram incubados a 37°C, com agitagdo de 150xg,
durante 2 horas. A cultura de células do tubo foi entdo cultivada em 10 placas
contendo 100 uL (por placa) de meio 2TY (Triptona 16g/L, Extrato de Levedura
10g/L e NaCl 5g/L) contendo ampicilina (50mg/mL de meio). Apds a solidificagao do
meio, aplicou-se, com alca de Drigalski, uma solu¢do de 300 uL de X-gal (0,0175¢g
de Blue Gal; 0,5mL de Dimetil Formamida e 2,8mL de agua filtrada) por placas. As

placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 24 horas.

3.1.3 Selecao dos clones

Apoés a incubacdo foram selecionadas as colbénias de coloragcao branca. A
insercdo do fragmento de DNA da-se na regido do gene /acZ responsavel pela
sintese de B-galactosidase que quebra o substrato X-gal, originando coloragdo azul.
Portanto, as células que receberam o inserto formam col6nias brancas uma vez que
nao sao mais capazes de sintetizarem a p-galactosidase e as que nao receberam,
formam colénias azuis. Os clones transformados foram repicados com palitos de
madeira autoclavados para placas estéreis de poliestireno para cultivo de bactérias
(96-well assay plate de 250uL cada poco) contendo 150uL de meio Circle Grow
(BIO 101, Inc; Cat. No. 3000-142) com ampicilina (50mg/mL). As placas foram
armazenadas em estufa BOD (Biological Oxygen Demand) por 24 horas. Apos esse
periodo, foram adicionados 100 pL de solucdo de glicerol 40%. Essas placas
constituiram-se no estoque da biblioteca de clones e foram estocadas a —85°C para
posterior sequénciamento dos clones. No final foram obtidas 94 placas totalizando
9.024 clones.
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3.1.4 Seqiiénciamento dos Clones

3.1.4.1. Extracao do DNA plasmidial

Foram transferidos 5 uL de suspensao de cada clone estocado para placas
de cultivo de bactérias (Mega Titer, “96 wells”, 2,5mL cada poc¢o), contendo 1mL de
meio Circle Grow. As placas foram incubadas com agitagio (230 rpm), a 37°C, por
24 horas.

Ap6s a incubacdo, as placas foram centrifugadas por 5 minutos, o0s
sedimentos foram ressuspendidos em 240 uL de solucdo GTE [Glicose 50mM; Tris-
HCI 23mM (pH 8,0); EDTA 10mM], e agitados em vortex até a dissolucdo do
sedimento. As placas foram novamente centrifugadas, e os sedimentos foram
adicionados 80uL de solucdo de GTE acrescidos de 5ug de ribonuclease A. As
amostras foram agitadas em vortex e 60 pL, de cada uma foram transferidos para
microplacas de polipropileno. A essas suspensdes adicionou-se 60uL de solugao de
lise (NaOH 0,2N/ SDS 1%) e estas foram misturadas gentilmente por inversao (5
vezes) e incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds isso,
adicionou-se 60 uL de Acetato de potassio 3M, agitou-se suavemente por inversao
e as placas foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente. As amostras
foram novamente incubadas a 90°C, por 30 minutos, e entdo resfriadas em gelo,
por 5 minutos. As placas foram centrifugadas por 4 minutos, a 20°C, a 3220xg e
todo o material foi removido para placas Millipore providas de filtro e acopladas em
placas de polipropileno novas. Esse conjunto de placas foi entdo centrifugado por 5
minutos, a 3220xg, 20°C. As placas com filtro foram removidas e descartadas e as
placas de polipropileno, contendo o material filtrado, foram adicionados 110 uL de
isopropanol absoluto. O material foi misturado por inversdo e as placas foram
centrifugadas por 45 minutos, 3220xg, a 20°C, com o objetivo de precipitar o DNA
plasmidial. O sobrenadante foi entdo descartado e o precipitado foi lavado com 200
uL de etanol 70% gelado. As placas foram centrifugadas por 5 minutos nas mesmas
condicbes de rotagcdo e temperatura descritas anteriormente. ApOs esse
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procedimento, 0 sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em temperatura
ambiente, por 60 minutos. O DNA plasmidial precipitado foi entdo ressuspendido em
75 uL de agua filtrada autoclavada e quantificado poe eletroforese em um gel de
agarose 0,8%, a 100 V por 60 minutos, usando como padrdes de peso molecular
50, 100 e 200 ng do plasmideo pGEM.

3.1.4.2 Reacao de PCR e seqliénciamento

O DNA plasmidial extraido e quantificado foi usado numa concentracao de
100 ng, com 2 uL de primer (10U) (M13-pUC #1201-R ou #1211-F), 2uL de Big Dye
[Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reactions (Applied Biosystems —
Cat No. 4314419)], 2 uL de tampao de reagado e agua filtrada e esterilizada q.s.p.
10uL. A reagao foi conduzida em termociclador com os seguintes ciclos: 2 minutos a
96°C para uma desnaturacdo inicial e 40 ciclos de 10 segundos a 96°C
(desnaturacéo), 20 segundos a 52°C (pareamento) e 4 minutos a 60°C para
extensao final. Ap6s a amplificagdo, o material foi precipitado, desnaturado com Hi-
Di-Formamida a 95°C, por 5 minutos, sendo entdo sequienciado no 3700 DNA
Analyzer ABI Prism (Applied Byosystems).

Para o sequenciamento, todo o procedimento descrito anteriormente foi
realizado com 96 clones escolhidos ao acaso a fim de se verificar a validade das
bibliotecas (avaliar a porcentagem de vetores presentes nas sequéncias, verificar se
o fragmento escolhido esta distribuido por todo o genoma da bactéria e confirmar o

tamanho do inserto) através do software Phred/phrap/Consed.

3.1.4.3 Analise das sequéncias geradas

Apo6s o sequenciamento, os eletroferogramas de sequéncias de DNA
foram analisados pelo programa PhredPhrap (EWING & GREEN, 1998) e Consed
(GORDON et al.,, 1998) a fim de gerar sequéncias no formato FASTA, avaliar a

qualidade e realizar alinhamento das mesmas. Sequéncias apresentando valores
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phred igual ou maior que 20 foram consideradas satisfatdrias e usadas no estudo.
Posteriormente as seqiéncias FASTA foram submetidas ao “GenBank” do “National
Center for Biotechnolgy Information” (NCBI), através do programa BLASTN, para
comparagcao com seqléncias similares de nucleotideos depositadas no banco de
dados.

A biblioteca Be587 foi analisada em busca de possiveis ORFs,
procurando as melhores sequéncias para selecao de clones que foram utilizados na
montagem do microarranjo Be587. Durante este processo foi utilizado o programa
“OC Identifier tool” (CANTAO et al,, 2007). O consenso das seqiiéncias foi
comparado também com outros genomas de rizébios ja sequenciados e

depositados no rhizobase (http://bacteria.kazusa.or.jp/rhizobase/ ).

3.2 Construcao dos Microarranjos de DNA

3.2.1. Construcao da Sonda (Chip) de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587
3.2.1.1. Amplificacao do DNA plasmidial

A reacao de PCR foi realizada em um volume total de 20uL contendo
tampao (1x), MgCl, (1,5mM), dNTPs (200uM), Tag DNA polimerase (1U),
oligonucleotideo iniciador (primer universal) M13-pUC #1201-R e #1211-F (5
pmoles de cada), DNA plasmidial (25ng) e agua esterilizada para completar o
volume. As reacdes foram realizadas em termociclador sendo utilizados os
seguintes passos: 1 ciclo de desnaturacao a 96°C por 1 minuto, 40 ciclos (20
segundos a 96°C, 30 segundos a 50°C e 4 minutos a 72°C) e 1 ciclo final a 72°C
por 5 minutos. As amostras amplificadas foram mantidas a 4°C.
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3.2.2. Impressao robética dos produtos de PCR

Os produtos purificados (15uL) foram adicionados em placas (96 wells)
contendo 15uL de DMSO (50%). A impressao dos microarranjos foi feita em laminas
de vidro tratadas com aminosilanos por um equipamento robotizado de alta
precisao (GMS 417 Arrayer, Affymetrix/Genetic MicroSystems). Os pontos nas
laminas ou spots foram impressos a uma distancia determinada (250um) um do

outro na forma de array, em duplicata.

3.2.3 Fixacao dos DNAs Impressos nas laminas

Os DNAs impressos foram reidratados com vapor d’agua a 75°C por cerca de
5 segundos (as laminas foram mantidas suspensas, com a face contendo DNA
impresso em contato com o vapor) e incubadas por 1 minuto a 70°C. Em seguida, o
DNA foi fixado em uma camara de UV cross-linker regulada para 1300x100pJ/cm?.
As laminas foram novamente incubadas a 70°C por 2 horas e mantidas em

dessecador até o momento da hibridizago.

3.2.4. Cultivo das bactérias

As bactérias Azorhizobium caulidonans LGM 6465, Bradyrhizobium elkanii
Semia 587, Bradyrhizobium japonicum LGM 6138, Mesorhizobium huakuii LGM
14107, Rhizobium leguminosarum bv. trifolii LGM 8820 , Sinorhizobium meliloti LGM
6133 utilizadas no trabalho foram cultivadas em meio solido de extrato de levedura-
manitol (YMA, pH 6,8) (Vincent, 1970). Posteriormente foram cultivadas em
erlenmeyers contendo meio TY (triptona 5g/L, extrato de levedura 3g/L e
CaCl,.2H,0 0,87¢g/L), (Beringer, 1974). As células bacterianas foram mantidas por
um periodo de 72 horas, a 28°C, sob agitacao (148 rpm), apds este periodo foram
submetidas a centrifugagéo (12000xg, 30 minutos a 4°C). O sedimentado foi lavado
com solucao salina (NaCl 0,85%) para remogao de polissacarideos extracelulares e
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de possiveis residuos do meio de cultura. Apds a centrifugacdo e lavagem as
células bacterianas foram usadas para extragao de DNA.

