Documentos

ISSN 1517-8498
Dezembro, 2011

Base de dados gendmica
de estirpes que compoem
o inoculante de
cana-de-acucar e milho

5" - ATGCCAGACTGAATTCTGTTATTTACTCATGTAGCTGATGCC - 37
3" - TACGGACTGACTTAAGACAATARAATGAGTACATCGACTACGG - 5'







ISSN 1517-8498
Dezembro, 2011

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Agrobiologia
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

Documentos

Base de dados genémica

de estirpes que compoem

o inoculante de cana-de-acucar
e milho

José Ivo Baldani

Helma Ventura Guedes

Madrcia Soares Vidal

Stefan Schwab

Kdtia Regina dos Santos Teixeira
Leonardo Magalhdes Cruz

Jean Luiz Simoes de Aradjo

Embrapa Agrobiologia
Seropédica, RJ
2011



Exemplares desta publicacdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Agrobiologia

BR 465, km 7, CEP 23.851-970, Seropédica, RJ
Caixa Postal 74505

Fone: (21) 3441-1500

Fax: (21) 2682-1230

Home page: www.cnpab.embrapa.br

E-mail: sac@cnpab.embrapa.br

Comité de Publicacdes

Presidente: Norma Gouvéa Rumjanek

Secretdria-Executivo: Marta Maria Goncalves Bahia

Membros: Bruno José Rodrigues Alves, Carmelita do Espifito
Santo, Ednaldo da Silva Araujo, Janaiha Ribeiro Costa Rouws,
Luc Felicianus Marie Rouws, Luis Claudio Marques de Oliveira,
Luiz Fernando Duarte, Mdrcia Rodrigues Reed Coelho

Supervisora editorial: Norma Gouvéa Rumjanek
Normalizacédo bibliogréfica: Carmelita do Espifito Santo
Tratamento de ilustrag6es: Maria Christine Saraiva Barbosa
Editoracédo eletrénica: Marta Maria Goncalves Bahia

Foto da capa: Marcia Soares Vidal

12 edicdo
12 impressdo (2011): 50 exemplares

Todos os direitos reservados.
A reproducdo ndo-autorizada desta publicacdo, no todo ou em
parte, constitui violacdo dos direitos autorais (Lei n® 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP)
Embrapa Agrobiologia

BASE DE DADOS genémica de estirpes que compdem o
inoculante de cana-de-actcar e milho. / José Ivo Baldani et
al. Seropédica: Embrapa Agrobiologia, 2011. 32 p. Embrapa
Agrobiologia. Documentos 282).
ISSN: 1517-8498
1. Informacdo gen6émica. 2. Bactéria diazotrdfica.
3. Bioinformadtica. 4. Sequenciamento genético. |. Baldani,
José Ivo. Il. Guedes, Helma Ventura. lll. Vidal, Marcia Soares.
IV. Schwab, Stefan. V. Teixeira, Katia Regina dos Santos.
VI. Cruz, Leonardo Magalh&es. VII. Aradjo, Jean Luis Simées.
VIIl. Série. IX. Embrapa Agrobiologia.
CDD 632.32

© Embrapa 2011



Autores

José Ivo Baldani

Marcia Soares Vidal

Stefan Schwab

Katia Regina dos Santos Teixeira

Jean Luiz Simées de Aratjo

Pesquisadores da Embrapa Agrobiologia.

BR 465, km 7, CEP 23890-000 - Seropédica, RJ.
E-mails: ivo.baldani@embrapa.br, marcia.vidal@
embrapa.br, stefan.schwab@embrapa.br, katia.
teixeira@embrapa.br, jean.araujo@embrapa.br

Helma Ventura Guedes

Analista da Embrapa Cerrados. BR 020
Km 18, Planaltina, DF, CEP 73310-970.
E-mail: helma.guedes@embrapa.br

Leonardo Magalhaes Cruz

Professor da Universidade Federal do Parana.
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
Caixa Postal 19046. Curitiba, PR, CEP 81531-980.
E-mail: leonardo@ufpr.br






Apresentacao

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo,
agua, ar, flora, fauna, energia), de preservar e conservar a natureza sao
cada vez mais necessdrias para a sociedade moderna acarretando em
uma busca constante por sistemas de producdo agropecudrios apoiados
em principios ecoldgicos e naturais.

Dentro desse cendrio, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu

atual plano diretor de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo com

a seguinte missdo “gerar conhecimentos e viabilizar tecnologias e
inovacao apoiados nos processos agrobiolégicos, em beneficio de uma
agricultura sustentdvel para a sociedade brasileira”.

