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RESUMO

A biologia de sistemas € um ramo da ciéncia que visa compreender as interacdes e
organizacdo das partes moleculares, celulares e organismos para a producdo dos
complexos processos biolégicos. Para alcancar esse objetivo, sdo empregados
diversos métodos experimentais, incluindo genémica, protedmica e metabolémica,
bem como ferramentas computacionais sofisticadas, como modelagem matematica,
simulacdo e analise de redes complexas. Neste contexto, a Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 se destaca como uma bactéria diazotrofica endofitica,
conhecida por sua tolerancia ao ar e por desempenhar um papel fundamental na
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). Pesquisas evidenciaram que o gene gumD
dessa bactéria € essencial para a producédo de Exopolissacarideos (EPS). O objetivo
deste trabalho € compreender a funcdo da proteina GumD em G. diazotrophicus
PALS5, especialmente relacionada a sua interagcdo com as plantas. Para isso, foi
utilizada a modelagem in silico e construcdo de redes de interacdo dessa proteina.
Essa abordagem envolveu a obtencéo de informacdes das proteinas em bancos de
dados como UniProt, NCBI, Prosite e Pfam. A modelagem 3D foi realizada utilizando
a ferramenta I-TASSER, e os modelos foram refinados e avaliados por meio do
ModRefiner e MolProbity, respectivamente. A visualizagdo dos modelos foi feita no
programa Chimera 1.16. A analise da rede de interacéo e Clusters, que foi realizada
utilizando o STRING, apontou que a proteina codificada pelo gene gumD esta
envolvida nos processos de transferase de polissacarideos. Os dados obtidos
sugerem que essa proteina esta envolvida no transporte de polissacarideos, o que
pode facilitar a formacao do biofilme e, possivelmente, influenciar na interacdo da
bactéria G. diazotrophicus PAL5 com as plantas. E importante ressaltar que esses
resultados sdo baseados em analises computacionais e preditivas, sendo
necessarios estudos experimentais adicionais para validar e confirmar as interacfes
e funcbes da proteina GumD. O aprofundamento dessas investigagées contribuira
para uma melhor compreenséo do papel dessa proteina na relagédo bactéria-planta e
abrird caminho para aplicagOes praticas na agricultura, como o desenvolvimento de

ferramentas biotecnoldgicas para aprimorar o rendimento das culturas.

Palavras-Chave: bactéria promotora de crescimento vegetal; interacdo bactéria-

planta; Poliprenil glicosilfosfotransferase; STRING.



ABSTRACT

Systems biology is a branch of science that aims to understand the interactions and
organization of molecular, cellular and organismal parts for the production of complex
biological processes. In order to achieve this goal, several experimental methods are
employed, including genomics, proteomics and metabolomics, as well as
sophisticated computational tools, such as mathematical modeling, simulation and
analysis of complex networks. In this context, Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS stands out as an endophytic diazotrophic bacterium, known for its tolerance to
air and for playing a fundamental role in biological nitrogen fixation (BNF). Recently,
research has shown that the gumD gene of this bacterium is essential for the
production of Exopolysaccharides (EPS). The objective of this work is to understand
the function of the GumD protein in G. diazotrophicus PALS5, especially related to its
interaction with plants. For this, in silico modeling and construction of interaction
networks of this protein were used. This approach involved obtaining protein
information from databases such as UniProt, NCBI, Prosite and Pfam. 3D modeling
was performed using the I-TASSER tool, and the models were refined and evaluated
using ModRefiner and MolProbity, respectively. Visualization of the models was done
in Chimera 1.16 software. The analysis of the interaction network and clusters, which
was carried out using STRING, showed that the protein encoded by the gumD gene
is involved in polysaccharide transferase processes. The data obtained suggest that
this protein is involved in the transport of polysaccharides, which may facilitate biofilm
formation and possibly influence the interaction of the bacterium G. diazotrophicus
PAL5 with plants. It is important to highlight that these results are based on
computational and predictive analyses, requiring additional experimental studies to
validate and confirm the interactions and functions of the GumD protein. Further
investigation of these investigations will contribute to a better understanding of the
role of this protein in the bacteria-plant relationship and will pave the way for practical
applications in agriculture, such as the development of biotechnological tools to
improve crop yields.

Keywords: bacteria-plant interaction; plant growth promoting bacteria; Polyprenyl
glycosylphosphotransferase; STRING.
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1 INTRODUCAO

O dogma central da biologia molecular, amplamente reconhecido pela
comunidade cientifica, descreve o fluxo de informacdo genética nas células,
seguindo uma direcdo especifica: do DNA para o RNA e, posteriormente, para as
proteinas. Esse dogma € composto por trés etapas principais: replicagdo do DNA,
transcricdo e traducdo. Compreender esses mecanismos é fundamental para
entender os processos bioldgicos e seu funcionamento (PATINO & PINEDA, 2006).
Além disso, esse entendimento é essencial para a pesquisa cientifica, possibilitando
a manipulacdo genética e a engenharia de proteinas, impulsionando avancos nas
areas da medicina, agricultura e biotecnologia (VERLI, 2014).

As proteinas sdo macromoléculas essenciais para o funcionamento de todos
0s organismos vivos. Elas realizam uma variedade de funcgbes vitais, desde a
catalisacdo de reacdes quimicas até a contribuicdo para a estrutura celular, além de
participar em processos de sinalizacdo e transporte. A relevancia das proteinas
abrange desde processos metabdlicos e de sinalizacdo até defesa imunoldgica,
crescimento e reparacéao (CHU et al., 2021).

Nesse contexto, a bioinformatica surge como uma ferramenta fundamental no
estudo das proteinas. Ela se baseia na aplicacdo de técnicas da informéatica para a
analise de informacfes nas areas de biologia e campos relacionados (VERLI, 2014).
As andlises e interpretacbes de dados bioldgicos dependem das ferramentas de
bioinformética, permitindo aos pesquisadores explorarem e compreenderem melhor
a estrutura, funcdo e complexidade dos sistemas biologicos. Essas ferramentas
impulsionam avang¢os na genoémica, protedmica e biologia de sistemas, contribuindo
para a compreensdo dos mecanismos bioldgicos e o desenvolvimento de aplicacfes
praticas (ESPINDOLA et al., 2010).

Por sua vez, a biologia de sistemas adota uma abordagem interdisciplinar,
buscando compreender os sistemas biolégicos como um todo, em vez de analisar
apenas seus componentes individuais. Essa abordagem tem como objetivo
compreender como as partes moleculares, celulares e os organismos interagem e se
organizam para produzir os processos bioldgicos complexos. Para alcancar esse
objetivo, sdo utilizados métodos experimentais variados, como gendmica,
protebmica e metaboldmica, além de recursos computacionais avancados, como

modelagem matemaética, simulagédo e analise de redes complexas. A integragdo de
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dados experimentais em diferentes niveis de organizacdo bioldgica, desde
moléculas e células individuais até tecidos e organismos inteiros, € fundamental
nessa abordagem (POLONI et al., 2014).

No estudo das proteinas, existem diversas técnicas e abordagens que podem
ser utilizadas, tais como expressdo e purificacdo da proteina, caracterizacéo
estrutural, analise funcional, estudos de interacdes proteina-proteina, estudos de
expressao génica e regulacédo, e modelagem computacional, entre outras. A escolha
das técnicas a serem aplicadas depende do objetivo especifico da pesquisa e da
disponibilidade de recursos e expertise dos pesquisadores. Geralmente, €
necessario combinar diferentes métodos para obter uma compreensao completa da
proteina e de sua funcdo (EMIDIO et al., 2015).

Dentre as varias técnicas de estudo das proteinas, destaca-se a modelagem
de proteinas por homologia. Essa abordagem computacional auxilia na obtencéo do
modelo tridimensional de proteinas, com base em proteinas homologas. Através da
modelagem de proteinas por homologia, € possivel compreender a estrutura e
funcdo da proteina, bem como realizar predicbes de funcdes e interacdes proteicas,
entre outros aspectos relevantes (SANTOS FILHO, 2003; CALIXTO, 2013).

A modelagem de proteinas por homologia é uma técnica especialmente util
guando ndo € possivel determinar experimentalmente a estrutura tridimensional da
proteina de interesse. Por meio da comparacdo da sequéncia de aminoacidos da
proteina-alvo com proteinas homologas ja estruturalmente conhecidas, a
modelagem por homologia permite inferir a estrutura tridimensional da proteina-alvo
com base na estrutura das proteinas homoélogas. Essa abordagem oferece uma
visdo detalhada da proteina, permitindo a analise de sua estrutura e funcao de
maneira virtual, o que é valioso para a compreensdao de diversos processos
biol6gicos (SANTOS FILHO, 2003; CALIXTO, 2013).

Vale enfatizar que, na maioria dos casos, as proteinas ndo atuam
isoladamente, mas sim em conjunto com outras proteinas, em uma complexa rede
de interacbes. Essas interacbes podem ocorrer tanto entre proteinas do mesmo tipo
guanto entre proteinas diferentes, e podem ser fisicas, envolvendo contatos diretos
entre as proteinas, funcionais, baseadas em associa¢cbes indiretas, ou ainda
interacOes transientes e temporarias (PETREY & HONIG, 2014; RAO et al., 2014).

Dentro deste contexto, torna-se evidente a importancia do estudo das

proteinas bacterianas. Essas proteinas sdo fundamentais em diversas areas, como
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a compreensao da patogenicidade bacteriana, a identificacdo de alvos terapéuticos,
0 aumento da resisténcia das plantas, a exploracdo de mecanismos de biocontrole e
a garantia da seguranca alimentar. O conhecimento obtido por meio desses estudos
€ essencial para o desenvolvimento de métodos eficazes de manejo de doencas de
plantas causadas por bactérias e para a preservacdo das culturas agricolas
(BUTTNER, 2016).

Além disso, é imprescindivel destacar a presenca das chamadas Bactérias
Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV). Esses microorganismos tém a
capacidade de interagir de forma benéfica com as plantas, resultando em um
impacto positivo em seu crescimento e desenvolvimento. Essa interacdo pode ser
mediada pelas proteinas bacterianas, que atuam de maneira direta ou indireta em
beneficio do crescimento vegetal. Essas bactérias podem ser naturalmente
encontradas no solo, nas raizes das plantas e em outros ambientes relacionados a
vegetacdo (KUMAR et al., 2018).

As interacdes entre as plantas e os microrganismos tém um papel significativo
na rizosfera, influenciando processos como a fixacdo de carbono, o funcionamento
do ecossistema e o ciclo de nutrientes. Essas interacdes podem ocorrer de forma
benéfica ou patogénica, envolvendo tanto associacfes mutualisticas/comensais
guanto organismos de vida livre. Para as plantas, essas interacfes ndo sao apenas
essenciais em termos de nutricdo, promocao do crescimento, biocontrole e alivio do
estresse, mas também tém impacto na fisica do solo (VELMOUROUGANE et al.,
2017).

Dentro desse contexto, destaca-se a bactéria Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5, conhecida por ser uma diazotréfica endofitica tolerante ao ar,
desempenhando um papel fundamental na fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) em
plantas como o arroz (Oryza sativa L.). Além da FBN, essas bactérias estao
relacionas com o metabolismo de carboidratos, biossintese de auxinas e producao
de gluconacina, o que as caracteriza como BPCV (SILVA et al., 2020).

Nesse sentido, a proteina selecionada para este trabalho € a "Putative
polysaccharide biosynthesis glycosyltransferase (traducdo: Biossintese putativa de
polissacarideo glicosiltransferase)", codificada pelo gene gumD do organismo G.
diazotrophicus da estirpe PAL5, com base no estudo realizado por Meneses et al.
(2011). Essa pesquisa forneceu evidéncias de que o gene gumD é essencial para a

producdo de Exopolissacarideos (EPS - Extracellular polymeric substances), sendo
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fundamental na formacdo de biofilme e colonizacdo de plantas. A interacdo planta-
-bactéria desempenha um papel crucial nesse contexto, uma vez que o estudo das
proteinas bacterianas envolvidas nessa interagcdo € fundamental para a
compreensdo da patogenicidade bacteriana, o desenvolvimento de métodos
agricolas sustentaveis e a melhoria da produtividade das culturas.

Diante desse cenario, 0 presente estudo tem como objetivo geral
compreender a funcdo da proteina GumD em G. diazotrophicus PALS5, relacionada a
interagdo com as plantas, por meio da modelagem e construcdo de redes de
interacdo dessa proteina. Para atingir esse objetivo, primeiramente, obteve-se a
estrutura tridimensional da proteina GumD. Em seguida, procedeu-se a construcao
de uma rede de interacdo proteina-GumbD, identificando as proteinas envolvidas
nessa rede e criando clusters para andlise funcional das interacdes.

A busca por esses objetivos visa contribuir significativamente para o
entendimento da simbiose entre G. diazotrophicus PAL5 e as plantas, resultando em
avancos relevantes na area de biotecnologia agricola e no desenvolvimento de
solugBes sustentaveis para o cultivo de alimentos. Ademais, a partir da modelagem
da proteina e da analise das interacBes proteicas, busca-se compreender os
mecanismos subjacentes a essa interacdo, contribuindo, assim, para o progresso do

conhecimento nessa importante area de pesquisa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV)

As BPCV (Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas) compreendem
um grupo de espécies de diversos géneros, incluindo bactérias endofiticas,
organismos de vida livre e bactérias simbidticas (GLICK, 2012). Essas bactérias
possuem participacdo determinante no desenvolvimento das plantas por meio de
mecanismos diretos e indiretos. Os mecanismos diretos envolvem a facilitacdo da
absorcdo de nutrientes e a sintese de fitohormonios que afetam diretamente o
crescimento das plantas (NOVO et al., 2018). Ja os mecanismos indiretos
compreendem uma série de eventos biolégicos que atuam indiretamente no controle
de fitopatdgenos, por meio da producdo de compostos antagonistas ou da inducéo
de resisténcia sistémica (SARAF et al., 2014).