3.2.5. Extracao e purificacao do DNA genémico

As células cultivadas como descrito no item anterior foram ressuspendidas
em 1mL de solugéo salina. As suspensdes foram transferidas para tubos eppendorf
e centrifugadas a 15.600 x g por 5 minutos. Esta operagao foi repetida mais uma
vez para a total remocéo de residuos do meio de cultivo.

Os sedimentos foram ressuspendidos em 1mL de solugdo NaCI-EDTA
(0,15M; 0,01M) e incubados a 37°C por 10 minutos, em tubos Corex. Apds esse
periodo, adicionaram-se 500uL de lisozima (5mg/mL) preparada em tampao Tris-
EDTA-dextrose (10mM; 24mM; 50mM) e levados a uma nova incubacéo a 37°C por
30 minutos. Posteriormente, adicionaram-se 500uL de solucdo de SDS (duodecil
sulfato de sédio) a 20%, e novamente realizou-se uma outra incubagdo a 56°C
durante 20 minutos.

Decorrido o tempo de incubacgao, foram adicionados a suspensao 500uL de
solucdo de perclorato de sédio 5M, gota a gota com agitacao suave. Em seguida,
adicionaram-se 2mL de solugdo de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1),
deixando-se por 1 hora em agitacao orbital a 220 rpm em banho de gelo. Apds esse
periodo de incubagdo, o material foi centrifugado a 12.000xg, por 20 minutos, a 4°C.
Coletou-se entao a fase superior com auxilio de uma pipeta Pasteur, transferindo-a
para outros tubos de ensaio limpos. A fase recuperada adicionaram-se 2mL de
solugéo cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) procedendo-se uma agitagcao orbital por
20 minutos a 220 rpm, novamente em banho de gelo.

O material foi centrifugado a 5.860xg por 20 minutos a 4°C, e apds esse
passo, realizou-se a coleta da fase superior, a qual foi novamente transferida para

tubos limpos. Mais uma vez, 2mL de cloroférmio-alcool isoamilico foram
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adicionados, repetindo o procedimento anterior, até a recuperagao e transferéncia
da fase superior para tubos limpos onde foram adicionados 2 volumes de etanol
95% (gelado) seguido de uma agitagdo manual suave e incubagdo a -20°C por 12
horas para a precipitacdo do DNA. Apds as 12 horas, centrifugou-se o material a
5.860xg por 20 minutos a 4°C, descartando-se entdo o sobrenadante. Apds
centrifugagcdo o precipitado foi lavado por duas vezes com 1mL de etanol 70%
(gelado) de maneira rapida e cuidadosa para evitar a perda do DNA. Os tubos
foram entao vertidos sobre papel absorvente, e depois uma espera de 30 a 40
minutos em temperatura ambiente para eliminar o excesso de etanol.

O DNA foi transferido para um microtubo plastico através da adicdo de 1 mL de
tampao TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM) e estocado a -20 °C, posteriormente foi

quantificado em espectrofotometro a uma absorbancia de 260 nm.

3.2.6 Biochip de DNA de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587

Os fragmentos de DNAs obtidos por PCR das sequéncias contendo 2654
genes selecionados foram dispostos em 33 placas estéreis de poliestireno (96-well
assay plate, 250uL) constituindo o estoque de DNA dos clones, mantidos a —20°C
até o momento da amplificacdo. Este material foi submetido a eletroforese e esse
estoque de DNA foi utilizado na PCR para a obtencao e andlise dos fragmentos. O
material amplificado pela PCR foi impresso (spotted) nas |laminas para a fabricacao
do microarranjo de DNA de B. elkanii.

Para a construgcao do microarranjo em laminas todo o material foi impresso
com uma replica e distancia de 250um entre cada spot (espacamento entre o centro
do primeiro spot € o centro do quarto spof) e a geometria usada foi desenhada
utilizando-se um esquema de placas 4x4. Os microarranjos foram impressos em
laminas cobertas com aminosilano comercializadas pela Corning (Cat. N° 40004).

Para a obtencdo do DNA marcado utilizou-se a metodologia proposta por
BOWTELL & SAMBROOK (2003) modificada por DALL ACQUA 2004, onde se
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realizou a quebra do DNA gendmico a ser marcado resultando em fragmentos de
500 a 1000pb.

3.2.8. Sintese de DNAs fluorescentemente marcados para hibridizacao
(Bowtell e Sambrook 2003-modificado)

O DNA extraido das estirpes bacterianas foi fragmentado por sonicacao
(Ultrassom Branson Sonifier 250) com pulsos de 10 segundos, 60W, por 1 minuto,
(em banho de gelo) a fim de obter-se fragmentos de 500 a 1000pb. O DNA
fragmentado de cada estirpe (1,5ug para cada amostra) foi incubado a 95°C por 5
minutos, sendo entao resfriado imediatamente no gelo. Adicionou-se a solugao do
kit Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen®), contendo cada um dos
nucleotideos [2uL de cada dATP, dGTP, dCTP; 1uL de TTP e 15uL de tampéao
random primers] juntamente com 4uL de Cy3-dUTP (Amersham Pharmacia) ou
Cy5-dUTP (Amersham Pharmacia), 1U de Tag DNA polimerase e 4gua destilada
g.s.p. 25uL. Apds a adicao de cada um dos reagentes da reagdo as amostras foram
incubadas por 2 horas, a 28°C para que a reagao de incorporacao dos fluoréforos
ocorresse. Os fragmentos de DNA marcados foram coletados e lavados por
centrifugacdo em filtros Microcon YM-30 (Amicon Millipor Bioseparations) (DALL
ACQUA 2004). Neste experimento todas as amostras de B. elkanii foram marcadas
com o fluoréforo Cy-3, todas demais estirpes foram marcadas com o fluoréforo Cy-
5.
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3.2.9. Hibridizacoes.

A hibridizacdo se deu no equipamento GeneTac Hybridization (Genetic
Microsystems), na qual as laminas de vidro contendo os microarranjos com DNA do
B. elkanii foram acopladas.

Os DNAs marcados das estirpes de rizébios em estudo foram misturados a
37,5 ul de solucéo de hibridizacao, contendo 8 ul de liquido blogueador RPN3601
(Amershan), 19 ul de SSC [20x] e 5,5 ul de 2% SDS, e pré-desnaturados a 95°C
por 2 min.

Cada mistura de DNA foi distribuida sobre a Iamina e hibridizada a 42°C
durante 12 horas. Apds hibridizagdo, a lamina foi lavada automaticamente e
sequencialmente em 2x SSC/0,5% SDS, 0,5x SSC e 0,05x SSC, a 25°C. Cada
lavagem correspondeu a um periodo de 15 min, com 10 seg de fluxo e 20 seg de
incubacao, durante 10 ciclos. O periodo de secagem da Iamina foi de 15 min..Todos
procedimentos foram realizados no equipamento GeneTac Hybridization (Genetic
Microsystems).

Foram utilizadas trés laminas para cada experimento, ou seja, foram
realizados em ftriplicata as extragbes de DNA, sintese de DNAs marcados e
hibridizacbes Onde cada hibridizagdo comparou sempre o DNA de B. elkanii (Cy3)
contra todas estirpes de rizébios em estudo (Cy5).

3.3. Analise dos dados.

Os sinais fluorescentes foram obtidos pelo GMS-418 Arrayer Scanner
(Affymetrix). As leituras foram feitas sob diferentes comprimentos de onda para
captar a excitagdo dos marcadores fluorescentes contidos nos DNAs: 532 nm (Cy3)
e 635 nm (Cy5).

As imagens TIFF resultantes para cada fluoréforo, Cy3 ou Cy5, foram

reunidas em uma sobreposicéo e analisadas, determinando-se a densidade do pixel
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(intensidade) para cada spot no microarranjo, utilizando-se o software ImaGene 5.5
(Biodiscovery). Uma grade de circulos independentes, correspondentes a cada spot
de DNA nos arranjos, foi desenhada sobre a imagem para designar cada spot a ser
quantificado. A quantificagéo foi calculada pela mediana da intensidade de todos os
pixels referentes ao sinal de hibridizagcao de cada spot. Os pixels classificados como
background foram automaticamente subtraidos pelo software. A localizacdo e
identificacdo de cada gene no arranjo foram definidas em um arquivo texto criado
com auxilio do programa CloneTracker 2 (Biodiscovery).

Para ajustar as diferencas sistematicas na intensidade relativa de cada canal,
os dados quantificados foram exportados e transformados pelo software GeneSight
5.5 (Biodiscovery). A utilizacdo de métodos de suavizagdo de diagramas de
dispersao tornou-se a abordagem mais eficaz na normalizacdo e correcdo das
intensidades pré-analises estatisticas (QUACKENBUSH, 2002). Este processo,
definido como normalizagdo, foi aplicado seguindo os parametros de correcao
lowess (locally weighted linear regression), com um método de normaliza¢ao local
(o algoritimo € aplicado em subsets fisicos dos dados, isto é um subgrid)
(Quackenbush, 2002).

Os DNAs de Azorhizobium caulidonans, Bradyrhizobium japonicum,
Mesorhizobium huakuii, Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii e Sinorhizobium
meliloti, foram comparados ao genoma parcialmente seqlenciado de
Bradyrhizobium elkanii contido no microarranjo de DNA. Essa comparacéo foi feita
através da determinagdo da razéo (r) da mediana das intensidades de cada ORF
nos spots, nas triplicatas de microarranjos. As razdes representam o nivel relativo
de DNAs hibridizados para cada gene de B. elkanii, em cada comparacdo de
genoma. As razdes (Cy5/Cy3) foram calculadas de tal forma que Log r (base 2), do
valor absoluto das hibridizagdes, apresentou-se negativos para intensidades que
foram superiores em B. elkanii, ou nulos para genes que estavam em ambos
genomas com igual intensidade. Em contrapartida, os valores mostraram-se
positivos para intensidades superiores nas estirpes comparadas, ou seja, genes
com menor numero de cépias em B. elkanii. Baseado nas observacdes de
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TABOADA et al., (2004) na qual genes foram considerados conservados se o sinal
diferenciou por menos do que um fator de dois ou seja, Log da razdo variando entre
-1.0 e +1.0.