A série documentos se constitui em uma linha de publicac6es que visa
disponibilizar informacGes relevantes das mais diversas etapas dos
processos de pesquisa cientifica e tecnoldgica. Podem disponibilizar
revisGes de literatura sobre temas relevantes, relatérios técnicos, um
determinado procedimento metodoldgico, levantamentos de campo,
entre outros tipos de conteudo.

A presente publicacéo intitulada “Base de Dados gen6mica de estirpes
que compd6em o inoculante de cana-de-acucar e milho” tem indicacéao



para todos aqueles interessados em conhecer mais sobre o assunto,
portanto, boa leitura.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Introducéo

De acordo com Prosdocimi et al. (2002) um banco de dados pode ser
considerado “uma colecdo de dados inter-relacionados, projetado para
suprir as necessidades de um grupo especifico de aplicacdes e usuarios”.
Sua funcdo € estruturar e organizar as informac6es de forma que facilite
consultas e atualizac6es de dados. Segundo Napoli (2003) a construcéo
de bancos de dados para armazenamento de informacdes de sequéncias
de DNA, proteihas e suas estruturas tridimensionais, bem como vdrios
outros produtos da era gendémica, tem sido extremamente importante e
um grande desafio, principalmente devido a imensa quantidade de dados
gerados em inuimeros laboratérios de todo o mundo.

Um dos principais banco de dados sobre informag6es genémicas € o
GenBank do Centro Nacional para Informacéao Biotecnoldgica dos EUA
(NCBI), disponivel em: <www.ncbi.nim.nih.gov>. Outros bancos de
dados distribuidos por paises da Europa e Japdo funcionam de forma
integrada com o NCBI, mantendo a constante troca de informacdes e
dados, como fruto da parceria estabelecida com o European Nucleotide
Archive (ENA) e com DNA Data Bank of Japan (DDBJ) (BENSON et

al., 2011). Além desses parceiros, o Escritério Americano de Patentes
e Marcas também contribui na alimentacdo do banco de dados, com
sequéncias proveniente das patentes emitidas (BENSON et al., 2011).
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O GenBank € acessado a partir do NCBI Entrez, sistema que integra
dados de sequencias de DNA, RNA e proteihas relacionando-os
juntamente com a taxonomia, genomas, estrutura e dominhio de
proteihas, bem como com a literatura através do Pubmed (BENSON et
al., 2011). O GenBank reune e organiza as informacées em diferentes
divisbes, seja com base na taxonomia ou até mesmo na estratégia

de sequenciamento utilizada para obtencdo dos dados (BENSON et
al., 2011). Em 2011, o GenBank continha mais de 1.200 genomas
completos de bactérias e archea,(BENSON et al., 2011). De acordo
com o Banco de Dados GOLD - Genomes OnLine Database (http://
www.genomesonline.org/), atualmente existem 2572 projetos
genomas completos, sendo 153 de arqueobactérias, 2268 de bactérias
e 151 de eucariotos (GOLD, 2013). Além do GenBank outros bancos
de dados atendem as necessidades de consultas especificas, como
por exemplo: o Pfam (PUNTA et al., 2012), para comparacédo entre
familia de proteinas, o SwissProt (BAIROCH e APWEILER, 1996), que
redne informac6es como modificagcGes pds-traducionais e domihios de
proteihas, o KEGG (KANEHISA et al., 2004), para comparacao de vias
metabdlicas, entre outros.

A ferramenta mais utilizada para comparacdo de sequéncias de DNA com
os bancos de dados genémicos é o BLAST ou Basic Local Alignment
Search Tool (ALTSCHUL, 1990). Através do algoritmo utilizado pelo
BLAST, que agiliza o alinhamento de sequéncia local, podemos comparar
uma sequéncia de DNA ou proteliha qualquer com todas as sequéncias de
um banco de dados especifico. De acordo com Napoli (2003) o programa
BLAST nédo conduz a uma comparacdo da extensao total das sequéncias,
mas procura identificar, no banco de dados, a presenca de uma pequena
sequéncia similar com a sequéncia desconhecida de interesse ou
“pergunta” (Query), descartando os resultados ndo produtivos. A partir
da identificacdo desse pequeno fragmento similar, a comparacéo é