Essas bactérias podem ser classificadas com base em suas propriedades
funcionais, tais como: (1) Biofertilizantes (aumentando a disponibilidade de
nutrientes para as plantas); (2) Fitoestimuladores (promovendo o crescimento e
desenvolvimento das plantas através da producdo de hormoénios); (3)
Rizorremediadores (atuando na quebra de moléculas de poluentes orgéanicos e
modulando a solubilizacdo de metais) e (4) Biopesticidas (auxiliando no controle de
doencas e patdogenos de plantas pela sintese de antibidticos e metabdlitos
antifangicos) (SOMERS et al., 2004; NOVO et al., 2018; SANTOS DIAS & SANTOS,
2022).

O uso dessas bactérias pode representar uma alternativa segura e
ambientalmente correta a ser adotada no sistema de produc¢éo agricola, contribuindo
para a sustentabilidade dos agroecossistemas. Nos ultimos anos, sua utilizacdo tem
aumentado devido aos seus mudltiplos beneficios, que incluem a mitigacdo dos
efeitos estressantes do déficit hidrico e da salinidade, a fitoextracdo de metais
pesados, o equilibrio hormonal e o biocontrole de fitopatégenos (SANTOS DIAS &
SANTOS, 2022).

As BPCV possuem diversos mecanismos de acdo que podem auxiliar no
crescimento e na saude das plantas de diversas maneiras. Alguns desses
mecanismos incluem: Fixacdo de nitrogénio; Liberacdo de compostos de
crescimento vegetal, Solubilizacdo de nutrientes; Producdo de compostos
antimicrobianos, entre outros (SANTOS DIAS & SANTOS, 2022).
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Além dos mecanismos ja mencionados, € importante destacar a notavel
capacidade das BPCV de realizar a fixacdo biolégica de nitrogénio, um processo
essencial para fornecer esse nutriente vital as plantas. A fixacdo biologica de
nitrogénio sera discutida a seguir.

2.1.1 Fixacao de nitrogénio
Algumas bactérias promotoras de crescimento possuem a capacidade de

realizar a fixacdo do nitrogénio atmosférico, convertendo-o em formas utilizaveis
pelas plantas, como a amodnia. Esse processo € fundamental para fornecer uma
fonte adicional de nitrogénio, um nutriente essencial para o crescimento vegetal
(MARIN et al., 1999).

A fixacdo biolégica do nitrogénio é mediada pela enzima dinitrogenase,
presente nas bactérias capazes de realizar essa fixacdo. Essa enzima tem a
capacidade de quebrar a tripla ligacdo do nitrogénio atmosférico, reduzindo-o a
amonia (NH3), seguindo um processo semelhante ao realizado na industria. Essas
bactérias podem ser classificadas como associativas, endofiticas ou simbidticas,
dependendo de sua especificidade em relacdo a diferentes espécies de plantas
(HUNGRIA et al., 2001).

Dentre os diversos géneros de bactérias promotoras de crescimento,
destacam-se:  Azospirillum, Azoarcus, Bacillus, Burkholderia, Clostridium,
Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirilum, Pseudomonas e Serratia, entre
outros (SOMERS et al., 2004). Esses géneros demonstram a diversidade e
importancia das bactérias promotoras de crescimento na agricultura e no
desenvolvimento das plantas.

Além da fixagdo bioldgica de nitrogénio, as bactérias promotoras de
crescimento também desempenham um papel importante na liberacdo de
compostos de crescimento vegetal. Essas substancias fornecem estimulos
essenciais para o desenvolvimento e o crescimento das plantas. No préximo tépico,
sera explorada a relevancia da liberacdo de compostos de crescimento vegetal pelas
BPCV.

2.1.2 Liberacdo de compostos de crescimento vegetal
Algumas BPCV tém a capacidade de produzir e liberar compostos de

crescimento vegetal, como auxinas, citocininas e giberelinas. Essas substancias



16

atuam como horménios vegetais e tém o potencial de melhorar o crescimento das
raizes, a formacao de folhas e o desenvolvimento geral das plantas (SANTOS DIAS
& SANTOS, 2022).

De acordo com Patten et al. (1996), sugerem que a molécula precursora
triptofano é necessaria para a producdao do acido indol-3-acético (AlA), conhecido
como a principal auxina. Quando estabelecem interacbes com as plantas, varias
espécies de microrganismos sao capazes de sintetizar essas auxinas. Essa
capacidade também é destacada por Solano et al. (2008), que explicam que as
bactérias utilizam um metabolismo secundario para a detoxificacdo de compostos,
resultando na producdo de triptofano e, consequentemente, no aumento da
producédo de auxinas.

Outros hormonios vegetais, conhecidos como fitormdnios, incluem as
citocininas e as giberelinas. As citocininas sdo fundamentais na promocdo da
citocinese, ou seja, a divisdo celular, e no desenvolvimento de brotos laterais. Esses
fitohormbnios sdo produzidos nas raizes e transportados para todas as partes da
planta através do xilema. Além das raizes, as citocininas também séo produzidas em
frutos e embrides (DEMASON, 2005).

Por sua vez, o acido giberélico é uma das giberelinas mais conhecidas. De
acordo com Castro et al. (2005), as giberelinas causam alteracdes fisiologicas
significativas nas plantas, incluindo interferéncia na floragdo, expressao sexual,
senescéncia, descamacéao, germinagao e superacao da dorméncia.

Na Tabela 1, sdo apresentados os diversos mecanismos de acdo das
bactérias promotoras de crescimento de plantas em monocotileddneas e
dicotiledbneas, conforme descrito na literatura.

Além dos efeitos das auxinas, citocininas e giberelinas no crescimento e
desenvolvimento das plantas, as bactérias promotoras de crescimento vegetal
também possuem um papel-chave na solubilizagdo de nutrientes. Por meio de
mecanismos especificos, essas bactérias sado capazes de liberar nutrientes
presentes no solo, tornando-os disponiveis para as plantas. A solubilizacédo de
nutrientes € um processo importante para melhorar a absor¢éo e utilizacéo eficiente
dos nutrientes pelas plantas, resultando em um crescimento mais saudavel e
vigoroso (SANTOS DIAS & SANTOS, 2022).
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Tabela 1 — Interagcdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCV) e seus efeitos benéficos as plantas.

Espécie vegetal

BPCV

Efeito ou mecanismo

Referéncia

Aveia (Avena sativa)

Klebsiella sp.

Regula do contetdo de ions e niveis de prolina

Sapre et al. (2018)

Cevada (Hordeum vulgare)

Curtobactéria sp.

Regula o contetdo de prolina

Cardinale et al. (2015)

Hartmannibacter

diazotrophicus

Aumenta a atividade da ACC deaminase

Suarez et al. (2015)

Milho (Zea mays)

Bacillus atrophaeus

Alivia o estresse salino

Kerbab et al. (2021)

Azotobacter sp.

Promove a absorcéo de nutrientes nas plantas

Rojas-Tapias et al. (2012)

Bacillus amyloliquefaciens
SQR9

Melhora atividade da enzima antioxidante e aumenta a

expressao de genes de resposta ao estresse salino

Chen et al. (2016)

Bacillus sp.

Aumento das atividades enziméticas e dos teores de
prolina e agucar soltvel sob estresse salino; regula a

atividade da ACC deaminase

Gupta et al. (2019)

Pseudomonas sp.

Aprimora o contetdo de prolina e AlA e a producao de

exopolissacarideos

Nadeem et al. (2009)

Rhizobium sp.

Regula a biossintese de pigmentos

Bano et al. (2009)

Arroz (Oryza sativa)

Bacillus aryabhattai,
Achromobacter
denitrificans e
Ochrobactrum

intermedium

Alivia o estresse salino

Sultana et al. (2020)
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Espécie vegetal

BPCV

Efeito ou mecanismo

Referéncia

Bacillus pumilus e
Pseudomonas

pseudoalcaligenes

Aumenta a absorcédo de nutrientes

Jha et al. (2013)

Glutamicibacter sp. YDO1

Regula os niveis de etileno

Ji et al. (2020)

Micrococcus sp.

Aumentando os niveis de AIA

Sukweenadhi et al. (2015)

Rhizobacteria

pseudomonas

Regula a atividade da ACC deaminase

Jha et al. (2013)

Trigo (Triticum aestivum)

Aeromonas sp.

Regula o teor de etileno e alivia o estresse salino

Ashraf et al. (2004)

Bacillus sp.

Regulando a atividade da ACC deaminase

Pourbabaee et al. (2016)

Pseudomonas
fluorescence, Bacillus
pumilus e
Exiguobacterium

aurantiacum

Aumenta a producao de substancias osmaéticas

Nawaz et al. (2020)

Klebsiella sp. Regulagéo do conteudo de ions, niveis de prolina e Singh & Jha (2017)
atividade de enzimas antioxidantes
Pepino (Cucumis sativus) Bacillus sp. Ajusta a atividade da ACC deaminase Nadeem et al. (2016)
Burkholdera sp Mantém o equilibrio hidrico e regulando o contetido de Kang et al. (2014)
pigmento fotossintético
Morango (Fragaria Kocuria sp. Aumenta a solubilizag&o de fosfato Kore et al. (2013)

ananassa)
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Espécie vegetal

BPCV

Efeito ou mecanismo

Referéncia

Algodéo (Gossypium

hirsutum)

Pseudomonas sp.

Aumenta a producao de conteudo de prolina, AlA e
exopolissacarideos

Yao et al. (2010)

Tomate (Solanum

lycopersicum)

Rizobactérias promotoras

de crescimento

Alivia o estresse hidrico e aumenta a absorcao de K+

Cordero et al. (2018)

Achromobacter sp.

Regula a producao de etileno

Enterobacter sp.

Reduz a producao de etileno

Mayak et al. (2004)

Sphingomonas sp.

Induz a producéo de exopolissacarideos e prolina

Halo et al. (2015)

Ervilha (Pisum sativum)

Arthrobacter sp.

Aumenta a absorcdo de nutrientes

Rhizobium sp.

Regula a sintese de pigmentos

Barnawal et al. (2014)

Variovorax sp.

Aumenta a atividade da ACC deaminase

Wang et al. (2016)

Fonte: Adaptado de Gao et al. (2022).
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No proximo topico sera explorado a capacidade das bactérias promotoras de
crescimento de solubilizar nutrientes, os mecanismos envolvidos nesse processo e
0os beneficios para o crescimento e nutricdo das plantas. A solubilizacdo de
nutrientes é mais um aspecto crucial realizado pelas bactérias promotoras de
crescimento vegetal na promocéo do desenvolvimento sustentavel das plantas e na

otimizacao da producgéao agricola.

2.1.3 Solubilizagdo de nutrientes
Algumas bactérias promotoras de crescimento possuem a capacidade de

solubilizar nutrientes, como o fosfato (PO,37), presente no solo, mas que nao €
facilmente assimilado pelas plantas. Essas bactérias solubilizadoras de fosfato
realizam um papel importante ao transformar o fosforo (P) inorganico em formas
soluveis, disponibilizando-o para as plantas como um macronutriente. Esse processo
ocorre por meio da liberacdo de enzimas que convertem 0S compostos inorganicos
insollveis em substancias sollveis que as raizes das plantas podem absorver
(AMARAL, 2014).

O fosforo € o segundo mineral mais importante para o crescimento das
plantas, logo apds o nitrogénio. No entanto, apesar de sua abundancia, a maior
parte do fésforo no solo estd em formas insollveis, como mencionado
anteriormente. O fésforo desempenha um acéo fundamental na regulacdo de vias
metabdlicas e reacdes bioquimicas em seu papel fisiologico (BRAMUSSE,;
BARROSO; INTORNE, 2017).

Devido a baixa disponibilidade de fosforo para as plantas nas formas
organicas e inorganicas encontradas no solo, a aplicacao de fertilizantes fosfatados
em altas concentracfes aumenta o0s custos de producao agricola (HUNGRIA et al.,
2011). Nesse contexto, a aplicacdo de microrganismos solubilizadores de fosfato
surge como uma alternativa viavel ao uso de fertilizantes fosfatados em areas
agricolas. Essa abordagem melhora a eficiéncia dos sistemas de cultivo, promove o
crescimento das plantas e minimiza os impactos negativos para o0 meio ambiente
causados pelo uso excessivo de fertilizantes (RAFI et al., 2019).

Além da solubilizagdo de nutrientes, as bactérias promotoras de crescimento
também sdo importantes na producdo de compostos antimicrobianos. Esses

compostos sdo substancias que ajudam as plantas a combater patdgenos, como



21

fungos, bactérias e virus, proporcionando um efeito protetor contra doencas
(SANTOS DIAS & SANTOS, 2022).

No préximo topico, aprofundaremos a producdo de compostos
antimicrobianos pelas BPCVS.