3.4 Agrupamento funcional dos resultados obtidos.

Os genes foram distribuidos através de diferentes grupos funcionais, de
acordo com suas fungdes celulares. Para conhecer as fungdes de cada gene nas
bactérias estudadas foi realizada uma anotacao funcional automatica para cada
comparagao de genoma realizada. Um conjunto de “scripts perl” (desenvolvidos
pelo bioinformata Mauricio E. Cantao) e o programa BlastX foi utilizado na anotacao
funcional dos genes.

As sequéncias de nucleotideos de B. elkanii, correspondentes aos genes que
hibridizaram nas laminas, foram comparadas ao B. japonicum (KANECO et al,,
2002) pelo programa BlastX, para verificacdo de similaridade em todas estirpes
estudadas. Posteriormente o relatério gerado pelo BlastX foi filtrado por um script
perl. As seqUéncias que apresentaram alta similaridade foram categorizadas
através de outro script, baseando-se na categorizacao do genoma de B. japonicum
(KANECO et al., 2002) que foi anotado de acordo com as categorias funcionais de
Ménica Riley (1993). Os dados categorizados no presente estudo foram os mesmos
relativos ao B. japonicum (KANECO et al., 2002) utilizados no banco de dados

Rhizobase (www.kazusa.org.jp/rhizobase). Sequéncias categorizadas como

hipotéticas passaram por nova comparagdo de similaridade, usando o programa
BlastX, contra o banco NCBI, para avaliar possivel mudanga na anotacao realizada.
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3.5. Analise Filogenética

Trés arvores filogenéticas foram construidas para comparar os diferentes
niveis de resolucao filogenética quando baseadas em diferentes nimeros de genes,
todas utilizaram o método da maxima parciménia.

A primeira arvore filogenética na figura 3, utilizou apenas seqiéncias do gene
16S rRNA para cada bactéria analisada. As sequéncias de nucleotideos foram
recuperadas do NCBI, alinhadas no programa ClustalX (THOMPSON et al., 1997) e
posteriormente utilizadas no programa Mega2 (KUMAR et al., 2001) , adotando o
método da maxima parciménia.

A segunda arvore filogenética, (figura 4), foi construida apés a verificacdo de
quais genes estavam presentes em todas as bactérias analisadas com as restricoes
citadas a seguir. Os genes, apdés os calculos para retirada de background,
realizagdo da normalizacao e conferéncia das medianas, tiveram o valor de log da
razdo transferidos para planilhas, esses valores foram colocados em uma tabela no
programa Excel. Os resultados das hibridizagdes, na forma de log da razéo, foram
colocados em colunas lado a lado, para todas as bactérias analisadas. As linhas da
tabela que ndo continham valores, ou seja, que nao hibridizaram em uma ou mais
bactérias, ou apresentavam valores muito negativos, foram excluidas desta analise.
Um intervalo de Log da razdo entre -1 e 1 foi adotado baseando-se em TABOADA
et al., (2004). As sequéncias desses genes para cada bactéria analisada foram
buscadas no Genbank, concatenadas e finalmente alinhadas. Sé entdo foi
construida uma arvore filogenética usando o programa MEGA 2 (KUMAR, et al.,
2001) através do método da maxima parcimonia.

Na terceira arvore filogenética, representada na figura 5, 1972 genes que
hibridizaram nas trés laminas, apdés serem analisados nos softwares ImaGene e
GeneSight, tiveram o valor de log da razdo verificados e transformados em 0 e 1.
Valores do log da razdo maiores ou iguais a 0,5 foram considerados como 1
indicando presenca em ambas bactérias hibridizadas, quando menores que 0,5
foram considerados como ausentes ou 0 (WAN et al., 2007). Uma matriz binaria foi
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construida com esses valores e analisada no programa Phylip (FELSENSTEIN,

2004), para a construcao de uma arvore filogenética utilizando maxima parcimdnia.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Construcao das bibliotecas plasmideais Be587, seqlienciamento e selecao
de genes para composicao do microarranjo de DNA.

O sequienciamento gendémico de B. elkanii SEMIA 587 teve inicio no
Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP) a partir de 2002
(PRADO, 2004), quando foram contabilizados 9024 clones de bibliotecas de
“shotgun”. Posteriormente SOUZA (2006) ampliou as bibliotecas de “shotgun”
Be587 em 9471 clones, atingindo um montante de 18495 clones. A partir do
sequenciamento de DNA destes clones foram obtidas 16016 seqUéncias com
tamanho de fragmentos entre 0,6 a 1,6 Kb.

Apds anadlises computacionais 4265 sequéncias foram excluidas por
apresentarem problemas e 11751 foram utilizadas para montagem do genoma
Be587. Dentre as seqUéncias selecionadas, 10176 apresentaram mais de 400
bases com qualidade phred igual ou superior a 20, equivalente a um percentual
maior que 86% do total de sequéncias. A montagem gendmica produziu 2522
“contigs” compostos por 8043 seqliéncias. Quando comparado aos 8317 genes de
B. japonicum (KANEKO et al.,, 2002), observou-se uma média de 3250 genes
identificados em B. elkanii SEMIA 587, o que corresponde a 39% de genes
identificados em B. japonicum USDA 110.

A ferramenta “OC Identifier” selecionou clones contendo ORF Unica para
cada seqUéncia. Esses clones contendo ORFs Unicas foram selecionados para
compor o microarranjo de DNA Beb587. Esta abordagem de selecdo de clones
possibilitou a composigédo do microarranjo de DNA de B. elkanii 587, contendo 2654
genes (CANTAO et al., 2007). A presenca de genes relacionados as categorias de
diferentes grupos funcionais, incluindo genes para nodulagdo e fixacdo do
nitrogénio, permite explorar este microarranjo para ensaios diversificados.
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4.2 Hibridizacao e analise das imagens de microarranjo de DNA

As imagens observadas na Figura 1 apresentam uma lamina do microarranjo
de DNA Be587, obtidas pelo GMS-418 Arrayer Scanner (Affymetrix), contendo DNA
sonda dos genes selecionados que a compdem, e 0s resultados da hibridizagcao
com os alvos de DNA marcados fluorescentemente. O aspecto geral destas
imagens ilustra o procedimento para os diferentes experimentos realizados, uma
vez que as imagens adquiridas na forma de “false color” sdo muito semelhantes. A
Figura 1A corresponde a lamina do microarranjo anterior ao processo de
hibridizacdo, contendo apenas os produtos amplificados por PCR e os controles
impressos. As Figuras 1B e 1C apresentam imagens do microarranjo hibridizado,
obtidas nos comprimentos de onda dos canais verde (Cy3) e vermelho (Cy5),
respectivamente. A intensidade dos “spots” observados indica a eficiéncia da
hibridizacdo da sonda contida no microarranjo com os alvos de DNA marcados
fluorescentemente.

A imagem sobreposta (Figura 1D) foi obtida através da composicao realizada
pelo programa ImaGene (Biodiscovery). Ressalta-se que a coloragdo das imagens
séo falsas, uma vez que o sinal emitido pela fluorescéncia é decodificado pelo
programa de analise e interpretado de forma matematica. Contudo, a sobreposicao
dos canais produz uma imagem que permite uma rapida visualizagao qualitativa de
um experimento de microarranjo de DNA, revelando informag¢des sobre o balanco
de cores, uniformidade da hibridizagdo, uniformidade dos “spots”, “background” e
artefatos que possam ocorrer no experimento. Também é possivel se ter uma
impressao grosseira e superficial, do numero de genes que sao hibridizados entre
duas bactérias, uma vez que a coloracao dos “spots” (verde, vermelho ou amarelo)

indica em qual bactéria, ou em ambas, um gene esta presente (Figura 1).
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Figura 1: Imagens “false color” dos “spots” que compdem o microarranjo de DNA De
B. elakanii 587, impresso em |lamina de vidro. (A) DNA sonda sem hibridizacéo; (B)
DNA sonda hibridizado escaneado no canal verde (532 nm/Cy3); (C) DNA sonda
hibridizado escaneado no canal vermelho (635 nm/Cy5); (D) Imagem de uma
composicao obtida através da sobreposigao das leituras verde/vermelho, realizada
pelo programa ImaGene. O detalhe mostra as relagdes entre os sinais para Cy3 e
Cyb5.
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Apoés a quantificagdo dos sinais hibridizados, procede-se a normalizagao dos
dados. Esta técnica matematica minimiza as discrepancias dos dados de diferentes
experimentos devido a variaveis nao bioldgicas tais como preparagdo de amostras,
condicbes de hibridizacdo, marcagdo, quantidade de sonda, entre outros. As
intensidades da fluorescéncia vermelha (Cy5) sdo freqlentemente inferiores as
intensidades verdes (Cy3), devido a uma incorporacao relativamente menor dos
nucleotideos Cy5. Assim, dado as diferencas observadas entre as intensidades
vermelha e verde, causada por fatores ndo inerentes a resposta bioldgica, a
normalizacdo pode ser definida como um nivelamento matematico dos dados
(YANG et al., 2002).

4.3. Comparacao de genomas por hibridizacao

Para a obtencdo dos genes ortdlogos entre todas as bactérias no estudo,
inicialmente foram realizadas comparacdes por hibridizacdo dos DNAs das espécies
com o genoma parcial B. elkanii nas laminas de vidro em triplicatas.

Os genes foram distribuidos através de diferentes grupos funcionais, de
acordo com suas fungdes celulares, baseado nas categorias funcionais de Ménica
Riley (1993), como pode ser visto no anexo 1 do apéndice.

Inicialmente foram realizadas comparagdes de categorizacdo entre os
bancos de dados Rhizobase, GO (ASHBURNER, et al., 2000) e COG (TATUSOV et
al., 2004). Embora muito utilizado na atualidade o GO (Gene Ontology) inicialmente
foi desenvolvido para auxiliar no processo de anotacdo de ORFs oriundas de
eucariotos, talvez por conta disso ainda nao apresente um amplo volume da dados
de procariotos, 0 que pode ter causado o0 baixo desempenho na categorizacédo
automética dos resultados do presente estudo. Embora o COG (Cluster Ortolog
Genes) também armazene dados de procariotos, os resultados apresentados foram
inferiores ao apresentado pelo Rhizobase. Por esse motivo os dados categorizados
no presente estudo foram obtidos através de comparagcdo com o B. japonicum
(KANECO et al, 2002) depositado no banco de dados Rhizobase
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(www.kazusa.org.jp/rhizobase). Esse genoma foi anotado baseado nas categorias

funcionais de Ménica Riley (1993).