entdo estendida para a vizinhanca da regido de similaridade identificada,
aumentando o tamanho da regido avaliada e possibilitando a comparacédo
da sequéncia desconhecida com as sequéncias presentes no banco de
dados. Essa estratégia aumenta sobremaneira a velocidade de analise do
BLAST. O resultado desta busca tem como retorno aquelas sequéncias
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(DNA ou protelinas) com maior similaridade presentes no banco de
dados (Subject). Para facilitar a andlise pode-se, por exemplo, utilizar
na busca apenas uma das varias subdivisées do GenBank, e também
limitar a pesquisa a sequéncias de um dado organismo de interesse.
Através da andlise de similaridade realizada no BLAST, vdrias regides
do DNA ou da proteiha deduzida podem ser identificadas, o que auxilia
na definicdo da provdvel funcdo de qualquer segmento de DNA que
apresente homologia significativa a outras sequéncias de DNA ou
proteihas com funcédo estabelecida e sequéncia previamente depositada
no GenBank (SANTOS e ORTEGA, 2003). Para andlise de similaridade,
programas como o BLAST utilizam algoritmos e matrizes de pontuacéao
que quantificam a similaridade entre sequéncias a partir de uma tabela
de valores que descreve a probabilidade de um determinado aminodcido
ou base de DNA ocorrer no alinhamento entre duas sequéncias. Na
descricdo das comparacdes de sequéncia, varios termos sao bastante
usados. De acordo com Napoli (2003): “A homologia de sequéncia é
um termo mais geral indicando a relacdo evolutiva entre as sequéncias.
Duas sequéncias sdo consideradas homdlogas se derivarem da mesma
sequéncia ancestral. Similaridade refere-se a presenca de locais similares
e idénticos em duas sequéncias, enquanto homologia indica que duas
sequéncias possuem uma probabilidade alta de compartilharem o mesmo
ancestral” (NAPOLI, 2003).

Na interpretacdo dos resultados do BLAST sdo avaliados os seguintes
pardmetros: Valor-E (E-value) que corresponde a probabilidade do
alinhamento ocorrer ao acaso; ldentidade ou /dentities que é o nimero
de pareamentos idénticos entre a sequéncia desconhecida de interesse
(query) ou “pergunta” e a sequéncia do banco de dados; Positivos ou
Positives que referem-se a porcentagem de pareamento de semelhanca
quimica, no caso da comparacdo entre duas proteinas, representado
pelo os sinais “+"” (ALTSCHUL 1990; 1991; FORMIGHIERI, 2005). A
pontuacao (Score) corresponde a soma dos valores atribuidos a partir
da matriz de pontuacdo para cada pareamento idéntico ou similar
entre a sequéncia desconhecida de interesse ou pergunta e sequéncia
presente no banco de dados (FORMIGHIERI, 2005).

11
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Destaca-se que os pardmetros citados ndo devem ser analisados
individualmente (ALCALDE, 2002). O principal pardmetro de andlise

é o E-value, valor estatistico da probabilidade que o alinhamento
ocorra ao acaso (ALTSCHUL, 1991). Quanto menor o E-value,

menor a chance de que o alinhamento tenha acontecido por acaso e
consequentemente, mais semelhantes sdo as sequéncias alinhadas.
Conforme exposto por Alcalde (2002) “o valor da similaridade de duas
sequéncias é determinado pela presenca de uma regido alinhada de
aminodcidos idénticos ou substituicbes conservadas, que recebem uma
pontuacdo positiva, e de substituicées ndo conservadas, que recebem
uma pontuacdo negativa. Quando ndo existe similaridade numa regido
extensa o algoritmo cria uma lacuna (gap) em uma das sequéncias com
o objetivo de encontrar o melhor alinhamento. Tanto para a criacao

de lacunas quanto para seu prolongamento, o algoritmo estabelece
uma penalidade. Entdo a similaridade entre as duas sequéncias é
determinada pela soma total das notas obtidas para cada um dos
aminoacidos nas regides alinhadas, descontadas as penalidades de
abertura e prolongamento das lacunas” (ALCADE, 2002).

Ha vdrias modalidades de BLAST, sendo o tBLASTx, de grande
utilidade nos estudos de genémica e anotacao. Nesta ferramenta, tanto
a sequéncia de interesse ou pergunta submetida como a sequéncia
comparada da base de dados (Subject) sdo de nucleotideos; no entanto,
antes de verificar a similaridade sdo geradas as seis sequéncias de
aminodcidos possiveis a partir de uma dada sequéncia de nucleotideos,
ou seja, tanto a sequéncia de interesse ou pergunta quanto cada uma
das presentes na base de dados. Cada uma dessas sequéncias de
nucleotideos decodificadas como proteihas correspondem a cada uma
das trés fases de leituras possiveis em cada uma das fitas do DNA a
partir do nucleotideo 1, 2 e 3 na direcdo 5’ - 3’, porém apenas uma
das seis leituras possui significado bioldgico e os demais resultados
sdo desprezados (SANTOS e ORTEGA, 2003). O tBLASTx permite uma
comparacao entre as proteihas deduzidas a partir de uma sequéncia

de DNA, tornando anadlise mais robusta, uma vez que as proteihas

de dois organismos podem ser mais parecidas entre si do que os
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nucleotideos que as codificam (SANTOS e ORTEGA, 2003). Além do
tBLASTx, o BLAST possui outras modalidades, como o BLASTn, que
busca similaridade entre sequéncias de nucleotideos, BLASTp que
busca similaridade entre sequéncias de proteinas e BLASTx que busca
similaridade entre sequéncias de nucleotideos e proteinas (ALTSCHUL,
1990, 1991; ALTSCHUL et al.,1997). A definicdo da modalidade de
BLAST utilizada depende do tipo de sequéncia de interesse ou pergunta
e do banco que sera utilizado para a comparacéio.