2.1.4 Producao de compostos antimicrobianos
Os produtos antimicrobianos sao substancias produzidas por certas bactérias

promotoras de crescimento dispde de uma responsabilidade crucial no controle de
doencas e pragas de plantas. Diante da preocupagdo com 0S impactos negativos
dos agrotéxicos no meio ambiente e nos custos de producdo de alimentos, os
microrganismos endofiticos tém despertado um interesse crescente como uma
alternativa promissora para o biocontrole de fitopatogenos em diferentes sistemas
agricolas (SANTOS, 2014).

Esses microrganismos endofiticos, como as espécies de Pseudomonas spp. e
Bacillus sp., sdo capazes de produzir uma ampla variedade de compostos
fitopatogenos com propriedades antimicrobianas, como antibidticos, enzimas de
degradacdo de patdégenos e lipopeptideos. Esses compostos sdo capazes de
suprimir o crescimento e a proliferacdo de patdégenos de plantas, auxiliando no
controle de doencas e no aumento da resisténcia das plantas (ARAUJO et al., 2010).

A dependéncia excessiva de agrotdxicos nas lavouras para o0 controle
fitossanitario resulta em altos custos de producao de alimentos e impactos negativos
no meio ambiente quando ndo sdo manejados adequadamente (BISOGNIN &
AUGUSTIN, 2006). Diante desse cenario, ha um crescente interesse no uso de
microrganismos endofiticos como uma alternativa promissora para o biocontrole de
fitopatdgenos em diversos agroecossistemas. Esses microrganismos endofiticos sdo
antagonistas naturais de varios patdgenos, representando uma fonte importante e
ainda pouco explorada de agentes de biocontrole para doencas e pragas de plantas
(SESSITSCH et al., 2004; SCHULZ & BOYLE, 2005).

Diversos experimentos de pesquisa descritos na literatura relatam a
supressado de patdogenos mediada por antibidticos produzidos por microrganismos,
destacando-se principalmente as espécies Pseudomonas spp. que produzem
compostos como 2,4-diacetil-floroglucinol (KEEL et al., 1990; 1992; DE SOUZA et
al., 2003; RAI et al., 2017), fenazina (THOMASHOW et al., 1990; CHIN-A-WOENG
et al., 1998; MAZURIER et al., 2009), pioluteorina (HASSAN et al., 2011; RAMETTE
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et al., 2011), pirrolnitrina (UPADHYAY et al., 2011; HUANG et al., 2018) e cianeto de
hidrogénio (LANTEIGNE et al., 2012). Além disso, algumas espécies do género
Bacillus s&o conhecidas por produzirem compostos como bacilomicina D (XU et al.,
2013), micossubtilina (MIHALACHE et al., 2018; RADOVANOVIC et al., 2018) e
outros lipopeptideos, incluindo iturina A, fengicina e surfactina (GUEVARA-
AVENDANO et al., 2020).

No proximo tépico, serd abordado sobre a interagdo entre as bactérias
promotoras de crescimento e as plantas. Essa interacdo envolve uma série de
processos complexos que vao desde o reconhecimento até a comunicacéo entre 0s
microrganismos e as células vegetais. As bactérias endofiticas estabelecem uma
relacdo simbidtica com as plantas, promovendo beneficios matuos que incluem o
controle de fitopatbgenos e o estimulo do crescimento vegetal. Além disso, sera
discutido como essas bactérias conseguem colonizar as plantas, 0s mecanismos
envolvidos na supressdo de patdgenos e como essas interacbes podem ser

exploradas de forma eficiente para aprimorar a agricultura sustentavel.

2.2 Aspectos gerais da Interacao bactéria-planta

A maioria das bactérias endofiticas esta presente nas plantas vasculares,
colonizando os tecidos internos de seus hospedeiros (FIRAKOVA et al., 2007; XIE et
al., 2020). Elas pertencem a diferentes filos bacterianos, incluindo Bacteroidetes,
Actinobacteria, Firmicutes e Alfa-Proteobacteria (BACON & HINTON, 2006). Esses
microorganismos podem ser encontrados tanto intracelularmente como
intercelularmente, sem causar danos visiveis a planta (GOUVEIA et al., 2020; JOO
et al., 2021), ou em pelo menos uma fase de seu ciclo de vida (HARDOIM et al.,
2008).

A colonizacdo das bactérias endofiticas ocorre em trés etapas distintas.
Primeiro, a bactéria se move em direcéo as raizes da planta, seja de forma passiva
ou através do fluxo de agua no solo. Em alguns casos, elas podem se mover
ativamente utilizando seus flagelos, impulsionadas por substancias liberadas por
elas (SPRENT & DEFARIA, 1988). Em seguida, as bactérias aderem as raizes por
meio de uma adsorcdo nao especifica (SPRENT & DEFARIA, 1988; FIRDOUS et al.,
2019). Uma vez conectadas as raizes, as bactérias se multiplicam, formando
"microcoldnias” (HARDOIM et al., 2008; LIU et al., 2017). Por fim, as bactérias
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endofiticas podem alcancar locais especificos nos tecidos vegetais danificados, que
podem ocorrer naturalmente durante o crescimento da planta, em juncbes
epidérmicas, pelos radiculares ou por meio de ferimentos (SPRENT & DEFARIA,
1988). A colonizagao no interior da planta pode ser sistémica, migrando pelo sistema
vascular e apoplasto, ou local, migrando pelos tecidos do cortex e xilema
(HALLMANN et al., 1997).

A produgcdo de uma ampla variedade de enzimas € uma caracteristica
importante das bactérias endofiticas, incluindo celulases, pectinases, xilanases,
liqguenases, mananases e outras enzimas hidroliticas (HALLMANN et al., 1997; CHO
et al., 2010; SINGH et al.,, 2017). Essas enzimas possuem funcdo essencial na
colonizacdo endofitica, sendo responsaveis pela degradacdo de componentes da
parede celular vegetal. Essa degradacdo enzimatica ocorre durante a colonizacédo
da epiderme radicular, mas ndo nos espacos intercelulares do coértex. No entanto,
ainda ha muito a ser descoberto sobre a regulacdo desses processos. Sabe-se, no
entanto, que a liberagcédo constitutiva de hidrolases € indesejavel, pois pode levar a
patogenicidade da planta (HALLMANN et al., 1997).

A densidade populacional das bactérias endofiticas varia amplamente e
depende principalmente da espécie bacteriana, do gendtipo da planta, do estagio de
desenvolvimento do hospedeiro e das condicbes ambientais. Essa interacéo planta-
microrganismo tem sido observada em varias partes da planta, como sementes,
ovulos, frutos, caules, folhas, raizes, tubérculos, brotos, flores e inflorescéncias
(ZHANG et al., 2006; MIGUEL et al., 2016). A entrada desses microrganismos €&
provavelmente controlada pela planta e pelas condicbes ambientais (SILVA et al.,
2006; MIGUEL et al., 2019).

No processo conhecido como exsudagéo, as bactérias liberam substancias no
espaco extracelular, um mecanismo crucial para interacdes bioldgicas. Esse
processo envolve a biossintese de compostos como os sideréforos, os quais sao
posteriormente liberados no ambiente circundante a bactéria. Um sideréforo € um
composto organico que desempenha um papel essencial ao auxiliar organismos,
especialmente bactérias, na captacdo de ferro do ambiente. S&o moléculas de baixo
peso molecular que se ligam ao ferro, tornando-o solluvel e, assim, facilitando seu
transporte para dentro das células (SCAVINO & PEDRAZA, 2013).
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No ambito da interacdo entre bactérias e plantas, os sideroforos
desempenham um papel duplo que pode ser benéfico ou prejudicial, dependendo
dos tipos de bactérias e plantas envolvidos.

Algumas bactérias benéficas, como as Pseudomonas fluorescens, produzem
sideroforos que potencializam o crescimento das plantas. Esses compostos auxiliam
no saneamento do solo, removendo substancias toxicas, e também fornecem ferro
as plantas. Além disso, essas bactérias competem com organismos patogénicos
pelo ferro, o que reduz a probabilidade de infeccdo nas plantas. Em contrapartida,
certas bactérias patogénicas, exemplificadas pela Pseudomonas syringae,
produzem sideréforos que facilitam sua invasdo nas plantas. Esses sideréforos
removem o ferro de proteinas transportadoras da planta, como a ferritina, tornando a
planta mais suscetivel & invasdo. Adicionalmente, algumas bactérias patogénicas
podem utilizar os sideréforos produzidos pelas proprias plantas para obter ferro,
aumentando sua viruléncia (SCAVINO & PEDRAZA, 2013; DIMKIC et al., 2022).

Assim, os sideréforos atuam como mediadores em uma complexa danca de
interacdes entre bactérias e plantas, onde o resultado final pode variar de
cooperacdo mutualistica a competicdo prejudicial, dependendo dos agentes
envolvidos e das estratégias adaptativas que empregam (SCAVINO & PEDRAZA,
2013).

Existem evidéncias de que as bactérias endofiticas podem desempenhar uma
extrema relevancia no controle de nematoides e na promocéo do crescimento das
plantas, por meio da producdo de substancias como auxinas, citocininas, giberelinas
e metabdlitos antimicrobianos (REINHOLD-HUREK & HUREK, 2011). Além disso,
essa relacdo simbidtica oferece outras vantagens, como a prote¢cdo contra
patégenos, através da inducdo dos mecanismos de defesa da planta (COMPANT et
al., 2010; ELJOUNAIDI et al., 2016), aumento na produtividade das culturas, fixacdo
de nitrogénio atmosférico e assimilacdo de fosfato solubilizado (ROSENBLUETH &
MARTINEZ-ROMERO, 2006; CONTI, 2007; PADDA et al., 2019) conforme exposto
em secdes anteriores desta revisao de literatura.

Muitas bactérias endofiticas dos géneros Pseudomonas, Burkholderia e
Bacillus produzem metabdlitos secundarios, como antibiéticos, compostos volateis,
antifingicos, antivirais e inseticidas. Esses metabolitos tornam as bactérias
endofiticas uma fonte importante de novos produtos naturais com potencial

aplicacdo na biotecnologia. Além disso, essas bactérias sdo indispensaveis na
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biorremediacdo e na fitorremediacdo, devido a sua capacidade de degradar uma
ampla variedade de substancias (RYAN et al., 2008; LIU et al., 2017).

Para compreender plenamente a importancia das bactérias endofiticas na
ecologia, € fundamental estudar essas interacdes e seu impacto nas plantas
hospedeiras. O estudo dessas interacdes permite a compreensao dos mecanismos
moleculares que regulam essas interacfes, sendo essencial para o desenvolvimento
de métodos de controle de doencas de plantas causadas por patégenos bacterianos,
o fortalecimento da resisténcia das plantas, a investigacdo de métodos de
biocontrole e a garantia da seguranca alimentar. A criacdo de estratégias eficazes
de manejo de doencas de plantas causadas por bactérias € fundamental para
preservar as culturas agricolas (MIGUEL et al., 2021).

Nesse contexto, a relacdo entre o biofilme e a interacdo bactéria-planta séo
cruciais em diversos ecossistemas. Essas estruturas microbianas aderidas as
superficies tém o potencial de influenciar significativamente o crescimento e o
desenvolvimento das plantas, bem como sua resisténcia a patdgenos e estresses
ambientais. Na subsequente secdo, sera exposto uma analise da presenca do

biofilme no contexto da interacdo simbidtica entre bactérias e plantas.

2.2.1 Biofilme
O biofilme (EPS) é uma estrutura complexa composta por comunidades de

micro-organismos, principalmente bactérias, que aderem as superficies e secretam
uma matriz de substancias poliméricas extracelulares. Essa matriz contém uma
variedade de materiais, incluindo polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e
lipidios (BOGINO et al., 2013).

O processo de formacado do biofilme inicia quando as bactérias se agarram a
superficies solidas, como paredes, proteses médicas, dentes ou superficies
industriais, através de mecanismos de adesdo especificos. Apos a adesdo, essas
bactérias proliferam e secretam a matriz extracelular de EPS, que atua na protecao
da comunidade microbiana (NIAZI et al., 2023).

O biofilme apresenta varias vantagens adaptativas comprovadas por estudos
cientificos (DANHORN & FUQUA, 2007; VELMOUROUGANE et al., 2017; NIAZI| et
al., 2023):

1. Protecdo contra agentes antimicrobianos: As bactérias que compdem o

biofilme demonstram maior resisténcia ao tratamento com antibiéticos e
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outros compostos antimicrobianos devido a presenca da matriz extracelular

de substancias poliméricas (EPS). Essa matriz dificulta a penetracdo de

substancias antimicrobianas, tornando mais desafiador o combate eficaz as
bactérias.

2. Protecédo contra o sistema imunoldgico: A matriz EPS também protegem
as bactérias do ataque do sistema imunoldgico do hospedeiro. Essa protecéo
dificulta a eliminacdo das bactérias pelo sistema de defesa do organismo,
permitindo que permanecam na superficie em que estdo aderidas.

3. Acesso a nutrientes: O biofilme, concentrando moléculas e nutrientes
essenciais para o0 crescimento bacteriano, proporciona as bactérias um
suprimento constante de alimento, evitando escassez nutricional e
favorecendo sua sobrevivéncia e proliferagéo.