Tabela 1 — Numero de genes em comum entre o genoma parcial de B.
elkanii e B. japonicum distribuidos por grupos funcionais.

] Porcentagem
Categorias Unicos correspondente
no B. elkanii
1-Aminodcido e biossintese 62 98
2-Biossintese de cofatores, grupos
- 69 97
prostéticos e carreadores
3-Envelope celular 38 95
4-Processos celulares 88 96
5-Metabolismo intermediario central 80 96
6-Metabolismo energético 122 96
7-Metabolismo de acidos graxos,
e 91 97
fosfolipideos e esterol
8-Purinas, pirimidinas, nucleosideos e
) 33 97
nucleotideos
9-Funcdes regulatérias 121 96
10- Recombinacao, reparo e replicagdo do
50 96
DNA
11-Transcricdo 19 92
12-Tradugao 79 96
13-Proteinas de transporte e ligacao 235 94
14-Outras categorias 343 95
15-Hipotéticas 530 96
Total 1960 97

A hibridizagao realizada entre B. elkanii e B. japonicum foi a que apresentou
maior numero de genes em comum, como pode ser observado na tabela 1 acima,
com destaque para a categoria hipotética.

Nas laminas de B. elkanii haviam mais de uma cépia do mesmo gene, no
entanto, somente 0s genes Unicos, ou seja, aqueles que nao apresentaram
repeticdes foram incluidos na tabela 1. A segunda coluna mostra em porcentagem
quanto equivale os genes unicos, coluna da esquerda, em relacdo ao total de
genes unicos do B. elkanii.



39

Embora a categoria hipotética tenha apresentado um elevado numero de
genes em comum entre as bactérias comparadas na tabela 1, ao observar o valor
de porcentagem, é possivel verificar que a categoria de aminodacidos e biossintese,
foi a que apresentou a maior porcentagem de genes em comum. A distribuicao dos
genes em subcategorias funcionais pode ser observada no anexo 3 do apéndice.

Dos 2654 genes, incluindo os genes repetidos de B. elkanii, 2087 eram
diferentes ou unicos. Desses 2087 genes unicos, ou sem repeticdes do B. elkanii
presentes na lamina, 1960 apresentaram-se em comum entre as duas bactérias da
tabela 1. No entanto esse elevado nimero de genes em comum ja era esperado,
pois ambas pertencem a mesma familia Bradyrhizobiaceae (GARRITY et al., 2006)
confirmando a classificacao taxon6mica atual como adequada para estas bactérias.

Classificado inicialmente por SKERMAN et al., 1980, como Rhizobium
japonicum, teve seu nome alterado para Bradyrhizobium japonicum por JORDAN
(1982). Atualmente é classificado como filo: Proteobacteria, classe: Alpha
Proteobacteria, ordem: Rhizobiales, familia: Bradyrhizobiaceae, ordem:
Bradyrhizobium, espécie: Bradyrhizobium japonicum.

A espécie Azorhizobium caulinodans foi determinada por DREYFUS et al.,
(1988) que observaram caracteristicas fenotipicas e genotipicas singulares na
bactéria que nodula plantas de Sesbania rostrata.

Na tabela 2 é possivel observar os genes em comum entre B. elkanii e A.
caulinodans, que baseados na técnica de CGH microarray, apresentaram elevado
numero de genes em comum na maioria ds categorias funcionais. Entre as
bactérias do estudo, A. caulinodans apresentou um elevado numero de genes em
comum na maioria das categorias funcionais, no entanto o valor total foi o menor de
todas as bactérias comaparadas.

Uma das possiveis explicacdes para esse resultado € que esta espécie € a
Unica entre as bactérias comparadas a nodular o caule de diferentes espécies de
Sesbania. No anexo 4 do apéndice € possivel observar a distribuicdo dos genes em

subcategorias funcionais.
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Tabela 2 - Numero de genes em comum entre o0 genoma parcial de B.

elkanii e Azorhizobium caulinodans distribuidos por grupos funcionais.

] Porcentagem
Categorias Unicas correspondente
no B. elkanii
1-Aminoacido e biossintese 68 99
2-Biossintese de cofatores, grupos
oo 74 99
prostéticos e carreadores
3-Envelope celular 40 98
4-Processos celulares 91 99
5-Metabolismo intermediario central 85 92
6-Metabolismo energético 124 98
7-Metabolismo de acidos graxos,
S 92 98
fosfolipideos e esterol
8-Purinas, pirimidinas, nucleosideos e
) 33 92
nucleotideos
9-Funcgodes regulatérias 126 99
10- Recombinacao, reparo e replicagao do
53 98
DNA
11-Transcrigao 21 47
12-Tradugéo 86 99
13-Proteinas de transporte e ligacao 245 99
14-Outras categorias 212 60
15-Hipotéticas 417 76
Total 1767 85

Atualmente a bactéria Azorhizobium caulinodans encontra-se classificada
sistematicamente, de acordo com GARRITY (2005), no filo: Proteobacteria, Classe:
Alpha Proteobacteria, Ordem Rhizobiales, Familia: Hyphomicrobiaceae, Género:
Azorhizobium, espécie: Azorhizobium caulinodans.

Batizado em homenagem a um professor chinés de microbiologia do solo,
pioneiro na investigacdo de microssimbiontes isolados da planta Astragalus sinicus,
a bactéria Mesorhizobium huakuii foi inicialmente classificada como Rhizobium
huakuii (CHEN et al., 1991). Posteriormente JARVIS et al (1997) a classificaram
como Mesorhizobium huakuii. Atualmente de acordo com GARRITY (2005) essa
bactéria encontra-se classificada como filo: Proteobacteria, classe: Alpha
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Proteobacteria , ordem: Rhizobiales, familia: Phyllobacteriaceae, género:
Mesorhizobium, espécie: Mesorhizobium huakuii.

Uma caracteristica interessante dessa bactéria € que ela apresenta pouca
capacidade, ou na maioria das vezes € incapaz, de nodular outra leguminosa, que
nao seja a Astragalus sinicus, planta utilizada para adubagao verde na rotacdo com
a cultura do arroz em campos da China, Coréia e Japao.

Na tabela 3 € possivel observar os genes em comum entre B. elkanii e M.
huakuii quando comparados pela técnica de CGH microarray, o anexo 5 do

apéndice revela a distribuicdo dos genes em subcategorias funcionais.

Tabela 3 - Numero de genes em comum entre o genoma parcial de B.
elkanii e Mesorhizobium huakuii distribuidos por grupos funcionais.

] Porcentagem
Categorias Unicos correspondente
no B. elkanii
1-Aminoécido e biossintese 67 97
2-Biossintese de cofatores, grupos 73 97
prostéticos e carreadores
3-Envelope celular 40 98
4-Processos celulares 89 97
5-Metabolismo intermediario central 85 92
6-Metabolismo energético 119 94
7-Metabolismo de acidos graxos, 89 95
fosfolipideos e esterol
8-Purinas, pirimidinas, nucleosideos 33 92
e nucleotideos
9-Funcdes regulatorias 126 99
10- Recombinagao, reparo e 51 94
replicacao do DNA
11-Transcricao 22 49
12-Tradugéo 83 95
13-Proteinas de transporte e ligacéo 240 97
14-Outras categorias 268 76
15-Hipotéticas 461 84

Total 1846 88
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A tabela 3 apresenta um nimero intermediario de genes em comum entre B.
elkanii e M. huakuii , sendo maiores do que os apresentados nas tabelas 2 e 5,
porém menores do que nas tabelas 1 e 4.

Apo6s a comparagao de B. japonicum, a comparagao que apresentou maior
numero de genes em comum com B. elkanii foi Rhizobium leguminosarum, como
pode ser visto ao comparar os valores das tabelas 4 e 1. A distribuigdo de genes em
subcategorias funcionais pode ser observada no anexo 6 do apéndice. Atualmente
€ classificado como filo: Proteobacteria, classe: Alphaproteobacteria, ordem:
Rhizobiales, familia: Rhizobiaceae género: Rhizobium, espécie: Rhizobium
leguminosarum (GARRITY 2005).

Tabela 4 - Numero de genes em comum entre 0 genoma parcial de B.
elkanii e Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii distribuidos por grupos

funcionais.
] Porcentagem
Categorias Unicos correspondente
no B. elkanii
1-Aminoécido e biossintese 65 94
2-Biossintese de cofatores, grupos 79 9%
prostéticos e carreadores
3-Envelope celular 39 95
4-Processos celulares 85 92
5-Metabolismo intermediario central 91 99
6-Metabolismo energético 107 85
7-Metabolismo de acidos graxos, 88 94
fosfolipideos e esterol
8-Purinas, pirimidinas, nucleosideos 35 97
e nucleotideos
9- Funcdes de Regulagéao 123 97
10- Recombinagao, reparo e 50 93
replicacao do DNA
11-Transcricao 44 98
12-Tradugéao 54 62
13-Proteinas de transporte e ligacao 231 93
14-Outras categorias 329 93
15-Hipotéticas 510 93

Total 1918 92
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Esta espécie é subdividida ainda em trés biovares : phaseoli, trifolii e vicieae
(GARRITY 2005) baseados na sua especificidade de nodulagdo em plantas como
feijao, trevo e ervilhaca respectivamente.

A espécie Sinorhizobium meliloti, originalmente classificada como Rhizobium
meliloti teve a classificacdo atual proposta por DE LAJUDIE et al., (1994). A
classificagdo atual desta bactéria é filo: Proteobacteria, classe: Apha Proteobacteria,
ordem: Rhizobiales, familia: Rhizobiaceae, género: Sinorhizobium, espécie:
Sinorhizobium meliloti (GARRITY 2005).Entre todas as bactérias comparadas a B.
elkanii foi a que apresentou menor numero de genes em comum como pode ser
observado na tabela 5. No anexo 7 do apéndice também é possivel verificar a

distribuicao dos genes em comum distribuidos em subcategorias.