Utilizando-se diferentes ferramentas da bioinformdtica, uma grande
variedade de informacées existentes nos bancos de dados pode ser
acessada e analisada com muiltiplas finalidades como, por exemplo,

em pesquisas comparativas para estudos funcionais de genoma,
identificacdo de genes relacionados a doencas e estudos evolutivos
(SANTOS e ORTEGA, 2003). Foi demonstrado por genémica comparativa
que entre os procariotos, na histdria evolutiva, vdrios segmentos de DNA
foram trocados entre distintas espécies, num processo de transferéncia
horizontal bastante intenso (SANTOS e ORTEGA, 2003).

Outro banco de dados de grande importéncia € o Kyoto Encyclopedia

of Genes and Genomes - KEGG (KANEHISA et al., 2004) que surgiu
como parte dos projetos de pesquisa dos laboratdrios do Centro de
Bioinformatica da Universidade de Kyoto e do Centro de genoma
humano da Universidade de Tokyo. O KEGG, disponivel em <http://
www.genome.ad.jp/kegg/> € um recurso da base de dados para
compreender as funcbes da informacdo genémica (genes e proteihas)
aplicadas a sistemas biolégicos, tais como a célula ou organismos.

Ele disponibiliza uma representacdo grafica do sistema bioldgico,
consistindo de fluxogramas que interrelacionam genes, funcées e
moléculas que constituem as vias metabdlicas, permitindo uma viséo
completa do papel dos genes e proteinas presentes em um genoma com
os processos celulares. Segundo Kanehisa et al. (2004) este sistema
eventualmente podera se tornar uma representacdo computacional em
forma gréafica, ndo s6 de células e organismos, mas também da biosfera,
permitindo a andlise in silico de diferentes sistemas bioldgicos.
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Anotacdo genémica e
predicdo de genes

A partir da obtencao da sequéncia de DNA de um genoma ou parte
dele é necessdrio identificar os genes e atribuir a cada um deles uma
funcéo bioldgica através da andlise in silico, processo conhecido como
anotacdo gendmica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/build.
shtml, acessado em 04/04/2012). Para a predicdo de genes, ou seja, para
se fazer a busca por ORFs (Open Reading Frames), que correspondem

a sequéncias com possiveis regides codificadoras identificadas por um
cédon iniciador e um terminador, diferentes programas (Ex: ORF Finder,
GenScan) utilizam estratégias como a identificacdo de sequéncias no DNA
que possam funcionar como regido promotoras seguidas por sequéncias
gue possam gerar proteihas, moléculas de RNA transportador, RNA
ribossémico, ou que tenham similaridade com genes/proteihas hipotéticos
ou desconhecidos, regides repetitivas (fagos, transposon, etc), regides
regulatdérias (peptideo sinal, “enhancer”, “clustered, regularly interspaced
short palindromic repeats” - CRISPRs, etc) (SANTOS e ORTEGA, 2003;
PRODOSCIMI et al., 2003; WHEELER et al., 2003, GRISSA et al., 2010).

Dessa forma, apds a identificacdo dos genes € possivel associa-los

a provaveis funcbes e determinar as regiées codificadoras e ndo-
codificadoras, construindo assim um mapa gendémico estrutural e funcional
do organismo. Nessa fase € necessdria a anotacdo das vias metabdlicas,
na qual o objetivo é a identificacdo das rotas biogquimicas completas,
incompletas e alternativas que o organismo possui (PRODOSCIMI et

al., 2003). Segundo Prodoscimi e colaboradores nesse processo é
“fundamental a participacdo de biélogos especialistas em diversas dreas
para que se possa descobrir como o metabolismo do organismo pode
influenciar seu modo de vida e seu comportamento. Esse € o momento
onde € possivel levantar vdrias hipéteses que relacionem o funcionamento
dos organismos com dados de seu genoma. Tais hipéteses devem ser
testadas experimentalmente, permitindo assim a caracterizacdo do genoma
funcional em resposta a condicGes diversas as quais o organismo pode ser
submetido “in vitro” ou “in vivo” (PRODOSCIMI et al., 2003).
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Na atualidade, grande parte dos genes e proteihas potenciais
identificados no processo da anotacdo, ndo possuem homdlogos
conhecidos ou apresentam homologia com genes e proteihas de funcéao
bioldgica desconhecida, sendo, portanto considerados como hipotéticos
ou desconhecidos. Estima-se que em Escherichia coli, Arabidopsis
thaliana e em Drosophila melanogaster, em torno de 40 a 60% dos
genes anotados ndo possuem produto génico ou funcdo biolégica
conhecida (SANTOS e ORTEGA, 2003).