4. Cooperacao e troca de informacdes: O biofilme permite que diferentes
espécies bacterianas coexistam e cooperem entre si. Essa coexisténcia
favorece a troca de informacgfes genéticas e o compartilhamento de recursos,
conferindo a comunidade bacteriana vantagens competitivas em seu
ambiente.

5. Adesao estavel: A matriz EPS desempenha uma tarefa indispensavel na
adesdo do biofilme a superficie em que se forma. Essa adesdo estavel
confere ao biofilme uma maior resisténcia a remocdo, garantindo sua
permanéncia na area onde se desenvolve.

Deste modo, os Biofilmes podem ser Uteis para varios organismos vegetais,
principalmente para as raizes. Podendo se formar em torno das raizes e outros
tecidos vegetais. S80 essenciais para o crescimento e a saude das plantas por
fornecer nutrientes e protegé-las contra fatores ambientais e patdgenos. Essas
interacBes simbidticas representam um papel fundamental na ecologia do solo e na
saude geral dos ecossistemas terrestres (NIAZI et al., 2023).

Apesar dos beneficios que os biofilmes proporcionam tanto para as bactérias
quanto para as plantas, é essencial reconhecer que essas estruturas tambéem
podem acarretar desafios significativos em diversas situagbes. A formacao de
biofilmes em dispositivos médicos, como cateteres e implantes, pode resultar em
infecgbes cronicas de dificil tratamento em ambientes médicos. Além disso, os
biofilmes podem causar problemas em sistemas de tratamento de agua e esgoto,

bem como ocasionar danos a estruturas industriais e de construcao.
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Diante dessas considerac0des, fica evidente a importancia de se aprofundar os
estudos voltados para a andlise do biofiime. O conhecimento detalhado dessas
estruturas microbianas € fundamental para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de prevencdo e controle de problemas relacionados aos biofilmes. Além
disso, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na formacéo e estabilidade dos
biofiilmes pode abrir caminho para inovacdes na medicina, industria e meio
ambiente. Investir em pesquisas que abordem os aspectos benéficos e prejudiciais
dos biofilmes contribuird para promover aplicacdes mais seguras e eficientes dessas

estruturas na ciéncia e tecnologia.

2.3 Gluconacetobacter diazotrophicus PALS
G. diazotrophicus PAL5, pertencente ao filo Proteobacteria, classe

Alphaproteobacteria, ordem Rhodospirillales e familia Acetobacteraceae, é uma
bactéria endofitica que coloniza os tecidos internos de varias plantas, como cana-de-
acucar (Saccharum spp.), batata-doce (Ipomoea batatas), abacaxi (Ananas
comosus), arroz (Oryza sativa), café (Coffea arabica) e outras (BALDANI &
BALDANI, 2005; MUTHUKUMARASAMY et al., 2007). Além disso, também foi
encontrada em insetos que infestam a cana-de-aclcar e em esporos de fungos em
estado de repouso (MUTHUKUMARASAMY et al., 2002).

Essa bactéria € Gram-negativa, aerdbica obrigatoria e possui células em
forma de bacilo, com tamanhos variando entre (0,7 a 0,8) x (2 a 4) ym, como
ilustrado na Figura 1. Sob o microscépio, as células podem ser observadas
individualmente, em pares ou com estruturas de ligacdo, mas nao apresentam
esporos (MUTHUKUMARASAMY et al., 2002). Geralmente, a bactéria é isolada em
meio semi-solido LGI-P (REIS et al., 1994) e, ap0s sete a dez dias, forma uma
pelicula alaranjada na superficie do meio, enquanto o meio abaixo da pelicula
permanece incolor devido a assimilacdo do azul de bromotimol (DOBEREINER et
al., 1993).

A bactéria G. diazotrophicus, descrita por Cavalcante e Dobereiner (1988), é
conhecida por sua capacidade de fixacdo de nitrogénio em varias plantas. Essa
bactéria utiliza o acido 2-ceto glucénico como fonte de carbono, o que estimula o
processo de fixacdo de nitrogénio (MENESES et al., 2011; SERRATO et al., 2013).
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Figura 1- Gluconacetobacter diazotrophicus. Bactéria endofitica, aerdbia e em
formato de bacilos.

Fonte: (SANTOS, 2007).

G. diazotrophicus € capaz de crescer em altas concentracbes de sacarose
(10% sacarose) e em um pH bastante baixo (3,0), além de apresentar a habilidade
de fixar nitrogénio em condi¢cdes microaerofilicas (CAVALCANTE e DOBEREINER,
1988). O pH ideal para o crescimento dessa bactéria estd em torno de 5,5, embora
os valores de pH e a taxa de respiragcdo possam variar dependendo das fontes de
carbono utilizadas (STEPHAN et al., 1991).

E de extrema relevancia a realizacdo de estudos que envolvam a bactéria G.
diazotrophicus, conforme evidenciado pelo trabalho de Filgueiras (2015), que
demonstrou os efeitos da inoculacdo de G. diazotrophicus no crescimento das
plantas de arroz vermelho, bem como a resposta de toleréncia sistémica induzida
(IST) a seca. Além disso, o estudo de Silva et al. (2020), também é relevante, pois
seus resultados indicaram que a inoculacdo bacteriana melhorou a resisténcia a
seca das plantas e regulou positivamente alguns genes relacionados ao
desenvolvimento radicular sob condigdes de escassez de agua.

Com base nessas pesquisas, é possivel concluir que a inoculacdo da cepa G.
diazotrophicus PAL5 desempenha um papel fundamental ao encorajar diversos
mecanismos de crescimento e desenvolvimento de raizes, contribuindo para a
resisténcia ao estresse hidrico nas plantas. Essa intervencdo bacteriana possibilita o
desenvolvimento e aprimoramento da composicdo bioquimica das plantas,
demonstrando um potencial promissor para a melhoria da agricultura em condi¢des

adversas.
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No estudo conduzido por Grillo-Puertas et al. (2018), foi empreendida uma
investigacdo com o propoésito de avaliar os impactos das concentracdes de fosfato
presentes no meio de cultivo sobre a regulacdo dos niveis intracelulares de
polifosfato em G. diazotrophicus. Os resultados obtidos indicaram que a formagé&o de
biofilme em G. diazotrophicus sofre influéncia das concentracdes de fosfato no
ambiente de cultura, constatando-se que a tendéncia a formacédo de biofilme é
amplificada em situagbes de maiores concentracdes de fosfato. Essa fenomenologia
desempenha um papel de relevancia na colonizacdo radicular e contribui para as
multifaceis repercussbes benéficas inerentes as Bactérias Promotoras de
Crescimento Vegetal (BPCV).

Outro estudo, que focou na linhagem G. diazotrophicus PALS5, se concentrou
nas dindmicas da biossintese de exopolissacarideos (EPS) e nas suas implicacbes
aplicadas. A pesquisa identificou que uma enzima bacteriana denominada tirosina
quinase (Wzc) assume um papel crucial na sintese dos exopolissacarideos. A
tirosina quinase, sendo uma enzima presente em bactérias, € responsavel por
catalisar a transferéncia de grupos fosfato provenientes do trifosfato de adenosina
(ATP) para residuos de tirosina nas proteinas alvo. A autofosforilacdo da tirosina
quinase regula diversas vias metabdlicas e processos celulares dentro do contexto
bacteriano, dentre os quais se inclui a biossintese de exopolissacarideos em G.
diazotrophicus (WANDERLEY et al., 2021).

Por fim, a G. diazotrophicus PAL5 desempenha uma fungcdo importante e
valiosa tanto na agricultura quanto no meio ambiente. Sendo uma bactéria
diazotrofica, possui uma notavel capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico,
essencial para o crescimento das plantas, tornando-se, assim, uma ferramenta
poderosa para promover a sustentabilidade agricola. A reducdo da dependéncia de
fertilizantes nitrogenados sintéticos contribui para a diminuicdo da poluicédo
ambiental e dos custos associados a agricultura convencional. Essa bactéria ndo s6
€ benéfica para a agricultura, mas também para o meio ambiente, contribuindo para
a promocéao de praticas agricolas mais ecologicamente equilibradas, que melhoram
0 bem-estar humano e garantem a preservacdo dos recursos haturais para as
geracoes futuras (WANDERLEY et al., 2019).
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2.4 Modelagem de Proteinas

Cada célula de um organismo vivo pode conter milhares de proteinas, de
funcdes especificas, sendo as macromoléculas mais abundantes. A estrutura
tridimensional das proteinas, determinada pela sequéncia de aminoacidos, é
fundamental para sua fung&o. Por exemplo, o arranjo tridimensional pode influenciar
a posicao dos residuos cataliticos no sitio ativo da proteina, bem como sua interacéo
com outras moléculas. Portanto, a determinacdo da estrutura proteica € essencial
para melhorar nossa compreensdo de como a proteina funciona e oferece insights
para manipular, controlar ou alterar suas funcdes (WOLYNES, 2015).

Os modelos de estruturas macromoleculares tridimensionais podem variar
entre dados experimentais e previsées computacionais. Técnicas experimentais,
como cristalografia de raios-X, ressonancia magnética nuclear (RMN) e crio-
microscopia eletrdnica (cryo-EM), sao frequentemente utilizadas para obter
coordenadas atbmicas precisas de atomos pesados (CARRONI & SAIBIL, 2016;
SILVA et al., 2021). No entanto, essas técnicas exigem especializacdo, habilidades
avancadas, recursos financeiros significativos e quantidades substanciais de
amostras moleculares expressas e purificadas (SCHWEDE, 2013).

Apesar da confiabilidade dos modelos estruturais gerados por técnicas
experimentais, o processo de resolucdo de estruturas experimentais apresenta
desafios devido a velocidade com que novas sequéncias de proteinas sédo
descobertas (BERMAN et al., 2000). Atualmente, o Banco de Dados de Proteinas
(PDB) contém cerca de 207.338 estruturas resolvidas (julho/23), refletindo o
crescente numero de estruturas tridimensionais disponiveis.

E preciso acentuar que as técnicas computacionais colaboram na
interpretagcdo e  refinamento dos dados experimentais, contribuindo
significativamente para a construcdo de modelos estruturais. A modelagem por
computador e as simulagbes moleculares séo ferramentas valiosas para explorar a
dindmica e a funcdo das proteinas, complementando os dados experimentais e
permitindo a investigacdo de sistemas que ainda nao foram resolvidos
experimentalmente. A integracado de abordagens experimentais e computacionais é
essencial para o avanco do conhecimento sobre as estruturas proteicas e suas
funcdes.

Por outro lado, é surpreendente considerar a quantidade de sequéncias de

proteinas disponiveis no UniProt, que abrange o conjunto de proteinas revisadas no
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UniProtKB/Swiss-Prot. O UniProtKB € um banco de dados de proteinas que contém
informacOes detalhadas sobre diferentes proteinas de diversas espécies. Cada
entrada de proteina no UniProtKB esta associada a um resumo das informacdes
funcionais, que podem ter sido verificadas experimentalmente ou previstas
computacionalmente. Essas informacdes incluem dados sobre a funcdo bioldgica da
proteina, sua estrutura, localizacdo celular, interacdes com outras moléculas,
atividades enziméticas, dominios estruturais e outras caracteristicas relevantes. Ja
no UniProtKB/Swiss-Prot, cada entrada de proteina é cuidadosamente revisada por
especialistas, resultando em uma descricdo precisa e completa das informacdes
funcionais da proteina.

Atualmente, o UniProtKB contém mais de 227 milhdes de registros de
sequéncia na versao 2022_03 do UniProt (UNIPROT, 2023). Essa vasta quantidade
de dados protedbmicos destaca o desafio de resolver estruturas experimentais para
todas as proteinas conhecidas.

Portanto, considerando a realidade dos bancos de dados PDB (Protein Data
Bank) e UniProt, € evidente que muitas proteinas ainda néo tiveram suas estruturas
tridimensionais determinadas experimentalmente. Nesse contexto, a predi¢ao
computacional (in silico) da estrutura tridimensional de proteinas surge como uma
alternativa promissora para preencher essa lacuna em constante crescimento
(STUDER et al., 2019).

E importante destacar que essa lacuna na determinagdo experimental de
estruturas tridimensionais implica na perda de informacfes biologicas e biofisicas
significativas. Nem todas as novas proteinas identificadas e sequenciadas possuem
suas estruturas tridimensionais elucidadas (SCHWEDE, 2013). Como resultado, a
compreensao completa das propriedades estruturais e funcionais dessas proteinas
fica comprometida, limitando nosso conhecimento sobre sua atividade biolégica e
seu potencial aplicado.

Através do uso de métodos de predicdo computacional, € possivel obter
informacgdes estruturais de uma proteina cuja estrutura tridimensional ainda nao foi
determinada experimentalmente, baseando-se na sequéncia de aminoacidos. No
passado, esse tipo de predicdo era considerado desafiador. No entanto, devido ao
avango dos algoritmos computacionais e ao aumento da disponibilidade de dados
sobre dobramentos proteicos conhecidos, hoje € possivel realizar previsdes

plausiveis e geralmente precisas (LIU & CHEN, 2016).
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Os meétodos de predicdo computacional utilizam algoritmos e modelos
baseados em principios fisicos e estatisticos para inferir a estrutura tridimensional de
uma proteina a partir de sua sequéncia de aminoacidos. Essas abordagens se
baseiam em correlacbes estatisticas entre sequéncias de proteinas conhecidas e
suas estruturas correspondentes, bem como em principios de fisica e quimica para
modelar as interacfes entre os a&tomos na proteina.