Tabela 5 - NUomero de genes em comum entre 0 genoma parcial de B.

elkanii e Sinorhizobium meliloti distribuidos por grupos funcionais

] Porcentagem
Categorias Unicos correspondente
no B. elkanii
1-Aminoécido e biossintese 61 88
2-Biossintese de cofatores, grupos 59 79
prostéticos e carreadores
3-Envelope celular 36 88
4-Processos celulares 82 89
5-Metabolismo intermediario central 80 87
6-Metabolismo energético 112 89
7-Metabolismo de acidos graxos, 85 90
fosfolipideos e esterol
8-Purinas, pirimidinas, nucleosideos 59 81
e nucleotideos
9-Funcdes regulatorias 109 86
10- Recombinagao, reparo e 51 94
replicacao do DNA
11-Transcricdo 18 40
12-Traducgao 77 89
13-Proteinas de transporte e ligacao 228 92
14-Outras categorias 319 90
15-Hipotéticas 487 89

Total 1833 88
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Esta bactéria que teve seu genoma completamente seqlenciado por
GALIBERT et al 2001, é capaz de nodular alfafa (Medicago sativa), soja, além de
plantas dos géneros Melilotus e Trigonella (GARRITY 2005).

A espécie Bradyrhizobium elkanii foi determinada por KUYKENDAL et al.,
(1992). Esta espécie de bactéria, assim como B. japonicum, normalmente induz a
formacdo de nédulos em espécies de plantas de soja (Glycine) e siratro
(Macroptilium atropurpureum). Contudo, B. elkanii também induz nddulos em
plantas do fenétipo ndo nodulante de soja rjirj1, “black-eyed peas” (Vigna) e
“‘mungbean”. RUMJANEK et al., (1993) classificou as estirpes brasileiras 29W
(SEMIA 5019) e 587 (SEMIA 587) como pertencentes a espécie Bradyrhizobium
elkanii baseado na similaridade de sequéncias 16S rDNA e reatividade de
anticorpos contra sorogrupos de estirpes internacionais, USDA76 e USDA 31.

Estas linhagens de B. elkanii brasileiras atualmente levam o prefixo da Se¢ao
de Micobiologia Agricola (SEMIA) e fazem parte da colecdo de rizdbios da
FEPAGRO. Assim, a classificacao sisteméatica atual da estirpe SEMIA 587, utilizada
neste estudo, com a inclusdo da nova familia Bradyrhizobiaceae (GARRITY et al.,,
2006), pode ser observada abaixo: Filo: Proteobacteria; Classe: Alpha
Proteobacteria; Ordem: Rhizobiales; Familia: Bradyrhizobiaceae; Género:
Bradyrhizobium Espécie: Bradyrhizobium elkanii.



88 c6 88 g8 148 ,80¢ |elol
68 €6 ¥8 9. L6 LYS seonolodiH-G|
06 €6 9. 09 L6 14°1 selobales sennO-y |
26 €6 L6 66 g6 8¥¢c oedehi| o ajodsuel) ap Seuldloid-€|
68 29 g6 66 16 /8 oednpel]-z|
(0% 86 6v A4 A% 1% oeduosuel |- |
¥6 €6 76 86 €6 ¥S VNQ op oedeojdal & osedas ‘oedeuiquioday -0}
98 .6 66 66 g6 X" seuole|nbal seodun4-6
I8 L6 6 6 6 9€ S08pPI109[ONU 8 SOBPIS08|oNU ‘seulpiwlid ‘Seulind-g
0J9]Sd
06 v6 56 86 L6 v6 8 s0ap]di|0jso} ‘soxelb soploe ap oEm__oe_Bw_\”_-m
68 g8 76 86 .6 9l oonebisus owsijogelsn-9
/8 66 6 4] .8 4] [eJlU82 oLeIpaWISlUl OWSI|OgBIBIN-G
68 6 L6 66 96 6 S9JB|N|92 S0SS820.d-¥
88 g6 86 86 €6 (8% Jejnj@o adojpaug-g
salopealled
6. 96 26 66 <6 aL 9 s091191s04d sodnub ‘sai0}e}00 ap omoE_mmo_m_-m
88 ¥6 L6 66 06 69 9S0JUISSOIq 8 OpPIDBOUIWY- |
% % % % % soorun selobalen
Jojow  WNIDSOUNUN3a] 1NYLNY  subpoulinpd  wmotuodvl  1nuvyo
S o W A4 q q

‘sieuolouny sodnib i1od sopinquisip sepesedwod seldloeq

sepo)] e seAljead suabejuasiod se @ eulwe| eu juey@ ‘g 9p Sodilun sauab ap oJowNN - 9 ejeqel

Sy



46

Na tabela 6 € possivel observar que o B. japonicum é a bactéria que
apresenta a maior porcentagem total de genes em comum com B. elkanii.,
especialmente devido as categorias:Outras categorias e a Hipotéticas, que foram
maiores do que todas as bactérias comparadas. Também apresentou uma
distribuicao razoavelmente uniforme de genes em comum com B. elkanii entre todas
as categorias, com excecao feita a categoria trasncricao.

Outro dado interessante é que A. caulinodans apresentou um grande numero
de genes em comum na maioria das categorias, superando até mesmo o B.
Jjaponicum. Entretanto as categorias: Outras categorias, Hipotétias e transcrigao,
foram suficientemente diferentes para fazer com que esta bactéria apresentasse a
menor porcentagem total de genes em comum com B. elkanii.

Apl6s B. japonicum a bactéria que apresentou maior percentagem total de
genes em comum com o B. elkanii foi o R. leguminosarum bv Trifolii. Isso poderia
justificar o porque das bactérias pertencentes a familia Bradyrhizobiaceae terem
sido classificada como rizébios no inicio da taxonomia bacteriana.

Contudo é importante ressaltar que o genoma do B. elkanii utilizado no
estudo ainda encontra-se incompleto, por isso os valores dessa comparacao
poderdo sofrer alteragdes quando essa analise puder ser feita com o genoma
completo.

Todas as comparagoes citadas anteriormente tiveram como objetivo fornecer
dados para a realizacdo da busca dos genes que estavam em comum entre todas
as bactérias.

Através dessas analises foi possivel observar sessenta e cinco seqléncias
de genes em comum entre todas as bactérias analisadas, (figura 2), a distribuicao
desses genes em subcategorias funcionais, assim como a identificacdo de cada
gene pode ser observada no anexo 2 do apéndice.

Posteriormente as sequéncias de B. elkanii foram identificadas, apds serem
comparadas as sequUéncias de proteinas de B. japonicum no banco de dados
Rhizobase e posteriormente as armazenadas no banco de dados de proteinas do
NCBI.
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Figura 2. Numero de genes em comum entre o genoma parcial de B. elkanii e
Sinorhizobium meliloti, M. huakuii, R. leguminosarum bv. Trifolii, B. japonicum, A.
caulinodans distribuidos por categorias funcionais dentro do intervalo do log da

razao variando entre -1 e 1.
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9-Funcgodes regulatérias

2-Biossintese de cofatores, grupos
prostéticos e carreadores

10- Recombinacao, reparo e replicacao
do DNA

3-Envelope celular

12-Tradugéao

4-Processos celulares

13-Proteinas de transporte e ligacao

5-Metabolismo intermediario central

14-Outras categorias

6-Metabolismo energético

15-Hipotéticas

7-Metabolismo de acidos graxos,

fosfolipideos e esterol

8-Purinas, pirimidinas, nucleosideos e
nucleotideos
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Inicialmente foi observado através de anotagdo automatica que a maioria dos
genes em comum pertencia a categoria “Hipotéticos”. Essa categoria sempre
apresentou o maior numero de genes categorizados como pode ser observado nas
tabelas 1, 2, 3, 4 e 5. Nos genomas sequenciados de B. japonicum (KANECO et al.,
2002), S. meliloti ( GALIBERT et al., 2001) e R. leguminosrum (YOUNG et al., 2006)
também foi observado um elevado numero de genes hipotéticos ou desconhecidos.

Para reduzir o nimero de genes hipotéticos, foi realizada uma anotacao
manual dos genes pertencentes a esta categoria. Como resultado a categoria
“Metabolismo Energético” passou a apresentar maior numero de genes em comum
entre todas as categorias analisadas, ganhando dois genes, embora o numero de
genes hipotéticos nao tenha sofrido grande redugdo, como pode ser observado na
figura 2.

Em trabalho recente SOUZA (2006) observou genes pertencentes a esta
categoria sendo mais expressos em B. elkanii quando cultivados em meio definido
para rizébio (RDM). Ainda segundo o autor isto ocorreu porque no periodo inicial de
adaptacdo ao meio de cultivo (fase lag) as bactérias no meio RDM, com qualidade
nutricional mais limitada do que os demais meios, necessitavam de maior numero
de genes para sua adaptacao.

Foram encontrados genes para todas categorias funcionais, exceto
transcricdo. Contudo cabe ressaltar que o genoma do B. elkanii no presente estudo
encontra-se parcialmente sequienciado, constando na Iamina de microarray, apenas
2654 genes. Portanto as proporcdes de genes observados em comum entre todas
as bactérias analisadas poderao ser diferentes em uma futura analise que disponha
do genoma completo.
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4.4. Analise Filogenética

Trés arvores filogenéticas com todas as bactérias presentes no estudo
foram construidas para comparar diferentes niveis de resolucao filogenética quando
baseadas em diferentes numeros de genes. Para todas as arvores foi utilizado o
método da maxima parciménia, pois com exce¢cao da arvore baseada somente na
seqliéncia do gene 16S rRNA, o numero de sitios analisados nas demais arvores foi
muito grande.

Na primeira arvore filogenética, representada pela Figura 3 foi utilizado
apenas sequéncias do gene 16S rRNA recuperadas do Genbank (NCBI) para cada
bactéria presente no estudo. O sequenciamento do gene 16S rRNA tem grande
participagdo na maneira como as bactérias sdo classificadas, j& que a taxonomia
polifasica, método mais aceito na atualidade, utiliza-se dele, juntamente com a
hibridizacdo de DNA e analise dos dados fenotipicos.