De acordo com Formighieri (2005), a fim de se facilitar as andlises
futuras e para que se atinja o objetivo de um projeto genoma é
importante que, desde o inicio, a anotacao seja feita com mindcia e
precisdo, confirmando-se a identificacdo dos genes e sua funcdo, pois,
uma anotacdo mal feita pode gerar ou frustrar expectativas futuras e
acima de tudo levard tempo para sua correcao.

Genomas de bactérias diazotroficas
sequenciadas

A grande maioria dos genomas de bactérias fixadoras de nitrogénio
depositadas no banco de genes (NCBI) refere-se a bactérias simbidticas
do género Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium e
Azorhizobium, que fixam nitrogénio em estrutura especializada formada
durante associacdo com plantas leguminosas. Dentre bactérias que se
associam as plantas ndo leguminosas, especificamente com aquelas da
familia Poaceae, ja foram sequenciados os genomas de Azoarcus BH72
(KRAUSE et al., 2008), Pseudomonas stutzeri estirpe A1501 (YAN et
al., 2008), Klebsiela pneomoniae estirpe 342 (FOUTS et al., 2008),
Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PALST (BERTALAN et al.,
2009) e Herbaspirillum seropedicae estirpe Z78 (PEDROSA et al, 2011).
Em adicdo, os genomas das espécies Azospirillum brasilense estirpe
Sp245, isolada pela equipe da Embrapa Agrobiologia, e de Burkholderia
unamae estirpe MTI-641 também estdo sendo sequenciados. Portanto,
existe uma oportunidade uUnica para o avanco de conhecimento e
exploracdo do potencial biotecnoldgico dessas bactérias. Entretanto,
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€ essencial que os estudos sobre o genoma das bactérias como,

por exemplo, da bactéria G. diazotrophicus, estejam associados aos
conhecimentos acumulados ao longo dos anos sobre a prépria bactéria
especialmente aqueles aspectos que efetivamente contribuirdo para o
futuro uso prdtico da bactéria na agricultura.

Metodologia aplicada no
sequenciamento e na montagem
do genoma

O sequenciamento do DNA total das estirpes do inoculante para cana-
de-acucar (Herbaspirillum seropedicae HRC54, H. rubrisubalbicans
HCC103, Burkholderia tropica PPe8 e Azospirillum amazonense
CBAMC) e da estirpe do inoculante de milho (H. seropedicae ZAE94),
listadas na Tab. 1, foi realizado utilizando o sequenciamento em larga
escala na plataforma do Illlumina/Solexa em parceria com a empresa
Fasteris, Suica. Cabe informar que a estirpe G. diaoztrophicus PAL5 nao
faz parte do presente documento uma vez que o genoma seqlienciado
(BERTALAN et al., 2009) ja esta disponivel na base de dados do Centro
Nacional para Informacéo Biotecnoldgica dos EUA (NCBI) e que pode
ser acessada sem restricées.

As informacGes sobre 03 genomas completos de bactérias diazotréficas
e 01 de bactéria endofitica ndo fixadora de nitrogénio (Tab. 2),
previamente depositados no banco de genes do NCBI, foram usadas
como referéncia para a montagem do genoma de cada estirpe do
inoculante. A validacdo do sequenciamento foi feita através do
software MAQ (Mapping and Assembly with Qualities, version 0.7.1).

As sequéncias obtidas foram montadas utilizando o programa VELVET
(realizado pela empresa FASTERIS SA), que é um software para montagem
de genomas, concebido para utilizar sequéncias curtas (pequenos reads),
gerados pelas tecnologias de em larga escala, e capazes de montar contigs
com alta qualidade (ZERBINO e BIRNEY, 2008).
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Tabela 1. Bactérias diazotréficas endofiticas que compdem os inoculantes de

cana-de-acucar e milho.

Herbaspirillum seropedicae
Herbaspirillum rubrisubalbicans
Azospirillum amazonense
Burkholderia tropica
Gluconacetobacter diazotrophicus®

Herbaspirillum seropedicae

BR 11335 = HRCb54
BR 11504 = HCC103
BR 11145 = CBAmMC
BR 11366" = PPe8
BR 112817 = PALS

BR 11417 = ZAE94

*Todas as estirpes estdo depositadas na colegdo de culturas da Embrapa Agrobiologia. @ Genoma
previamente sequienciado e disponivel na base de dados do Centro Nacional para Informacéo
Biotecnolégica dos EUA (NCBI), podendo ser acessado sem restricGes.