Os métodos computacionais de predicdo de estrutura podem ser divididos em
duas categorias principais: métodos baseados em estruturas tridimensionais
conhecidas e métodos independentes de estruturas conhecidas (Figura 2).

Figura 2 — Escala entre métodos de predicdo de estrutura tridimensional de
proteinas e identidade de sequéncia com as estruturas existentes.

Independentes de Molde Dependentes de Molde
Ab initio / de novo Threading Modelagem Comparativa

<

>

20 30 50 100
Identidade de Sequéncia %

Fonte: (SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).
Cada método requer um grau especifico de similaridade, calculado pela taxa de identidade entre as

sequéncias alvo e as sequéncias de estruturas conhecidas que serdo usadas como moldes.

Os métodos baseados em estruturas conhecidas exploram a semelhanca
entre a proteina alvo e proteinas cujas estruturas tridimensionais foram resolvidas
experimentalmente. Nesses casos, uma estrutura tridimensional conhecida,
chamada de molde ou template, € modificada para se ajustar a sequéncia da
proteina alvo por meio de técnicas de modelagem comparativa e threading (SILVA,
BASTOS; SANTOS, 2021). Essas abordagens se baseiam na suposicdo de que
proteinas com sequéncias semelhantes tém estruturas semelhantes.

J& os métodos independentes de um molde, como as abordagens ab initio e
de novo, ndo dependem diretamente de estruturas tridimensionais conhecidas.
Nesses casos, as informacgdes estruturais sdo obtidas por meio da combinacéo de

varios fragmentos estruturais ou pela previsdo da estrutura secundaria da proteina
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alvo com base em principios fisicos e estatisticos (KC, 2017). Essas abordagens
buscam construir uma estrutura tridimensional a partir das caracteristicas intrinsecas
da sequéncia de aminoacidos, sem utilizar informacdes externas.

Ambas as categorias de métodos tém suas vantagens e limitacdes. Os
meétodos baseados em estruturas conhecidas sdo mais eficientes quando existe uma
estrutura semelhante disponivel, enquanto os métodos independentes de um molde
podem ser aplicados a proteinas com sequéncias Unicas ou que ndo apresentam
semelhancas com proteinas estruturalmente conhecidas. No entanto, a predicdo ab
initio é mais desafiadora devido a complexidade do problema e ao espaco de
conformacao vasto que precisa ser explorado.

Na proxima secgéo, serd explorado em detalhes as estratégias e ferramentas
utilizadas na modelagem dependente de molde, aprofundando-se nas suas

aplicacoes e peculiaridades.

2.4.1 Métodos dependentes de molde
Os métodos baseados em molde sao fundamentados na suposicao de que a

estrutura tridimensional de uma proteina € conservada ao longo da evolucao. Essa
conservacgao estrutural implica que mudancas na sequéncia de aminoacidos
geralmente resultam em alteracbes minimas na estrutura tridimensional (PATEL,;
SINGH; PATEL, 2019). Nessa categoria de métodos, a similaridade estrutural entre
proteinas com sequéncias semelhantes € explorada, levando em consideracao que
essas proteinas tendem a adotar estruturas quase idénticas. Surpreendentemente,
estruturas tridimensionais semelhantes podem ser encontradas mesmo em
proteinas com baixa identidade sequencial (até 20%). Portanto, é possivel gerar um
modelo tridimensional para uma proteina de estrutura desconhecida, desde que
exista uma estrutura resolvida experimentalmente que sirva como referéncia (SILVA,
BASTOS; SANTOS, 2021).

Dentro dos métodos dependentes de molde, destacam-se a modelagem
comparativa e o Threading, os quais serdo abordados com maior profundidade nos

préoximos topicos.

2.4.1.1 Modelagem comparativa
Também conhecida como modelagem por homologia, a modelagem

comparativa € o método mais popular entre as abordagens baseadas em molde.
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Essa abordagem requer a disponibilidade de uma estrutura tridimensional resolvida
como molde ou referéncia. Para que seja aplicada, a sequéncia da proteina-alvo
deve ter uma identidade minima de 25% a 30% em relacdo a sequéncia do molde.
Com base na estrutura do molde, é possivel criar um modelo tridimensional da
proteina-alvo, representando sua conformacéo espacial (SALI & BLUNDELL, 1993;
GINALSKI, 2006).

O processo de modelagem comparativa envolve quatro etapas principais
demonstrados na Figura 3 (BAKER & SALI, 2001) e descritos abaixo:

Figura 3 — Etapas da modelagem comparativa.

Nesta etapa, é selecionada uma ou mais estruturas de proteinas resolvidas experimentalmente
7= == ] gque sejam compardveis a sequéncia da proteina-alvo. Critérios de selegdo incluem cobertura,
1. Selecao do molde proteico nuimero de gaps, similaridade e identidade em relacdo a sequéncia-alvo. Outros fatores como

' funcdo bioldgica, qualidade da estrutura experimental e presenca de ligantes, substratos e

cofatores também sdo considerados.

Ap6s a selecdo do(s) molde(s), a sequéncia-alvo e ofs) molde(s) sdo alinhados. Um alinhamento

2. Alinhamento da estrutura mais elaborado é realizado para criar a cadeia principal da estrutura, incluindo preenchimento de

nﬁm_ér’i;a : espacos vazios nas areas sem correspondéncia nas sequéncias. A inclusdo de ligagdes, substratos
e outros cofatores no modelo depende de suaimportancia nas estruturas de referéncia.

Com base nas informac@es estruturais do(s) molde(s) selecionado(s), sdo utilizados dois métodos

populares para construir o modelo tridimensional. O método de satisfagdo de restrigdes espaciais

i3 Construgéodomodelo mantém parametros geométricos entre proteinas homologas. Ja nos métodos baseados na unido

de corpos rigidos, o modelo é construido a partir de corpos rigidos das regides alinhadas e dreas
ndo preservadas sdo reconstruidas.

Apo6s a construcdo dos modelos, é realizada uma avaliacdo para determinar sua qualidade e
T : adequacdo estrutural. Varios modelos sdo gerados e classificados utilizando um ou mais métodos
4. Avaliagdo do modelo i de avaliagdo. A combinagio de diferentes métodos de avaliacio pode resultar em um modelo
mais confidvel. O grafico de Ramachandran é frequentemente utilizado para verificar se os
residuos do modelo tridimensional estdo dentro das regiGes permitidas, de acordo com os

angulos de torcao ¢ e Y.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Nessa etapa de validacdo, softwares como MODELLER (SALI & BLUNDELL,
1993) e SWISS-MODEL (SCHWEDE et al., 2003) sdo amplamente utilizados para
auxiliar no processo de modelagem comparativa. Esses programas fornecem
recursos para avaliar e refinar os modelos gerados, contribuindo para a obtencéo de

estruturas tridimensionais mais confiaveis.

2.4.1.2 Threading
O threading € um método de modelagem que permite criar modelos de

estruturas que apresentam enovelamento semelhante a proteinas de estruturas
conhecidas, mesmo quando ha pouca semelhanca entre elas. Nesse método, a
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sequéncia de aminoacidos é fragmentada e utilizada na busca por homélogos
estruturais, explorando diversos alinhamentos em vez de alinhar a sequéncia inteira
(ZHANG, 2009). Portanto, o threading é aplicado quando modelos com baixa
identidade podem abranger diferentes partes da sequéncia-alvo (VERLI, 2014).

A modelagem por threading depende do reconhecimento das caracteristicas
da sequéncia-alvo, sendo necessario realizar alinhamentos locais para identificar
moldes ou estruturas disponiveis na base de dados de proteinas (PDB) que cobrem
regides especificas. Em seguida, para cada molde escolhido, uma abordagem de
modelagem comparativa é aplicada, criando estruturas secundarias para cada
regido. E importante destacar que a qualidade das estruturas selecionadas e a
determinacdo de quais moldes cobrem cada parte da sequéncia tém um impacto
direto na qualidade dos modelos finais gerados (VERLI, 2014).

O threading € uma técnica amplamente utilizada pelo programa I-TASSER
para a construcdo de modelos tridimensionais de proteinas. Esse programa sera
abordado de forma minuciosa no proximo tdpico, no qual serdo exploradas suas

caracteristicas e aplicacées na modelagem de estruturas proteicas.

2.4.1.2.1 I-TASSER
O I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement) é um dos

programas de threading mais amplamente utilizados na predicdo de estruturas
tridimensionais de proteinas. Ele recebeu varios prémios na competicdo CASP
(Critical Assessment of protein Structure Prediction), destacando sua eficacia e
precisdo. O I-TASSER utiliza uma abordagem combinada de modelagem por
homologia e modelagem ab initio, conhecida como threading, que € empregada
quando as sequéncias de proteinas ndo tém homoélogos conhecidos no banco de
dados ou exibem baixa identidade com outras proteinas (ZHANG, 2009; YANG &
ZHANG, 2015).

O método de threading utilizado pelo I-TASSER envolve a busca de
fragmentos estruturais semelhantes em um banco de dados de estruturas
conhecidas. Com base nessas informacgdes, sdo gerados modelos iniciais que séo
subsequentemente refinados por meio de iteragbes para melhorar sua preciséo e
conformacéao tridimensional. Essa abordagem permite a predicdo de estruturas de
proteinas com baixa similaridade sequencial ou para as quais ndo ha uma estrutura
tridimensional conhecida disponivel (ZHANG, 2009; YANG & ZHANG, 2015).
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O I-TASSER tem sido amplamente aplicado na modelagem de proteinas e na
bioinformética devido a sua capacidade de fornecer informacdes valiosas sobre a
estrutura e funcdo de proteinas. Sua combinacdo de métodos de threading e
refinamento iterativo torna uma ferramenta poderosa para a predicdo de estruturas
proteicas, contribuindo para avancos significativos na compreensdo dos

mecanismos moleculares.

2.4.1.2.2 Modelagem por Threading no I-TASSER
Para gerar modelos estruturais de proteinas por Modelagem por "Threading”,

o0 I-TASSER segue um processo iterativo de varias etapas conforme indicado na
imagem abaixo (YANG & ZHANG, 2015; ZHENG et al., 2021; ZHOU et al., 2022):

Figura 4 — Etapas da modelagem por Threading.

O I-TASSER identifica estruturas semelhantes conhecidas (templates), no banco de dados
estrutural usando algoritmos de threading (encaixe de sequéncia). Essa busca compara as
: sequéncias de aminodcidos da proteina modelada com as sequéncias de proteinas conhecidas
(templates) que possuem suas estruturas tridimensionais determinadas

ntesconhecidas

— A sequéncia de aminodcidos da proteina alvo é alinhada com as sequéncias das proteinas
inhamento o templates identificadas. Isso permite identificar regides conservadas e semelhantes entre elas,
fornecendo informacdes sobre a estrutura da proteina-alvo.

Com base no alinhamento, o I-TASSER gera uma estrutura inicial aproximada da proteina-alvo,

3. Cohstfugﬁ'_o{dnlfiibdéld—‘* utilizando as informac6es estruturais das proteinas templates. Essa estrutura inicial serve como
= g ponto de partida para a construcdo do modelo tridimensional.

O modelo inicial é refinado por meio de iteragoes de ajuste e otimizacdo. Durante esse processo,
algoritmos sdo aplicados para melhorar a conformacdo tridimensional da proteina, levando em
consideracdo parametros fisicos e restricdes estruturais

4. Refinamento

e . 7 O |-TASSER gera varios modelos finais e os avalia quanto a qualidade e conformidade estrutural.
£5: 'Ava‘l‘i‘a@;ﬁoido-fhéd‘e}b : Diversos critérios de avaliacdo sdo utilizados para selecionar o modelo mais provavel e confidvel,
) levando em consideracdo fatores como pontuacdo de energia, conformacdo estérica, qualidade de

encaixe e informac0es adicionais disponiveis.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os cinco modelos gerados pelo I-TASSER com a melhor classificagdo séao
apresentados, acompanhados de informagdes como precisédo global (C-score), TM-
score e RMSD, que auxiliam na avaliagdo da qualidade dos modelos. E importante
ressaltar que o I-TASSER fornece a previsdo de TM-score e RMSD apenas para o
primeiro modelo, devido a fraca correlagcéo entre C-score e TM-score em modelos de
classificacdo inferior (YANG & ZHANG, 2015; ZHENG et al., 2021; ZHOU et al.,
2022). Essas métricas permitem avaliar a similaridade estrutural entre o modelo
gerado e a estrutura nativa da proteina, fornecendo informacgdes valiosas sobre a
qualidade e a precisao do modelo.
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Para fins de referéncia, todos os modelos gerados sdo acompanhados de um
valor de C-score, que serve como um indicador de precisédo global estimada. O C-
score varia de -5 a 2, sendo que valores acima de -1,5 indicam modelos com boa
topologia global prevista. O indice TM (ZHANG & SKOLNICK, 2004) é uma escala
sugerida para avaliar a similaridade estrutural entre duas estruturas, no caso, a
estrutura do molde e a do modelo. Essa escala ndo depende do comprimento da
proteina e ndo é sensivel a diferentes orientagbes locais e estruturas (YANG &
ZHANG, 2015; ZHENG et al., 2021; ZHOU et al., 2022).