A sequéncia do gene 16S rRNA foi suficiente para separar as seis
bactérias do presente estudo, onde dois grupos foram formados. No primeiro grupo
Rhizobium leguminosarum e Sinorhizobium meliloti estdao préximos, seguido pelo
Mesorhizobium huakuii e mais distantemente o Azorhizobium caulinodans. A
proximidade observada entre S. meliloti, R. leguminosarum e M. huakuii também foi
observada por van BERKUM et al., (2003), mas em arvores construidas com base
em sequéncias do gene 23S rRNA.

95— Sinorhizobium meliloti

100 Rhizobium leguminosarum

Mesorhizobium huak uii

Azorhizobium caulinodans

Bradyrhizobium elk anii

100 Bradyrhizobium japonicum

20

Figura 3 - Arvore filogenética construida usando genes 16S rRNA de cada
bactéria. Foi utilizado o programa MEGA2 e 0 método da maxima parciménia.



50

Para investigar o motivo desse agrupamento e das incongruéncias
observadas ao se comparar a arvore construida com base no gene 16S rRNA, uma
extensa analise estatistica de genes rRNA nas bactérias estudadas foi realizada
fornecendo evidéncias que sugerem uma histéria de recombinagdo do gene 16S
rRNA (BROUGHTON, 2003) entre espécies de Mesorhizobium e Sinorhizobium
van BERKUM et al, (2003). No segundo grupo as bactérias B. elkanii e B.
japonicum aparecem agrupadas como esperado por pertencerem ao mesmo
género.

Em outro estudo envolvendo 12 espécies de rizébios foi observada
inconsisténcia na posicao do Rhizobium galegae entre arvores filogenéticas obtidas
a partir de sequéncias do gene 16S rRNA e do gene dnaK. (EARDLY. et al., 2005).
Algumas discrepancias também foram observadas para membros do género
Rhizobium nos relacionamentos filogenéticos entre isolados koreanos e estirpes de
referéncia dos géneros Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, e
Sinorhizobium quando analisados através de sequéncias do gene 16S rRNA e
regido ITS (KWON et al.,, 2005). DEWHIRST et al., (2005) também observaram
discrepancias na comparagao de arvores filogenéticas obtidas a partir de
sequéncias de 16S rRNA e 23S rRNA ao analisar diferentes espécies de
Heliobacter.

A segunda éarvore filogenética foi construida baseada nas seqiiéncias de dez
proteinas que estavam presentes em todas as bactérias analisadas.

Foi buscado no NCBI as seqliéncias das proteinas correspondentes as 65
seqglUéncias de nucleotideos que hibridizaram nas Iaminas para todas bactérias do
estudo. Entretanto a bactéria Mesorhizobium huakuii, quando pesquisada no banco
de proteinas do NCBI (15/10/2007), revelou somente trinta e trés proteinas
armazenadas, das quais somente 10 correspondiam ao conjunto das 65 buscadas
inicialmente. Esta bactéria assim como o B. elkanii ainda ndo teve seu genoma
completamente seqlenciado. Esse baixo numero de proteinas armazenadas

impediu que uma arvore filogenética contendo as sessenta e cinco sequéncias
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observadas em todas bactérias fosse construida, reduzindo o numero total a
apenas dez.

As sequéncias das proteinas utilizadas foram: NodA, NodB, N-
acetylglucosaminyltransferase, citrate synthase, ATP synthase beta, transposase,
glycosyl transferase, glutamine synthetase, enoyl CoA hydratase e Gyrase B.

J& havia sido observado em estudo anterior que o gene citrate synthase,
apresentava-se comum entre diferentes géneros de rizobios, além disso, este gene
também poderia ser usado para a construcdo de arvores filogenéticas
(HERNANDEZ-LUCAS et al., 2004). De forma similar genes como NodA, NodB e N-
acetylglucosaminyltransferase (NodC) ja tiveram suas presencas relatadas em
diferentes géneros de rizbios (KANECO et al., 2002; GALIBERT et al., 2001;
YOUNG et al., 2006).

Como na maioria das vezes 0s genes hipotéticos ou pouco conhecidos
apresentam-se em grande concentragcao nos organismos sequenciados, COMAS et
al.,, (2007) sugerem que eles apresentam grande importancia nos mecanismos de
evolucao do genoma.

Como é possivel observar na figura 4 dois grandes grupos distintos foram
identificados, um contendo quatro bactérias e outro apenas duas. No maior grupo B.
Jjaponicum, B. elkanii, com razoavel grau de identidade agruparam-se mais
proximamente. Esse resultado ja era esperado, pois ambas foram classificadas

como sendo do mesmo género.
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100 —— Bradyrhizobium japonicum

100 Bradyrhizobium elk anii

Azorhizobium caulinodans

Mesorhizobium huak uii

Sinorhizobium meliloti

100 Rhizobium leguminosarum

—
200

Figura 4 - Arvore filogenética construida utilizando seqiiéncias das proteinas: NodA,
NodB, N-acetylglucosaminyliransferase, citrate  synthase, ATP synthase beta,
transposase, glycosyl transferase, glutamine synthetase, enoyl CoA hydratase, Gyrase

B. Foi utilizado o programa MEGA2 e o método da maxima parcimdnia.

na escala evolutiva.

A sequéncia do gene 16S rBRNA €& muito utilizada na taxonomia de
procariotos, porque esse gene evolui lentamente, além do produto génico ser
essencial a sobrevivéncia da bactéria e funcionalmente conservado. Entretanto
basear a filogenia bacteriana apenas na seqiéncia desse gene nao apresenta
resultados adequados. Observou-se que a topologia de arvores obtidas das
sequéncias do gene 16S rRNA foram significativamente diferentes das arvores
construidas com base nas sequéncias do gene 23S rRNA e regido do espaco
transcrito interno (ITS) (van BERKUM et al., 2003).

Ja no segundo grupo é possivel observar apenas duas bactérias S. meliloti e
R. leguminosarum que embora estejam em um mesmo grupo, apresentam baixo
grau de identidade. Mesmo utilizando um conjunto de apenas dez sequéncias
concatenadas alguns agrupamentos das arvores representadas na figura 5
puderam se repetir na figura 4 embora ROKAS et al., (2003) sugiram um numero de
genes maior ou igual a vinte para uma anadlise genética acurada (DAUBIN et al.,
2002; KURTZMAN et al., 2003).
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A terceira arvore filogenética, representada na figura 5, baseou-se no
total de genes hibridizados na lamina, exceto aquelas que nao hibridizaram nas trés
laminas.

A figura 5 exibe uma arvore filogenética com topologia muito diferente
das arvores filogenéticas anteriores. Nela € possivel observar que embora
apresente um numero de substituigbes menor do que na arvore anterior, B. elkanii e
B. japonicum continuam no mesmo grupo, porém dessa vez A. caulinodans aparece
no mesmo grupo do género Bradyrhizobium, diferente do que ocorreu na figura 3,

mas similar ao relacionamento da figura 4.

Wesorfuzobium huakil

Sinarhizobiven meliot

Rhizobium leguminosarum

Azarhizobium caulimodans

Bradyrhizobium japonicur

Bradyrhizabium el anii

0.1
Figura 5 - Arvore filogenética baseada nas informagées provenientes de 1972
Orfs das laminas de microarray. Foram utilizados o programa Phylip e 0 método

da maxima parcimonia.

As espécies R. leguminosarum, S. meliloti e M. huakuii se apresentaram com
uma topologia completamente diferente da observada nas figuras 3 e 4.

Discrepancias em arvores filogenéticas baseada em apenas um gene foram
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observadas anteriormente (van BERKUM et al., 2003; EARDLY. et al., 2005; KWON
et al., 2005; DEWHIRST et al., 2005).

O resultado observado na figura 5 confirma diversas observacdes anteriores,
que indicam que filogenias baseadas em apenas um gene podem ser muito
suscetiveis a variagdo nas arvores filogenéticas construidas. Os resultados
reforcam a sugestdo de utilizar muitas seqiéncias na construgdo de arvores
filogenéticas para obter resultados confiaveis (DAUBIN et al., 2002; KURTZMAN et
al., 2003, EDWARDS-INGRAN et al., 2004).
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V. CONCLUSOES

1. O presente trabalho revelou sessenta e cinco genes ortélogos entre os genomas
das bactérias Azorhizobium caulinodans LGM 6465, Bradyrhizobium elkanii SEMIA
587, Bradyrhizobium. japonicum LGM 6138, Mesorhizobium huakuii LGM 14107,
Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii LGM 8820 e Sinorhizobium meliloti LGM 6133.

2. Os resultados observados no presente trabalho sugerem que quanto maior for o
numero de genes ortélogos usados na filogenia, mais confiaveis serdo as arvores

filogenéticas obtidas.

3. A técnica de CGH microarray foi adequada para a busca de genes ort6logos

entre os diferentes genomas analisados.
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VIl. APENDICE
Anexo 1 — Lista das quinze categorias e subcategorias funcionais baseadas
em Médnica Riley (1993) e utilizadas no estudo.