Tabela 2. Bactérias diazotréficas e endofiticas utilizadas como genoma de
referéncia no processo de sequenciamento e montagem dos genomas das

estirpes dos inoculantes.

Herbaspirillum seropedicae
estirpes HRC54 e ZAE 94
Herbaspirillum rubrisubalbicans
estirpe HCC103

Burkholderia tropica estirpe
PPe8

Azospirillum amazonense
estirpe CBAmC

*Bactéria endofitica e ndo-diazotréfica

H. seropedicae
estirpe Z78, SMR1
H. seropedicae
estirpe Z78, SMR1

Azospirillum sp

NC 014323.1;
tamanho 5,6 Mb;
Pedrosa et al., 2011

NC 10681 e

B. phytofirmans NC 010676; possui 01
estirpe PsJN*

plasmidio; Weilharter et
al., 2011
NC. 013854.1;
tamanho 4,83 Mb;
possui 06 plasmideos;
Kaneko et al., 2010
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A ferramenta computacional RAST foi utilizada com o objetivo de
localizar de forma rdpida os potenciais genes presentes no genoma.

O programa é automatizado e foi desenvolvido para a anotacédo de
genomas bacterianos e archaea. O mesmo identifica as ORFs (Open Read
Frames), rRNA e tRNA e atribui funcGes aos genes (AZIZ et al. 2008).

Informacdes geradas pelo
sequenciamento das estirpes e
anotacdo automatica no sistema
RAST

O sequenciamento do genoma das cinco (05) estirpes do inoculante
para cana e milho, tomando como base os genomas de referéncia
listados na Tab. 2, mostrou uma cobertura de mais de 95% do total de
reads mapeados (Tab. 3). Quando analisados os reads mapeados nas
duas pontas, os valores foram menores, ja que foi obtido um percentual
de 1,6 a 3% de reads quando mapeados somente em uma ponta.

O emprego do programa MAQ (Mapping e Assembly with Qualities)
possibilitou estimar o tamanho do genoma das estirpes que compdem

o inoculante de cana e milho (Tab. 4). As duas estirpes da espécie
Herbaspirillum seropedicae apresentaram tamanho muito similares:
5.530.106 pb (estirpe HRC54), 5.653.622 pb (estirpe ZAE94). De
maneira muito similar, ocorreu com a estirpe HCC103 pertencente

a espécies H. rubrisubalbicans: 5.628. 704 pb. Por outro lado, o
tamanho do genoma da estirpe A. amazonense CBAmc foi estimado
em 7. 256.180 pb, considerado menor do que de outras espécies de
Azospirillum ja depositadas no banco de dados. O tamanho do genoma
da estirpe de B. tropica PPe8, foi de 8.720.735 pb, considerado normal
para genomas pertencentes ao género Burkholderia. A montagem dos
genomas gerou um numero bastante variavel de contigs (567 a 4832)
e scaffolds (176 a 879) e que foi dependente da estirpe analisada (Tab.
4). O tamanho médio de cada contig apresentou-se na faixa de 1558

a 9846 pb enquanto que esse valor variou de 8255 a 31421 para os
scaffolds. O contig de maior tamanho foi calculado possuir 76.355 pb
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Tabela 3. Percentual de reads mapeados nas estirpes do inoculante para
cana e milho com base nas sequéncias completas dos genomas das bactérias

referéncias listadas acima.

5 % de reads % de reads
: % de reads
Estirpes mapeadas mapeados nas mapeados em
mapeadas
duas pontas uma ponta
H. seropedicae ZAE94 97.0 94.9 2.0
H. seropedicae HRC54 97.3 95.7 1.6
H. rubrisubalbicans HCC103 97.9 96.2 1.6
B. tropica PPe8 96.0 93.2 2.9
A. amazonense CBAmC 95.8 93.0 3.0

Tabela 4. InformacGes gendémicas das cinco estirpes diazotréficas geradas pelo
sequenciamento na plataforma lllumina/Solexa.

Scaffolds Contigs
Tamanho Tamanho Tamanho

Organismo N° edio Total N° médio  maximo

(pb) pb) (pb) _(ph)
H. seropedicae ZAE94 213 26.542 5.653.622 1.459 3.820 51.288
H. seropedicae HRC54 176 31.421 5.530.106 1.188 4.602 60.470
H. rubrisubalbicans
HCC103 228 24.687 5.628.704 567 9.846 76.335
B. tropica PPe8 681 12.805 8.720.735 4.832 1.760 15.133

(o G 879 8.255 7.256.180  4.560 1.558  28.919
CBAMC

para a estirpe HCC103 pb, enquanto o scaffo/d de maior tamanho foi
de 521.241 pb na estirpe ZAE94 (Tab. 4).