Uma pontuacdo TM acima de 0,50 indica que o modelo possui a topologia
correta, enquanto uma pontuacdo TM abaixo de 0,17 indica uma similaridade
aleatéria entre as estruturas. O termo RMSD refere-se a sobreposicdo entre o
modelo gerado e o molde. Um valor alto de RMSD indica que certas areas da
proteina apresentam orientacdo e estrutura divergentes. Além disso, o I-TASSER
também pode fornecer informacBes sobre ligantes, sitios ativos e funcdes das
estruturas modeladas, quando disponiveis (YANG & ZHANG, 2015; ZHENG et al.,
2021; ZHOU et al., 2022). Essas métricas e informacdes adicionais auxiliam na
avaliacao e interpretacdo dos modelos gerados pelo I-TASSER.

As vantagens da Modelagem por Threading (YANG & ZHANG, 2015; ZHENG
et al., 2021; ZHOU et al., 2022), sao:

Tabela 2 —Vantagens e desvantagens da modelagem Threading.

Vantagens da Modelagem por Threading Desvantagens da Modelagem por
Threading
Fornecer resultados de alta qualidade Dependéncia de templates: A qualidade da
guando templates estruturais adequados previsdo pode ser comprometida se ndo
estdo disponiveis houver templates adequados disponiveis
Maior velocidade em comparagao com a Limitacdo a proteinas com sequéncias
modelagem Ab initio similares as proteinas templates disponiveis
Utilidade na modelagem de proteinas com | Menor precisdo na modelagem de proteinas
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sequéncias semelhantes as proteinas ja com estruturas Unicas ou complexas
conhecidas

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

2.5 Redes de Interagéo

O estudo das interacdes de proteinas ajuda na compreensdo dos processos
biolégicos, uma vez que as proteinas geralmente atuam em conjunto, formando
redes complexas de interagcbes. A formacdo de complexos multiproteicos, a
regulacdo de vias metabdlicas e de sinalizacdo, a construcdo de estruturas
celulares, a modulacdo da expressdo génica e muitos outros processos bioldgicos
dependem dessas interagcGes entre proteinas. Além de fornecer insights importantes
para o desenvolvimento de novas terapias e tratamentos médicos, o estudo dessas
interacbes nos ajuda a compreender como as proteinas colaboram para
desempenhar suas funcfes especificas, contribuindo para a compreensdo global
dos sistemas bioldgicos (WALPORT et al., 2021).

As interacfes entre proteinas podem ocorrer tanto entre proteinas do mesmo
tipo quanto entre proteinas diferentes. Essas interacdes podem ser classificadas em
interacdes fisicas diretas, interacdes funcionais indiretas e interacdes transientes.

As interacgOes fisicas diretas ocorrem quando as proteinas se ligam entre si
por meio de contatos fisicos diretos. Esses contatos podem envolver diferentes
partes das proteinas, como as cadeias laterais dos aminoacidos ou regifes
estruturais especificas. Essas interagdes fisicas diretas podem ser estabelecidas por
ligacbes covalentes ou néo covalentes, como ligacdes de hidrogénio, interacdes
eletrostaticas e interacdes hidrofébicas. Geralmente, essas interacfes sao fortes e
duradouras, influenciando na estabilidade estrutural das proteinas e em processos
funcionais especificos (BRUCKNER, 2012).

Ja as interac¢des funcionais indiretas ocorrem quando as proteinas se ligam
por meio de componentes intermediarios, como outras moléculas ou complexos
proteicos. Esses intermediarios atuam como pontes de ligacdo ou reguladores das
interacdes entre as proteinas. Eles podem modular a atividade das proteinas ou
fornecer um contexto especifico para a ocorréncia das interacdes proteina-proteina.
Essas interacdes funcionais indiretas expressam uma importante atuacdo na
regulacdo de vias metabdlicas, sinalizacdo celular e outros processos biologicos
complexos (BRUCKNER, 2012).
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Por fim, as interacdes transientes sdo caracterizadas por serem temporarias e
reversiveis. Nesse caso, as proteinas podem interagir com diferentes parceiros em
diferentes momentos e contextos celulares, devido as suas intera¢des mais fracas e
dindmicas. Essas interacdes transientes sdo essenciais para processos regulatorios,
sinalizacdo celular e resposta a estimulos ambientais. Permitem a formacdo de
complexos multiproteicos temporarios e a modulacdo rapida das atividades das
proteinas envolvidas (BRUCKNER, 2012).

As interagBes entre proteinas exercem contribuicdo vital na regulacdo e
execucdo de diversas funcdes celulares. Essas interacfes sao responsaveis por
processos como transmissdo de sinais, controle génico, transporte de moléculas e
resposta a estimulos ambientais. As proteinas podem formar complexos
multiproteicos que efetuam funcdes especificas dentro da célula por meio dessas
interacbes (WALPORT et al., 2021).

E importante enfatizar que as interacdes entre proteinas s&o altamente
seletivas e especificas. Isso significa que uma proteina sé pode interagir com
proteinas-alvo que possuam regifes de interacdo complementares. Essa
seletividade é essencial para garantir a eficiéncia e a precisdo dos processos
biolégicos (WALPORT et al., 2021).

A formacdo de complexos multiproteicos, a regulacdo de vias metabdlicas e
de sinalizagcdo, a construcdo de estruturas celulares, a modulacdo da expressdo
génica e uma variedade de outros processos biolégicos dependem
fundamentalmente das interacdes entre proteinas. O estudo dessas interacdes nao
apenas proporciona insights importantes para o desenvolvimento de novas terapias
e tratamentos médicos, mas também contribui para uma compreensao mais
profunda de como as proteinas cooperam para desempenhar suas funcdes
especificas (WALPORT et al., 2021).

A investigacdo das interacbes de proteinas envolve a aplicacdo de uma
combinacdo de técnicas experimentais e computacionais. Essas abordagens
permitem mapear as redes de interacdes proteicas e compreender a complexidade
dessas interagfes. Atraves dessas pesquisas, é possivel desvendar os mecanismos
moleculares que controlam o0s processos biolégicos e abrir caminho para o
desenvolvimento de novos tratamentos (DE ANDRADE, 2017).

A Bioinformatica cumpre uma responsabilidade crucial na analise das redes

de interacdo de proteinas, proporcionando uma compreensdo abrangente e
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sistematica das relacbes entre as proteinas. Como uma area interdisciplinar que
combina biologia, computacdo e informatica, a Bioinformatica utiliza técnicas
computacionais sofisticadas para analisar e interpretar dados biolégicos complexos
(VERLI, 2014).

A construcdo e analise de redes de interacdo de proteinas envolvem o uso de
técnicas bioinformaticas que integram dados de interacdo proteina-proteina obtidos
em experimentos. Além disso, sdo empregados algoritmos computacionais para
fazer previsOes de interagbes e ferramentas especializadas para visualizar os
resultados. Essas abordagens bioinformaticas permitem explorar as interacdes entre
proteinas em escala global, identificar proteinas-chave, médulos funcionais e vias de
sinalizagdo, bem como compreender a organizacao e o funcionamento dos sistemas
biolégicos (DE ANDRADE, 2017).

Ao utilizar a Bioinformatica, os pesquisadores podem analisar grandes
conjuntos de dados bioldgicos e extrair informacdes valiosas sobre as interacfes de
proteinas. Essas informacdes contribuem ndo apenas para a pesquisa biomédica,
mas também tém um impacto significativo na agricultura, especialmente na relacao
entre bactérias e plantas.

A Bioinformatica desempenha um papel essencial no estudo das interacdes
proteicas entre bactérias e plantas, permitindo uma compreenséo mais profunda dos
mecanismos envolvidos na simbiose entre esses organismos. Por meio da anélise
bioinformética, é possivel identificar as proteinas envolvidas na interacdo planta-
bactéria, bem como suas fun¢des e mecanismos de acdo. Isso proporciona insights
valiosos para o desenvolvimento de estratégias de melhoramento de plantas e
controle de doencgas, beneficiando a agricultura de forma sustentavel (VERLI, 2014).

Além disso, a Bioinformatica auxilia na identificacdo de proteinas-chave
envolvidas em processos agronomicamente relevantes, como a resposta das plantas
ao estresse ambiental, a absorcdo de nutrientes e a resisténcia a patdogenos. Essas
informacgdes sdo fundamentais para o desenvolvimento de culturas mais resistentes,
produtivas e adaptadas as condicfes desafiadoras do ambiente agricola (VERLI,
2014).

Ao integrar os dados gendmicos, transcriptdmicos e protedmicos de bactérias
e plantas, a Bioinformatica oferece uma visdo abrangente das interacdes proteicas
envolvidas nos sistemas biologicos. Isso possibilita a identificacdo de alvos

terapéuticos, o desenvolvimento de novos agentes biolégicos para o controle de
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pragas e doencas, bem como a otimizacdo de estratégias de manejo e producao

agricola.

2.5.1 Componentes de uma rede de interagcao
Uma rede de proteinas € composta por varios componentes essenciais, cada

um dos quais desempenha funcbes especificas para garantir que a rede seja
estruturada e funcionalmente organizada. A seguir a Tabela 3 — indica os
componentes principais de uma rede de interacdo de proteinas, bem como suas
definicbes (SZKLARCZYK et al., 2016; 2019):

Tabela 3 — Componentes e definicdo dos elementos envolvidos em uma rede
de interacdo.

Componente Definicao
) Componentes fundamentais das redes de interagdo proteina-
Proteinas . _ . . }
proteina, desempenhando diversas atividades e fun¢des nas células.
. Representam as proteinas individuais em uma rede de interagcao
0s
de proteinas, onde cada proteina é representada por um no.
A Conex0fes que indicam as interacdes entre as proteinas na rede,
restas
mostrando as relagdes fisicas ou funcionais entre elas.
Interacdes Conex0es diretas entre dominios estruturais, sitios de ligagédo ou
Fisicas outras areas especificas das proteinas, observadas experimentalmente.
. Associagfes indiretas entre proteinas, baseadas em suas
Interagbes . L , . o
o fungBes ou participacdo em vias metabdlicas ou processos bioldgicos
Funcionais
comuns.
O numero de conexdes ou arestas que um nd possui em uma
Grau rede de interacdo de proteinas, refletindo a importancia relativa do né
na rede.
Grupos de proteinas altamente interconectadas que podem ser
Médulos vias metabdlicas, complexos proteicos ou grupos funcionais com uma
tarefa especifica.
Avaliacdo da importancia relativa de um n6é na rede,
Centralidade | identificando nés-chave ou proteinas centrais usando métricas como
grau, intermediagdo ou proximidade.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A coleta de dados sobre interacGes proteina-proteina € um passo crucial na

construcdo da rede de interagdo proteina-proteina (IPP). Esses dados sdo obtidos a
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partir de experimentos, estudos cientificos publicados na literatura e previsdes
computacionais, e sdo compilados em bancos de dados e repositorios
especializados para o armazenamento dessas informacgbes. Esses recursos
fornecem uma ampla gama de dados sobre as interacdes proteicas em diferentes
condicBes experimentais e organismos.

A tabela abaixo estdo alguns dos principais repositorios e bancos de dados
amplamente utilizados na pesquisa de interacdes proteina-proteina (SOARES, 2014,
SIMOES, 2015):

Tabela 4 — Principais bancos de dados de redes de interacao.

Banco de Descricao Site
Dados
STRING Banco de dados que fornece | https://string-db.org/
(Search Tool for | informagbes sobre as interagbes entre
the Retrieval of | proteinas, incluindo informagdes
Interacting experimentais e preditivas.
Genes/Proteins)
BioGRID Repositério que contém uma vasta | https://thebiogrid.org/
(Biological colecio de dados de interagbes
General proteina-proteina, abrangendo varias
Repository for | espécies e fontes de dados.
Interaction
Datasets)

Banco de dados que armazena dados de | https://www.ebi.ac.uk/intact/
IntAct interacbes proteina-proteina obtidos a
partir de experimentos e literatura
cientifica, oferecendo recursos para
andlise e visualizacdo dessas interacges.
MINT (Molecular | Banco de dados que fornece | https://mint.bio.uniroma2.it/
INTeraction informacodes sobre interacdes
Database) moleculares, incluindo interacdes
proteina-proteina, interacdes proteina-

ligante e interagdes proteina-DNA.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Dentro desses bancos de dados, se destaca o STRING, o qual sera descrito

com mais detalhes na secao seguinte.

2.5.2 STRING
O STRING (https://string-db.org/) € um banco de dados abrangente de

interacdes de proteinas, que retune dados sobre redes de interagcdo de proteinas,

associacOes funcionais e interacbes proteina-proteina. Ele fornece uma pontuacéo
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de confianca para cada interacdo, permitindo a identificacdo das interagcdes mais
confiaveis. Além disso, o STRING oferece anotacdes gendmicas, vias metabdlicas e
funcdes bioldgicas (SZKLARCZYK et al., 2016).

O banco de dados contém informac6es sobre interacdes fisicas diretas e/ou
interacOes funcionais indiretas, que sdo baseadas em conhecimento prévio, contexto
gendmico e experimentos de expressdo de alta capacidade. Por meio do STRING, é
possivel identificar se conjuntos especificos de genes ou proteinas estdo associados
a fungbes ou processos bioldgicos de forma mais significativa do que o esperado ao
acaso (SZKLARCZYK et al., 2016).