Biossintese de aminoacidos

l.aminodcidos aromadticos; 2 aspartato; 3.aminodcidos de cadeia ramificada; 4.glutamato
(assimilagdo de nitrogénio); 5. serina (assimila¢do de enxofre)

Biossintese de Cofatores, Grupos Prostéticos e Carreadores

1.biotina; 2.carotendide; 3.cobalamina, 4.grupo heme, 5.ficobilina e porfirina; 6.4cido
folico; 7.lipoato ; 8.menaquinona e ubiquinona; 9.molibdopterina; 10.nicotinatoe
nicotinamida; 11.pantotenato;12.piridoxina;13. quinolinato; 14.riboflavina; 15.tiamina;
16.tiredoxina, glutaredoxina e glutationa

72

Envelope Celular

I.membranas, lipoproteinas e porinas; 2.mureina e peptidoglicano; 3.polissacarideos de
superficie, lipolisscarideos e antigenos; 4.estruturas de superficie

Processos Celulares

1.divisao celular; 2.morte celular; 3.chaperoninas; 4.quimiotaxia; 5.destoxificagao;
6.secrecdo de proteinas e peptideos; 7.transformagdo; 8.transferéncias de plasmideos)

Metabolismo Intermediario Central

l.agucares aminados; 2.compostos fosféricos; 3.fixacao de nitrogénio; 4.metabolismo do
nitrogénio; 5.polissacarideos e glicoproteinas

Metabolismo Energético

1.Aminoécidos e aminas; 2.via do glicolato; 3.glicélise; 4.vias da pentose-fosfato;
5.metabolismo do piruvato e acetil-CoA; 6.actucares, ciclo do dcido tricarboxilico;
7.respiracao

|

Metabolismo de Acidos Graxos, Fosfolipideos e Esterol

> ]

Purinas, Pirimidinas, Nucleosideos e Nucleotideos

1.interconversdes e “‘salvage” de nucleosideos e nucleotideos; 2.biossintese de purinas e
pirimidinas ribonucleotidicas

Funcoes de Regulacao

10

Replicacio, Recombinacio e Reparo de DNA

11

Transcricao

1.degradacdo de RNA; 2.sintese de RNA, modificacdo e transcri¢do de DNA

12

Traducao

1.tRNA aminoacil sintetases e modificacdo de tRNA; 2.proteinas ribossomais,
degradacdo de proteinas, peptideos e glicoproteinas; 3.nucleoproteinas; modificagao
protéica e fatores de tradugdo

13

Transporte e Proteinas de Ligacao

14

QOutras Categorias

1.adaptacdes e condigdes atipicas; 2.sensibilidade a drogas e andlogos; 3.sensibilidade a
radiacdo; 4.proteinas de “WD-repeat” (repeticao de triptofano e aspartato);
5.hidrogenase; 6.transposons; 7.simbiose; 8.Outros

15

Hipotéticas

1.proteinas hipotéticas conservadas; 2.sem similaridade
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Anexo 3 - Numero de genes que estao em comum entre B. elkanii e

B japonicum, distribuidos em grupos de subcategorias funcionais.

gs;i%)r:g Subcategoria Subcategoria Funcional Diferentes
1 1 Familia de aminoacidos aromaticos 8
1 2 Familia do aspartato 14
1 3 Branched chain family 17
] 4 Familia do glutamato / Assimilagéao 14
do Nitrogénio
’ 5 Familia da Serina / Assimilacao de
Enxofre
2 1 Biotina 5
2 2 Carotenoide 2
5 3 Cobalamina, heme, phycobilin and 03
porphyrin
2 4 Acido Félico 4
2 5 Lipoato 1
2 6 Menaquinone and ubiquinone 4
2 7 Molybdopterin 2
2 8 Nicotinato e nicotinamida 2
2 9 Patotenato 1
2 10 Piridoxina 1
2 11 Quinolinato 1
2 12 Riboflavina 2
2 13 Tiamina 4
> 14 Thiorec;loxin, glutaredoxin, and 15
glutathione
2 15 OQutros 2
3 1 Membranas, lipoproteinas e porinas 9
3 2 Murein sacculus e peptideoglicano 16
3 3 Polissacarideos de superficie, 11
lipopolissacarideos e antigenos
3 4 EStruturas de superficie 2
4 1 Diviséo Celular 11
4 2 Morte celular 0
4 3 Chaperonas 14
4 4 Quimiotaxia 20
4 5 Desentoxicagao 20
4 6 Secrecao de peptideos e proteinas 16
4 7 Transformacao 0
4 8 Transferéncia de plasmideos 7
5 1 AcuUcares aminoacidos 0
5 2 Componentes fosforo 6
5 3 Fixacao do Nitrogénio 41
5 4 Metabolismo do nitrogénio 7
5 5 Glicopoteinas e polissacarideos 8
5 6 Outros 18
6 1 Aminoacidos e aminas 10
6 2 Via do Glicolato 2
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6 3 Glicolise 5
6 4 Via da pentose fosfato 2
6 5 Metabolismo do Piruvato e do acetil- 17
CoA
6 6 Piruvato desidrogenase 5
6 7 Acucares 25
6 8 Ciclo dos &cidos tricarboxilicos 17
6 9 Respiragao 30
6 10 Outros 9
8 1 Interconversions and salvage of 0
nucleosides and nucleotides
8 5 Bio§sintese de ribonucleotideo o5
Purina
8 3 Biossintese de ribonucleotideo
pirimidina
11 1 Degradacéoi de RNA
11 5 Sintese de RNA, modificagcéo e 14
transcricdo do DNA
12 1 Modificacdo de tRNA e aminoacil o8
sintetase tRNA
12 2 Proteinas Ribosomais 11
12 3 Degradacao de proteinas, peptideos o5
e glycoproteinas
12 4 Nucleoproteinas 0
12 5 Modificzagéo de proteina e fatores de 15
traducéao
14 1 Adaptacdes e condi¢bes atipicas 2
14 2 Sensitividade analoga e drogas 26
14 3 Sensitividade Radiacao 2
14 4 Proteinas de repeticao WD 0
14 5 Hidrogenase 3
14 6 Funcdes relacionadas a transposon 50
14 7 Simbiose 23
14 8 Outros 237
15 1 Proteinas hipotéticas conservadas 500
15 2 Sem similaridade 30
v N0 contém Metapo]ismo de acidos graxos, 91
fosfolipideos e esterol
9 Nao contém Funcdes regulatérias 121
~ . Recombinacéo, reparo e replicagéo
10 N&ao contém do DNA 50
13 Nao contém Proteinas de transporte e ligacao 235
Total 1960




80

Anexo 4 - Numero de genes que estao em comum entre B. elkanii e

Azorhizobium caulinodans distribuidos em grupos de subcategorias

funcionais.
IC:)ategorla Subcategoria Subcategoria Funcional Diferentes
uncional

1 1 Familia de aminoacidos aromaticos 9
1 2 Familia do aspartato 18
1 3 Aminoacidos de cadeia ramificada 16
] 4 Familia do glutamato / Assimilagdo do

Nitrogénio 15
1 5 Familia da Serina / Assimilagdo de Enxofre 10
2 1 Biotina 5
2 2 Carotenoide 3
2 3 Cobalamina, heme, ficobilina e porfirina 22
2 4 Acido Félico 5
2 5 Lipoato 1
2 6 Menaquinona e ubiquinona 4
2 7 Molibdoproteina 2
2 8 Nicotinato e nicotinamida 2
2 9 Patotenato 1
2 10 Piridoxina 2
2 11 Quinolinato 1
2 12 Riboflavina 3
2 13 Tiamina 5
2 14 tiredoxina, glutaredoxina e glutationa 16
2 15 OQutros 2
3 1 Membranas, lipoproteinas e porinas 10
3 2 Mureina e peptideoglicano 15
3 3 Polissacarideos de superficie,

lipopolissacarideos e antigenos 13
3 4 Estruturas de superficie 2
4 1 Divisao Celular 11
4 2 Morte celular 0
4 3 Chaperoninas 17
4 4 Quimiotaxia 19
4 5 Destoxicagao 20
4 6 Secrecao de peptideos e proteinas 17
4 7 Transformacéao 0
4 8 Transferéncia de plasmideos 7
5 1 Acucares aminoacidos 0
5 2 Componentes fésforo 6
5 3 Fixacao do Nitrogénio 42
5 4 Metabolismo do nitrogénio 9
5 5 Glicopoteinas e polissacarideos 8
5 6 Outros 20
6 1 Aminoacidos e aminas 10
6 2 Via do Glicolato 2
6 3 Glicdlise 5
6 4 Via da pentose fosfato 2



6 5 Metabolismo do Piruvato e do acetil-CoA 19
6 6 Piruvato desidrogenase 5
6 7 Acucares 25
6 8 Ciclo dos acidos tricarboxilicos 18
6 9 Respiragao 29
6 10 Outros 9
8 1 Interconvengdes e “salvage” nucleosideos
e nucleotideos 0
8 2 Biossintese de ribonucleotideo Purina 25
8 3 Biossintese de ribonucleotideo pirimidina 8
11 1 Degradacao de RNA 6
11 5 Sintese de RNA, modificacao e transcricao
do DNA 15
12 1 Modificacdao de tRNA e aminoacil sintetase
tRNA 30
12 2 Proteinas Ribosomais 11
12 3 Degradacao de proteinas, peptideos e
glycoproteinas 28
12 4 Nucleoproteinas 1
12 5 Modificagao de proteina e fatores de
traducao 16
14 1 Adaptacoes e condicoes atipicas 2
14 2 Sensitividade analoga e drogas 25
14 3 Sensitividade Radiacao 2
14 4 Proteinas de repeticao WD 0
14 5 Hidrogenase 3
14 6 Funcdes relacionadas a transposon 50
14 7 Simbiose 23
14 8 Outros 107
15 1 Proteinas hipotéticas conservadas 385
15 2 Sem similaridade 32
~ . Metabolismo de acidos graxos,
7 Nao contém fosfolipideos e esterol 92
9 Na&o contém Func¢des regulatorias 126
~ . Recombinacao, reparo e replicacdo do
10 N&o contém DNA 53
13 N&o contém Proteinas de transporte e ligacao 245
Total 1767
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Anexo 5 - Numero de genes que estao em comum entre B. elkanii e

Mesorhizobium huakuii distribuidos por grupos funcionais divididos em

subcategorias

IC:)ategorla Subcategoria Subcategoria Funcional Diferentes
uncional

1 1 Familia de aminoacidos aromaticos 9
1 2 Familia do aspartato 17
1 3 Aminoacidos de cadeia ramificada 16
] 4 Familia do glutamato / Assimilagdo do