A anotacdo automatica gerada pelo programa RAST mostrou a
ocorréncia de praticamente todas as categorias de genes encontrados
em outras bactérias ja sequenciadas e depositadas nos bancos

de dados, incluindo as diazotréficas (Fig. 1). Algumas categorias
apresentaram um nudmero de sequéncias codantes superior a 200:
carboidratos; aminodcidos e derivados; metabolismo de proteihas;
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Subsystem Information

Comparacéo
o a Vinterce [——
USando . Sulfur Metabolism =,
anotacéao feita WA amazonense BR11145
¢ e ——— . ,
W A brasilense FP2 C
no RAST Secondary Metabolism = OB. tropica BR11366
Respioion [ B nibrsbalicrs BR1 1204
Regulation and Cell signaling E———, E: :empedlz: 32; Biﬁ
RNA Metabolism E——

e ——— =
Potassium metabolism ==
Plant-Prokaryote DOE project [Er—
Phosphorus Metabolism B,
Phages, Prophages, Transposable elements L
Nucleosides and Nucleotides E
Nitrogen Metabolism [Ee———.
Motility and Chemotaxis e
Miscellaneous E
Metabolism of Aromatic Compounds %
Membrane Transport E
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids E
Domancy and Sporulation F
DNA Metabolism [
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments sy
Cell Wall and Capsule [
Cell Division and Cell Cycle ==
canamaes I
—————————————————— .

0 50 100 150 200 250 300 350
CDS

Subsystem

Fig. 1. Categoria de genes identificados nos genomas das estirpes que compéem o

inoculante de cana-de-acticar e milho gerados por meio da anotacédo do sistema RAST.

enquanto as categorias resposta a estresse, respiracdo, cofatores,
vitaminas, grupos prostéticos e pigmentos apresentaram mais de 100
sequencias codificadoras. Outras categorias essencialmente envolvidas
em atividades metabdlicas em bactérias diazotréficas, mas em menor
numero de genes foram: viruléncia, metabolismo de S, K e P etc.

E sabido que somente com a anotacdo automatica ndo sera possivel
identificar todos os genes e as respectivas funcdes nos genomas das
cinco estirpes. Para tanto, faz-se necessdrio estabelecer uma base
de dados que permita a avaliacao individual dos genes previamente
anotados pelo sistema automatico RAST. Além disso, deve permitir
a exploracdo do potencial biotecnolégico dos genes presentes nos
genomas, em especial aqueles envolvidos no processo de fixacdo
biolégica de nitrogénio, na interacdo planta-bactéria, na promocéo
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Tabela 5. Subcategorias de genes presentes nos genomas das estirpes
sequenciadas e que estdo envolvidos na formacdo da parede celular e capsular.

H. seropedicae ZAE94 128 37 34
H. seropedicae HRC54 132 33 34
H. rubrisubalbicans HCC103 125 38 33
B. tropica PPe8 140 68 38
A. amazonense CBAmC 140 17 0

de crescimento e também daqueles 30 a 40% de genes identificados
na categoria de funcdo desconhecida. A Tab. 5 exemplifica

algumas subcategorias de genes que estdo envolvidos com o processo
de formacéo de parede celular e capsular encontradas nas cinco
estirpes.

Base de dados genémica das
estirpes do inoculante para
cana e milho

A base de dados contendo as informacbes genémicas (sequéncias)

das 05 estirpes encontra-se hospedada nos servidores da Embrapa
Agrobiologia, Seropédica, RJ. O acesso ao genoma é feito através do
programa GAAT (Genome Assembly and Annotation Tool), gentilmente
cedido pela UFPR, no endereco http://bioinfo-ext.cnpab.embrapa.

br conforme ilustrado nas Fig. 2 e 3. Para a prospeccao do conteudo
gendémico da estirpe de interesse € necessario apresentar proposta de
projeto visando o desenvolvimento de pesquisas em conjunto. Apds

a aprovacdao da proposta o usudrio recebe a senha designada pelo
coordenador do projeto.
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A

?) GAAT - Genome Assembly and Annotation Tool - Moxzilla Firefox
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Home
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Senha Projeto:
—— = hra
Enviar
WA3C ess

Fig. 2. Pdgina do website da Embrapa Agrobiologia com o endereco de acesso ao
programa GAAT (Fig. 2A) e com a interface da base de dados do genoma da estirpe
Burkholderia tropica PPe8 (Fig. 2B).
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Fig. 3. Interface da base de dados do genoma da estirpe Burkholderia tropica PPe8 com
as informacées referentes ao numero de contigs (Fig. 3A) e o detalhamento do numero as
ORFs presentes no contig # 3 (Fig. 3B).
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Perspectivas