No STRING, é possivel acessar varias informacdes, como Gene Ontology
(GO), publicacdes cientificas de referéncia (PubMed), clusters de redes locais, vias
KEGG, dominios proteicos (Pfam) e recursos de dominios e caracteristicas proteicas

(InterPro). A tabela abaixo descreve tais informacfes bem como suas respectivas

definicbes:
Tabela 5 — Informagdes acessadas no STRING.
Informacgdes
acessadas no Definicao
STRING

Ferramenta amplamente utilizada na biologia para

Ontologia génica | categorizar as funcdes bioldgicas de genes e proteinas. Fornece um
(GO) vocabulario organizado e padronizado para descrever funcdes

moleculares, processos bioldgicos e localizacao celular.

Sao artigos cientificos escritos por pesquisadores e
especialistas no campo, que servem de base para os dados
apresentados na plataforma STRING. Fornecem detalhes sobre
Publicacbes de | estudos e experimentos, sustentando as informacdes sobre as

referéncia interacbes de proteinas e genes no STRING. Permite verificar a
gqualidade e confiabilidade dos dados e obter mais informacgbes
sobre as pesquisas envolvendo anotacdes de genes e interacdes de
proteinas.

Refere-se a agrupamentos de proteinas que interagem entre
si em uma regido especifica de uma rede de interacdes de
Cluster de rede | proteinas. Os clusters indicam a probabilidade de que as proteinas

local dentro do agrupamento desempenhem funcBes bioldgicas
semelhantes ou estejam envolvidas em vias metabdlicas ou
processos celulares especificos. Permite compreender a relagéao
entre as proteinas e a contribuicdo dos clusters para as fungbes
celulares e 0s processos bioldgicos.

Conjunto de informacdes sobre vias metabdlicas e de
sinalizagcdo presentes no banco de dados KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes). Fornece detalhes sobre
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Caminhos KEGG

interacbes e funcbes dos genes e proteinas nessas Vvias.
Representagdes visuais ajudam a entender como diferentes genes e
proteinas interagem e se influenciam em uma determinada via.
Fornece informacbes adicionais, como descricbes das vias,
anotac6es dos genes e proteinas envolvidas, bem como referéncias
bibliogréficas relacionadas.

Dominios de
proteina (Pfam)

Refere-se aos dominios de proteinas obtidos do banco de
dados Pfam. Esses dominios sdo unidades estruturais e funcionais
gue contribuem para as funcdes biolégicas das proteinas. O banco
de dados Pfam cataloga e descreve sequéncias de aminoécidos que
ocorrem repetidamente em proteinas, permitindo relacionar sua
presenca a fungdes bioldgicas especificas.

Dominios e
caracteristicas de
proteinas
(InterPro)

Refere-se aos dominios de proteinas e suas caracteristicas
obtidas do banco de dados InterPro. O InterPro € uma colecéo
abrangente de anotacdes e classificac6es de dominios de proteinas
e outras caracteristicas estruturais e funcionais. Relune informacgdes
de diversos recursos para fornecer uma visdo abrangente dos
dominios e caracteristicas das proteinas. Permite determinar os
dominios presentes nas proteinas, bem como outras caracteristicas
relevantes, contribuindo para a compreensdo dos mecanismos

bioldgicos e da relagéo entre a estrutura e a funcao das proteinas.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Em relacédo a interacdo proteina-proteina, o STRING oferece uma variedade

de informacdes que mostram as interacdes em uma rede de proteinas. Essas

informagdes sao obtidas por meio de diferentes tipos de evidéncias e abordagens,

incluindo: Vizinhanca no Genoma; Fusdes genéticas; Coocorréncia entre genomas;

Co-expressao; Dados Experimentais/Bioquimicos; Associacdo em bancos de dados

selecionados; e Co-Mencionado no Pubmed Abstracts.

A tabela a seguir organiza e descreve as informacdes sobre 0s recursos

disponiveis no STRING relacionados as interacdes proteina-proteina:

Tabela 6 — Informac8es do STRING relacionados as interacdes proteina-

Recurso

proteina.

Descricéo

Vizinhanca no Genoma Fornece informacbes sobre proteinas que interagem

diretamente com a proteina de interesse, permitindo a
andlise de suas relacdes e compreensédo de suas funcdes
biol6gicas. Também fornece informacbes sobre interacdes
conhecidas, funcbes biologicas e processos celulares
envolvidos nessas proteinas.

Fusbes Genéticas Refere-se aos casos em que partes de dois genes

diferentes se fundem, criando uma sequéncia hibrida.
Essas fusGes podem ocorrer como resultado de rearranjos
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cromossdmicos e podem ter implicacBes funcionais para as
proteinas resultantes.

Coocorréncia entre Permite analisar a frequéncia com que 0s genes ocorrem

Genomas juntos em diferentes genomas, sugerindo uma possivel
associacao funcional ou dependéncia evolutiva entre eles.

Co-expressao Indica que dois ou mais genes tém padrées de expressdo

semelhantes em condicbes experimentais, tecidos ou
estagios de desenvolvimento, sugerindo uma possivel
associacao funcional e interagcdo em processos bioldgicos
relacionados.
Dados Obtidos por meio de experimentos ou abordagens
Experimentais/Bioguimicos bioquimicas para investigar interacdes proteina-proteina e
ligacdes funcionais. Os dados experimentais e bioquimicos
sdo combinados com outras fontes para fornecer uma visao
completa das interagdes e relacfes funcionais.
Associagdo em bancos de  Incorpora informagdes sobre interagcdes proteina-proteina e

dados anotacdes funcionais de bases de dados especificas,
enriquecendo a compreensdo das proteinas em contextos

biol6gicos.
Co-Mencionado no Agrupa proteinas com base em sua mencao em resumos
Pubmed Abstracts de literatura cientifica indexados no PubMed, fornecendo

evidéncias de possiveis ligagdes funcionais entre elas.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Esses recursos do STRING auxiliam na investigacdo das interacdes proteina-
proteina e fornecem informacdes valiosas sobre a fungcédo e o contexto biolégico das
proteinas (JENSEN et al., 2009).

Dentro das andlises efetuadas pelo STRING, os clusters fornecem
informacdes relevantes sobre as funcfes biolégicas e moleculares das proteinas,
como mencionado anteriormente. O topico a seguir descrevera com mais detalhes

os clusters no contexto do STRING.

2.5.2.1 Clusters
Os clusters sao utilizados para investigar as conexdes entre diferentes

proteinas em contextos biolégicos mais amplos e a arquitetura funcional das
interacbes proteicas. Esses grupos de proteinas podem fornecer informacgdes
importantes sobre o funcionamento da rede de interacdo de proteinas
(SZKLARCZYK et al., 2015).

A partir dessas informacdes, podemos inferir que proteinas pertencentes ao
mesmo cluster geralmente atuam em processos metabdlicos semelhantes,

diferentes atividades biol6gicas ou ambos. A analise de clusters pode ajudar a
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descobrir grupos de proteinas com fungdes coordenadas, e os clusters no STRING
representam grupos de proteinas que interagem frequentemente e intensamente
entre si. Além disso, a andlise de clusters pode revelar informacfes sobre as vias e
processos bioldgicos importantes que ocorrem na rede de interagdo. Esses grupos
correspondem a regides da rede de interacdo proteica em que ocorrem muitas
interacOes proteina-proteina (SZKLARCZYK et al., 2015).

Embora o algoritmo K-means seja frequentemente empregado na criagcao de
clusters no contexto do STRING, outros algoritmos, como o DBSCAN (Density-
Based Spatial Clustering of Applications with Noise), podem ser mais apropriados
em determinadas situacdes. A escolha do algoritmo depende das caracteristicas do
conjunto de dados e das necessidades especificas do problema em questdo
(SZKLARCZYK et al., 2015).

O K-means e o DBSCAN sao algoritmos utilizados na area de clusterizacao,
gue € uma técnica de analise de dados. O objetivo da clusterizacdo é agrupar
objetos ou dados similares em conjuntos chamados clusters. Isso facilita a
identificacdo de padrdes, estruturas e relacdes dentro dos dados.

O algoritmo K-means é baseado na ideia de encontrar K centroides (pontos
centrais) que representam os clusters. Ele comeca selecionando aleatoriamente K
pontos como centréides iniciais. Em seguida, ele atribui cada objeto ao cluster cujo
centrdide estd mais proximo. Apdos essa atribuicdo, os centréides sdo recalculados
com base nos objetos pertencentes a cada cluster. O processo é repetido até que os
centréides ndo se movam significativamente ou até que um critério pré-definido seja
atingido.

Ja4 o DBSCAN ¢é um algoritmo baseado em densidade, o que significa que ele
leva em consideracdo a proximidade entre os dados. Ele identifica areas densas de
pontos e atribui esses pontos a clusters, enquanto 0os pontos menos densos sao
considerados como ruido ou ndo atribuidos a nenhum cluster. Dessa forma, o
DBSCAN é capaz de identificar clusters de diferentes formas e tamanhos,
adaptando-se melhor a conjuntos de dados com densidades irregulares.

Em resumo, o K-means divide os dados em K clusters definidos por
centréides, enquanto o DBSCAN agrupa os dados com base em sua densidade e
proximidade. A escolha entre esses algoritmos depende das caracteristicas dos
dados e do objetivo da analise.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Identificac@o da sequéncia e sua anélise

No contexto deste estudo, a sequéncia da proteina GumbD foi obtida no NCBI
(The National Center for Biotechnology Information - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
com o numero de acesso no GenBank: CAP56490.1. Para obter informagBes mais
abrangentes sobre a proteina, realizou-se uma analise de GumD no UniProt
(https://www.uniprot.org/) utilizando o numero de identificagdo A9HNRG.

O UniProt, também conhecido como UniProtKB (Universal Protein
Knowledgebase), é uma base de dados online que fornece informacdes detalhadas
e atualizadas sobre proteinas. Através do UniProt, é possivel acessar detalhes sobre
a funcado, estrutura, interacbes e anotacdes das proteinas, bem como outras
informacdes relevantes para a pesquisa cientifica.

Ao utilizar o UniProt para analisar a proteina GumD (A9HNRG6), o objetivo era
obter uma descricdo mais completa e detalhada de suas caracteristicas, além de
informacdes relacionadas a sua funcdo, dominios estruturais e possiveis interacées
com outras proteinas.

Para complementar essa andlise, foram verificados dominios conservados e
padroes de perfis na sequéncia de GumD utilizando o banco de dados Prosite
(https://prosite.expasy.org/) e a ferramenta ScanProsite
(http://prosite.expasy.org/scanprosite/). Além disso, o] PsiPred
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) foi utilizado para uma andlise mais aprofundada
da estrutura secundaria da sequéncia de GumbD, incluindo a identificacdo de
possiveis elementos de estrutura secundaria e a previsdo de regibes
transmembranares ou a presenca de um peptideo sinal.

Essas anadlises adicionais contribuem para uma melhor compreensdo das
caracteristicas estruturais e funcionais da proteina GumbD, fornecendo informacdes

relevantes para o estudo da mesma.

3.2 Modelagem da proteina “GumbD”
No processo de modelagem de proteinas, utilizou-se o método I-TASSER
(https://zhanggroup.org/I-TASSER/) (YANG & ZHANG, 2015). Esse método baseia-

se em threading (associagdo de segmentos de sequéncia) e modelagem por
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homologia, empregando uma abordagem de montagem hierarquica para gerar
modelos tridimensionais de proteinas a partir de suas sequéncias de aminoacidos
(CHENGXIN ZHANG; FREDDOLINO; ZHANG YANG, 2017). Ao final do processo,
varios modelos sdo gerados, e para selecionar o melhor entre eles, s&o
considerados varios parametros, como o C-score, Estimated TM-score e Estimated
RMSD.

O C-score € uma medida de confianca utilizada para estimar a qualidade dos
modelos preditos pelo I-TASSER. Quanto mais préximo de dois, melhor é a
qualidade do modelo. Segundo Yang Zhang (2008), o C-score €é calculado com base
na importancia dos alinhamentos de segmentos do modelo e nos parametros de
convergéncia da estrutura obtida por meio de simulagbes de montagem. Por sua
vez, o TM-score e 0 RMSD sé&o padrdes amplamente utilizados para medir a
similaridade estrutural entre duas estruturas e sdo empregados para avaliar a
precisdo da modelagem quando a estrutura nativa é conhecida (YANG & ZHANG,
2015).

Ao final, foi escolhido o modelo com o melhor C-score para posterior analises.

3.2.1 Refinamento e avaliacdo do modelo
O modelo gerado pelo I-TASSER precisa passar por refinamento utilizando

meétodos de simulacdo para aumentar a qualidade, ou seja, € necessario otimizar a
estrutura a fim de obter um modelo 3D mais préximo da estrutura nativa da proteina.
Para isso, os modelos foram refinados e avaliados estruturalmente. O refinamento
dos modelos foi realizado por meio do servidor ModRefiner
(https://zhanglab.ccmb.med.umichedu/ModRefiner/), que utiliza um algoritmo de
refinamento de estrutura de proteina em nivel atdmico e alta resolu¢do. Durante as
simulacbes de refinamento, os atomos da cadeia lateral e do esqueleto sdo
completamente flexiveis, e a analise conformacional é guiada por conhecimento
fisico estrutural. O objetivo do ModRefiner é ajustar os modelos iniciais para torna-
los mais proximos do estado nativo em termos de ligacGes de hidrogénio, topologia
do esqueleto e posicionamento das cadeias laterais, melhorando, assim, a precisdo
do modelo tridimensional (XU & ZHANG, 2011).