Nitrogénio 15
1 5 Familia da Serina / Assimilagdo de Enxofre 10
2 1 Biotina 5
2 2 Carotenoide 3
2 3 Cobalamina, heme, ficobilina e porfirina 23
2 4 Acido Félico 5
2 5 Lipoato 1
2 6 Menaquinona e ubiquinona 4
2 7 Molibdoproteina 2
2 8 Nicotinato e nicotinamida 2
2 9 Patotenato 1
2 10 Piridoxina 2
2 11 Quinolinato 1
2 12 Riboflavina 3
2 13 Tiamina 4
2 14 tiredoxina, glutaredoxina e glutationa 15
2 15 OQutros 2
3 1 Membranas, lipoproteinas e porinas 10
3 2 Mureina e peptideoglicano 16
3 3 Polissacarideos de superficie,

lipopolissacarideos e antigenos 12
3 4 Estruturas de superficie 2
4 1 Divisao Celular 12
4 2 Morte celular 0
4 3 Chaperoninas 15
4 4 Quimiotaxia 18
4 5 Destoxicagao 20
4 6 Secrecao de peptideos e proteinas 17
4 7 Transformacéao 0
4 8 Transferéncia de plasmideos 7
5 1 Acucares aminoacidos 0
5 2 Componentes fésforo 6
5 3 Fixacao do Nitrogénio 42
5 4 Metabolismo do nitrogénio 10
5 5 Glicopoteinas e polissacarideos 8
5 6 Outros 19
6 1 Aminoacidos e aminas 9
6 2 Via do Glicolato 2
6 3 Glicolise 5
6 4 Via da pentose fosfato 1



6 5 Metabolismo do Piruvato e do acetil-CoA 17
6 6 Piruvato desidrogenase 5
6 7 Acucares 23
6 8 Ciclo dos acidos tricarboxilicos 18
6 9 Respiragao 30
6 10 Outros 9
8 1 Interconvengdes e “salvage” nucleosideos
e nucleotideos 1
8 2 Biossintese de ribonucleotideo Purina 24
8 3 Biossintese de ribonucleotideo pirimidina 8
11 1 Degradacao de RNA 6
11 5 Sintese de RNA, modificacao e transcricao
do DNA 16
12 1 Modificacdo de tRNA e aminoacil sintetase
tRNA 29
12 2 Proteinas Ribosomais 10
12 3 Degradacao de proteinas, peptideos e
glycoproteinas 27
12 4 Nucleoproteinas 1
12 5 Modificagao de proteina e fatores de
traducao 16
14 1 Adaptacoes e condicoes atipicas 1
14 2 Sensitividade analoga e drogas 25
14 3 Sensitividade Radiacao 2
14 4 Proteinas de repeticao WD 0
14 5 Hidrogenase 3
14 6 Funcdes relacionadas a transposon 50
14 7 Simbiose 24
14 8 Outros 163
15 1 Proteinas hipotéticas conservadas 430
15 2 Sem similaridade 31
~ . Metabolismo de acidos graxos,
7 Nao contém fosfolipideos e esterol 89
9 Na&o contém Func¢des regulatorias 126
~ . Recombinacao, reparo e replicacdo do
10  N&o contém DNA 51
13 Na&o contém Proteinas de transporte e ligacdo 240
Total 1846
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Anexo 6 - Numero de genes em comum entre 0 genoma parcial de

B. elkanii e Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii distribuidos por grupos

funcionais divididos em subcategorias

IC:)ategorla Subcategoria Subcategoria Funcional Diferentes
uncional

1 1 Familia de aminoacidos aromaticos 8
1 2 Familia do aspartato 17
1 3 Aminoacidos de cadeia ramificada 16
] 4 Familia do glutamato / Assimilagdo do

Nitrogénio 14
1 5 Familia da Serina / Assimilagdo de Enxofre 10
2 1 Biotina 5
2 2 Carotenoide 3
2 3 Cobalamina, heme, ficobilina e porfirina 22
2 4 Acido Félico 5
2 5 Lipoato 1
2 6 Menaquinona e ubiquinona 4
2 7 Molibdoproteina 2
2 8 Nicotinato e nicotinamida 2
2 9 Patotenato 1
2 10 Piridoxina 2
2 11 Quinolinato 1
2 12 Riboflavina 3
2 13 Tiamina 4
2 14 tiredoxina, glutaredoxina e glutationa 15
2 15 OQutros 2
3 1 Membranas, lipoproteinas e porinas 10
3 2 Mureina e peptideoglicano 15
3 3 Polissacarideos de superficie,

lipopolissacarideos e antigenos 12
3 4 Estruturas de superficie 2
4 1 Divisao Celular 11
4 2 Morte celular 0
4 3 Chaperoninas 15
4 4 Quimiotaxia 17
4 5 Destoxicagao 18
4 6 Secrecao de peptideos e proteinas 17
4 7 Transformacéao 0
4 8 Transferéncia de plasmideos 7
5 1 Acucares aminoacidos 0
5 2 Componentes fosforo 6
5 3 Fixacao do Nitrogénio 41
5 4 Metabolismo do nitrogénio 10
5 5 Glicopoteinas e polissacarideos 8
5 6 Outros 18
6 1 Aminoacidos e aminas 8
6 2 Via do Glicolato 2
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6 3 Glicdlise 5
6 4 Via da pentose fosfato 1
6 5 Metabolismo do Piruvato e do acetil-CoA 17
6 6 Piruvato desidrogenase 5
6 7 Acucares 21
6 8 Ciclo dos acidos tricarboxilicos 15
6 9 Respiragao 30
6 10 Outros 9
8 1 Interconvengdes e “salvage” nucleosideos
e nucleotideos 2
8 2 Biossintese de ribonucleotideo Purina 22
8 3 Biossintese de ribonucleotideo pirimidina 8
11 1 Degradacao de RNA 5
11 5 Sintese de RNA, modificagédo e transcri¢cao
do DNA 15
12 1 Modificacdao de tRNA e aminoacil sintetase
tRNA 29
12 2 Proteinas Ribosomais 11
12 3 Degradacao de proteinas, peptideos e
glycoproteinas 25
12 4 Nucleoproteinas 1
12 5 Modificagao de proteina e fatores de
traducao 16
14 1 Adaptacoes e condicoes atipicas 1
14 2 Sensitividade analoga e drogas 24
14 3 Sensitividade Radiacao 2
14 4 Proteinas de repeticao WD 0
14 5 Hidrogenase 1
14 6 Funcdes relacionadas a transposon 49
14 7 Simbiose 23
14 8 Outros 229
15 1 Proteinas hipotéticas conservadas 482
15 2 Sem similaridade 24
~ . Metabolismo de acidos graxos,
7 Nao contém fosfolipideos e esterol 88
9 Na&o contém Funcgdes regulatorias 123
~ . Recombinacao, reparo e replicacéo do
10  N&o contém DNA 50
13 N&o contém Proteinas de transporte e ligacdo 231
Total 1918
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Anexo 7- Numero de genes em comum entre o genoma parcial de B.
elkanii e Sinorhizobium meliloti distribuidos por grupos funcionais
divididos em subcategorias

IC:)ategorla Subcategoria Subcategoria Funcional Diferentes
uncional

1 1 Familia de aminoacidos aromaticos 9
1 2 Familia do aspartato 15
1 3 Aminoacidos de cadeia ramificada 15
] 4 Familia do glutamato / Assimilagdo do

Nitrogénio 13
1 5 Familia da Serina / Assimilagdo de Enxofre 9
2 1 Biotina 5
2 2 Carotenoide 2
2 3 Cobalamina, heme, ficobilina e porfirina 19
2 4 Acido Félico 3
2 5 Lipoato 1
2 6 Menaquinona e ubiquinona 2
2 7 Molibdoproteina 2
2 8 Nicotinato e nicotinamida 1
2 9 Patotenato 0
2 10 Piridoxina 1
2 11 Quinolinato 1
2 12 Riboflavina 2
2 13 Tiamina 3
2 14 tiredoxina, glutaredoxina e glutationa 15
2 15 OQutros 2
3 1 Membranas, lipoproteinas e porinas 8
3 2 Mureina e peptideoglicano 13
3 3 Polissacarideos de superficie,

lipopolissacarideos e antigenos 13
3 4 Estruturas de superficie 2
4 1 Divisao Celular 12
4 2 Morte celular 0
4 3 Chaperoninas 14
4 4 Quimiotaxia 17
4 5 Destoxicagao 16
4 6 Secrecao de peptideos e proteinas 16
4 7 Transformacéao 0
4 8 Transferéncia de plasmideos 7
5 1 Acucares aminoacidos 0
5 2 Componentes fésforo 6
5 3 Fixacao do Nitrogénio 40
5 4 Metabolismo do nitrogénio 9
5 5 Glicopoteinas e polissacarideos 7
5 6 Outros 18
6 1 Aminoacidos e aminas 9
6 2 Via do Glicolato 2
6 3 Glicdlise 5
6 4 Via da pentose fosfato 2
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6 5 Metabolismo do Piruvato e do acetil-CoA 15
6 6 Piruvato desidrogenase 4
6 7 Acucares 21
6 8 Ciclo dos acidos tricarboxilicos 15
6 9 Respiragao 31
6 10 Outros 8
8 1 Interconvengdes e “salvage” nucleosideos
e nucleotideos 1
8 2 Biossintese de ribonucleotideo Purina 21
8 3 Biossintese de ribonucleotideo pirimidina 7
11 1 Degradacao de RNA 5
11 5 Sintese de RNA, modificacao e transcricao
do DNA 13
12 1 Modificacdo de tRNA e aminoacil sintetase
tRNA 26
12 2 Proteinas Ribosomais 10
12 3 Degradacao de proteinas, peptideos e
glycoproteinas 26
12 4 Nucleoproteinas 1
12 5 Modificagao de proteina e fatores de
traducao 14
14 1 Adaptacoes e condicoes atipicas 1
14 2 Sensitividade analoga e drogas 25
14 3 Sensitividade Radiacao 2
14 4 Proteinas de repeticao WD 0
14 5 Hidrogenase 3
14 6 Funcdes relacionadas a transposon 47
14 7 Simbiose 22
14 8 Outros 219
15 1 Proteinas hipotéticas conservadas 460
15 2 Sem similaridade 27
~ . Metabolismo de acidos graxos,
7 Nao contém fosfolipideos e esterol 85
9 Na&o contém Func¢des regulatorias 109
~ . Recombinacao, reparo e replicacdo do
10  N&o contém DNA 51
13 Na&o contém Proteinas de transporte e ligacdo 228
Total 1833
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