O desenvolvimento biotecnoldgico de inoculantes é uma das prioridades
nas pesquisas da Embrapa Agrobiologia, o que necessariamente requer
um constante avanco do conhecimento cientifico para atender as
demandas resultantes de lancamento de novas variedades e cultivares
de culturas de importancia comercial aliado ao impacto das mudancas
climaticas na agricultura. Neste contexto, é necessadrio determinar, a
nivel biolédgico, como a comunicacdao molecular entre planta e bactéria
ocorre e como influencia sua regulacdo genética durante processos
como a fixacdo e transferéncia do nitrogénio (N) para a planta e, em
outras atividades que estimulam o crescimento vegetal durante a
associacdo entre os organismos. Adicionalmente, estudos comparativos
do genoma funcional de mutantes e da estirpe selvagem do modelo
endofitico G. diazotrophicus e a caracterizacdo funcional de promotores
e protelhas permitirdo elucidar os diversos processos que exercem
papel importante para a sobrevivéncia, o potencial biotecnoldgico e

o carater endofitico dessa bactéria, tais como adesdo, colonizacdo e
estabelecimento em plantas de cana-de-acucar e outros plantas da
familia das Poaceas.

O conhecimento de menos 90% das sequéncias do genoma de cada
estirpe permitird que sejam identificadas aquelas que se encontram
normalmente conservadas nestas espécies de bactérias fixadoras de
nitrogénio, aquelas que sao exclusivas de cada espécie comparada

e possivelmente genes com funcdo desconhecidos conforme ja
observado para outros genomas descritos na literatura (KRAUSE et
al., 2006; FOUTS et al., 2008). E possivel que genes com atividade
de interesse para outras dreas de pesquisa (farmacéutica e industrial)
sejam encontrados conforme jd observado para a Gluconacetobacter
diazotrophicus (BERTALAN et al., 2009) e Gluconobacter oxydans
(PRUST et al., 2005), Herbaspirillum seropedicae SMR1 (PEDROSA
et al., 2011) sequenciados recentemente. As possibilidades de
patenteamento de genes na area de FBN sdo ainda muito incipientes,
porém existe potencial para o caso dos promotores de transcricao
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que estdo sendo selecionados. A prospeccao de genes de interesse
presentes nos genomas sequenciados sera continuada e, portanto ndo
devera ser descartado o desenvolvimento de novos compostos e suas
aplicacées derivado do conhecimento acumulado.

Na drea de Agrobiotecnologia, os ganhos advindos do sequenciamento
dessas bactérias virdo com a aplicacdo do conhecimento gerado

com a interrupcdo da funcdo dos genes de interesse e avaliacdo na
interacdo com a planta, assim como da super-expressdo de genes
alvos sob o controle de promotores de transcricdo especificamente
selecionados. Ndo se pode também descartar os futuros programas de
transgenia através da clonagem e expressdo destes genes em bactérias
diazotrdéficas endofiticas visando o controle de pragas e doencas.

Em conclusdo, podemos inferir que o sequenciamento genémico das
estirpes do inoculante para cana e milho, abre novas perspectivas
para a prospeccdo de genes de interesse Agrobiotecnoldgico e a
consequente exploracdo comercial com a possibilidade de depdsito
de patentes. Se considerarmos que existem cerca de 4.000 genes no
genoma da cada estirpe e que 1% possuem potencial biotecnolégico,
teriamos entdo 40 pedidos de patentes para depdsito junto ao INPI
(Instituto Nacional de Propriedade Industrial). Obviamente, havera
necessidade de esforco contihuo da pesquisa junto ao banco de
dados das estirpes de bactérias diazotréficas para que o potencial
biotecnoldgico seja efetivamente explorado e forneca a sociedade
brasileira informacGes que agregam valor ao agronegdcio nacional.
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Glossario de termos

ANOTACAO - Atribuicdo de caracteristicas funcionais, estruturais
primarias através da busca por homologia das sequéncias de DNA
obtidas por sequenciamento ou secunddrias e tercidrias por predicao
de sequencia de aminodcidos codificados. Descricdo de funcdes e
identificacdo de genes e seus produtos.

CONTIG - Segmento contiguo de sequéncias de DNA, resultante
da montagem de reads obtidos como parte de um projeto de
sequenciamento de genoma.

ORF - “Open Reading Frames” ou fase aberta de leitura do DNA, que
correspondem a sequéncias com possiVveis regides codificadoras,
identificadas por um cddon iniciador e um terminador.

READS - Sequéncias de DNA obtidos a partir de uma reacéao de
sequenciamento.

SCAFFOLD - Conjunto de contigs organizados em sequéncia e
representam grandes porgcées de um genoma.
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