A avaliacdo dos modelos gerados pelo I-TASSER e refinados pelo
ModRefiner foi realizada utilizando o] servidor MolProbity
(http://molprobity.biochem.duke.edu/). O MolProbity analisa fatores como geometria
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molecular, estereoquimica e interacdes nao favoraveis, fornecendo varias métricas e
analises para avaliar a preciséo e confiabilidade do modelo. Essa ferramenta oferece
calculos e andlises para verificar a qualidade do modelo, incluindo informacdes
sobre a qualidade global, como desvio da geometria ideal, angulos incorretos,
sobreposicao estérica e interagcbes nao favoraveis. Com base nos resultados da
avaliacdo do MolProbity, foi possivel identificar areas que precisam ser aprimoradas
ou corrigidas no modelo de proteina. Isso pode orientar ajustes adicionais ou
refinamentos para melhorar a qualidade do modelo (CHEN et al., 2010).

Durante a avaliacdo pelo MolProbity, um dos graficos gerados é o grafico de
Ramachandran. Esse gréfico exibe a distribuicado dos angulos diédricos phi (P) e psi
(W) dos residuos de aminoéacidos presentes na estrutura da proteina. Esses angulos
sdo importantes para a conformacdo das cadeias polipeptidicas. No gréfico de
Ramachandran, regifes especificas indicam as conformacfes permitidas para os
residuos de aminoacidos, considerando as restricdes estéricas e energéticas. Essas
regibes sao classificadas em regibes favoraveis, permitidas e desfavoraveis. A
andlise do grafico de Ramachandran ajudou a avaliar a qualidade da estrutura de
proteina modelada, identificando possiveis problemas conformacionais ou regifes

com desvios significativos.

3.2.2 Analise dos modelos
Apébs obter o modelo 3D refinado da proteina GumD de G. diazotrophicus, os

modelos foram comparados com cristais de proteinas depositadas no banco de
dados PDB (Protein Data Bank - http://www.pdb.org/pdb/home/home.do).

Para a visualizacdo tridimensional dos modelos, foi utilizado o programa
UCSF Chimera 1.16 (PETTERSEN et al., 2004). O UCSF Chimera € uma ferramenta
amplamente empregada para a visualizagédo e andlise de estruturas moleculares. Ele
possibilita a manipulagdo e renderizacdo de modelos 3D, permitindo uma anélise
detalhada das estruturas proteicas. Por meio do Chimera 1.16, foram exploradas as

caracteristicas estruturais dos modelos obtidos.

3.3 Busca e alinhamento de sequéncias
Com o objetivo de encontrar regides de similaridade entre a sequéncia de
GumbD e outras sequéncias bioldgicas, utilizou-se a ferramenta BLASTP (Basic Local

Alignment Search Tool -



50

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearc
h&LINK _LOC=blasthome) do NCBI. Esse programa compara sequéncias nucleicas
ou proteicas com o0 banco de dados de sequéncias e calcula a significancia
estatistica. Ap6s o alinhamento, considerou-se principalmente a identidade como
critério de escolha para andlises posteriores.

A identidade € uma medida que indica a similaridade entre duas sequéncias
de DNA ou proteinas. Ela representa a porcentagem de residuos idénticos
encontrados quando duas sequéncias sao alinhadas. Quanto maior a identidade,
maior é a similaridade entre as sequéncias. Neste estudo, foram selecionados
organismos que apresentavam uma variacdo de identidade entre 50% e 80%, ou
seja, sequéncias que compartilham uma porcentagem significativa de residuos
idénticos com a sequéncia de GumbD.

Dos resultados obtidos, foram selecionadas quatro espécies (G. tumulisoli,
Nguyenibacter vanlangensis, Kozakia baliensis e Acetobacter estunensis) para
serem alinhadas com a proteina GumD de G. diazotrophicus PAI 5. O alinhamento
multiplo das sequéncias de referéncia extraidas do servidor BLASTP foi realizado
utilizando o] programa Clustal Omega 1.2.4

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

3.4 Construcao de interacéo

A partir da sequéncia fasta do gene gumD, foi construida uma rede de
interacdo proteina-proteina utilizando a plataforma STRING (https://string-db.org/).
Essa rede foi analisada para identificar os componentes envolvidos na interacao
com a proteina GumD, bem como descrever as interacfes observadas.

A plataforma STRING é uma ferramenta amplamente utilizada para analisar
interacdes entre proteinas e construir redes de interacdo. Ela integra informacdes de
varias fontes, incluindo interacdes fisicas e funcionais conhecidas, co-expressao
génica, coocorréncia em literatura cientifica, entre outras. Ao analisar a rede de
interacdo proteina-proteina no STRING, foi possivel identificar proteinas que
interagem com GumD e explorar as relacdes entre essas proteinas.

As interacdes encontradas em relacdo a proteina GumD foram verificadas e
descritas, fornecendo informacdes valiosas sobre as possiveis vias e processos

biolégicos envolvidos na funcdo da proteina GumbD.
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3.5 Rede de interacao e Clustres

A metodologia empregada neste estudo envolveu a construgdo de uma rede
de interacdo utilizando a plataforma STRING. Inicialmente, foi criada a estrutura
basica da rede, sendo posteriormente adicionados nds extras para enriquecer sua
conexdes. Esse procedimento foi repetido trés vezes, resultando em uma rede mais
complexa e abrangente. Em seguida, foi aplicado o algoritmo “Kmeans clustering”
disponivel na plataforma STRING, com intuito de agrupar os elementos da rede em
trés clusters distintos. Essa abordagem possibilitou a identificacdo analise de
padrées de interagdo entre os componentes da rede, bom como a identificacdo de

grupos especificos de n6s com caracteristicas semelhantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacdo da proteina GumD

Segundo o banco de dados do UniProt, a proteina GumD (A9HNRG6) € uma
proteina de membrana composta por 506 aminoacidos (aa), sendo denominada
"Exopolysaccharide biosynthesis polyprenyl glycosylphosphotransferase” (traduzido
para: Poliprenilglicosilfosfotransferase envolvida na biossintese de
exopolissacarideos). Sua funcionalidade molecular esta relacionada com a atividade
de transferase e seu papel biolégico esta associado ao processo de biossintese de
polissacarideos. Essa proteina apresenta um dominio conservado entre o0s
aminoécidos 312 e 497, conhecido como "Bacterial sugar transferase domain”
(traducdo para: Dominio de transferase de acUcar bacteriano).

O dominio "Dominio de transferase de acucar bacteriano” (Pfam: PF02397)
representa uma regido conservada presente em varias enzimas de transferéncia de
acucares bacterianas, envolvidas em diversas vias de biossintese. Alguns exemplos
notaveis incluem a galactosil-PP-undecaprenol sintetase (2.7.8.6), responsavel pela
transferéncia de galactose-1-fosfato para o precursor lipidico undecaprenol fosfato
nas etapas iniciais da biossintese do O-polissacarideo. Outros exemplos sdo a UDP-
galactose-lipido transportador transferase, envolvida na biossintese do amylovoran,
e a galactosil transferase CpsD, essencial para a montagem do polissacarideo
capsular tipo 11l em Streptococci do grupo B (GBS) (YOSHIDA et al., 1998).

Esse dominio é fundamental para as vias de biossintese que envolvem
transferéncia de acucares nas bactérias, e sua conservacdo sugere uma funcéo
importante na manutencédo da estrutura e funcéo dessas vias.

A Figura 5 apresenta uma representacdo grafica das provaveis regides de
insercdo da proteina GumD na membrana. Essas imagens foram geradas pelo
Psipred (Predict Protein Secondary Structure), um servidor que utiliza diversas
técnicas para prever os componentes da estrutura secundaria presentes em uma
sequéncia de proteina. Na Figura 5, € possivel observar as sequéncias de
aminoacidos que se encontram tanto na regido extracelular da célula bacteriana
guanto aquelas que interagem com a membrana e estao expostas ao citoplasma.

O Psipred utiiza o método MEMSAT-SVM para prever regides

transmembranares em proteinas, conforme indicado na Figura 5. Ele especifica a
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guantidade de vezes que a sequéncia da proteina estudada atravessa a membrana
plasmatica. No caso da proteina GumbD, foram identificadas cinco regifes
transmembranares (S1, S2, S3, S4 e S5), como representado na Figura 5 (A).

A identificacdo dessas regides transmembranares é de grande importancia,
pois indica que a proteina GumbD esta inserida na membrana plasmatica e atravessa
a bicamada lipidica. Isso sugere seu envolvimento direto nas interacbes com o
ambiente extracelular e a possibilidade de desempenhar fungdes como transporte de
substancias a qual esta associada a fungdo da GumbD.

Segundo a ferramenta ScanProsite, foram identificados dois sitios ativos na
proteina GumbD, localizados nos aminoacidos 474 e 478, associados aos termos
"Nucleophile” e "Proton donor", respectivamente. Na Figura 6, podem ser vistos
esses resultados:

O termo Nucleophile, ou nucledfilo, refere-se a uma espécie quimica que
possui elétrons livres ou alta densidade eletrbnica, capaz de doar esses elétrons
para formar novas ligagbes quimicas com outras espécies. No contexto do sitio
ativo, um residuo de aminoacido ou grupo funcional da enzima/proteina pode atuar
como um nucledfilo ao interagir com um substrato. JA o termo Proton donor, ou
doador de proton, refere-se a uma espécie capaz de doar um préton (ion H*) para
outra espécie. No sitio ativo, um residuo de aminoécido ou grupo funcional pode
atuar como um doador de prétons, fornecendo ions H* para facilitar uma reacéo
quimica.

No contexto do sitio ativo da proteina GumD, os residuos de aminoacidos ou
grupos funcionais desenvolvem papéis fundamentais como nucleéfilos e doadores
de prétons. Esses grupos funcionais estdo diretamente envolvidos na transferéncia
de grupos glicosilfosfato entre poliprendis e substratos, como ocorre em reacdes de
biossintese de exopolissacarideos.

A proteina GumD é classificada como uma poliprenilglicosilfosfotransferase,
sendo responsavel por catalisar a transferéncia de residuos de glicose do
nucleotideo glicosil difosfato para um poliprenol-1-fosfato, formando assim o
poliprenilglicosilfosfato. Esse processo € essencial para a sintese de
exopolissacarideos, importantes componentes da matriz extracelular de algumas
bactérias, que sdo fundamentais na protecdo celular, adesdo a superficies e

interacdes com o ambiente.
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Figura 5 — Proteina GumD com interacdo na membrana (Psipred - Predict

Protein Secondary Structure).
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Fonte: Elaborada pela autora, com base nos dados do Psipred (2023).
A. Representacéo de uma secao transversal da membrana plasmatica, destacando as cinco

regides transmembrana em amarelo, denominadas S1, S2, S3, S4 e S5. B. Predi¢céo da estrutura
transmembrana utilizando o método MEMSAT-SVM. Também séo apresentados os resultados do
método de Kyte-Doolittle, utilizado para estimar a hidrofobicidade de uma sequéncia proteica. Além
disso, sdo fornecidas as seguintes categorias de predi¢es brutas (raw) feitas pelo SVM: SVM H/L

Raw: predicéo de regides que possam ser hélices (H) ou algas (L). SVM iL/oL Raw: predicéo de

regides internas (iL) ou regifes ndo internas (oL). SVM RE/!IRE Raw: predi¢cdo de regides de
reentrada (RE) ou regides que ndo séo de reentrada (RE). SVM SP/ISp Raw: predi¢édo de regides
sinal (SP) ou regides que ndo séo de sinal (ISp). SVM PL/!PL Raw: predicao de regides localizadas
no plasmalema (PL) ou regifes que ndo sdo plasmaleméticas (!PL). C. Sequéncia de aminoacidos de
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GumbD, apresentando as previsdes feitas pelo Psipred para os segmentos localizados
extracelularmente, no citoplasma e com interacdo com a membrana.

Figura 6 — Resultados do ScanProsite.
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ACT SITE 474 nucleofilo
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Fonte: Elaborada pela autora, baseado nos dados do ScanProsite.

A- Sequencia FASTA, de verde e amarelo sdo indicados alguns possiveis sitios ativos; B-
representacéo da sequéncia, com simbolos coloridos indicando os sitios ativos E474 e E478; e C-
Indicativo dos sitios ativos dessa sequéncia.

O sitio ativo da proteina GumD ¢é responsavel por coordenar as reacdes
quimicas que ocorrem durante a transferéncia desses grupos funcionais especificos,

garantindo a formacao adequada do poliprenilglicosilfosfato.

4. 2 Modelagem da proteina GumD

4.2.1 Analise do modelo gerado
O modelo gerado pelo I-TASSER apresentou os seguintes resultados: C-

score=-1.35; Pontuacdo TM-score = 0.55+0.15; e RMSD estimado = 10.5+4.6A.
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Esses parametros indicam que o modelo € considerado razoavel, mas ainda ha
margem para melhoria, a fim de se aproximar da estrutura da proteina nativa.
Portanto, foi necessario realizar um processo de refinamento utilizando o
ModRefiner, seguido de uma avaliagédo no MolProbity.

Apos o refinamento no ModRefiner, observou-se uma melhora significativa no
modelo. Isso foi confirmado pelo grafico de Ramachandran, que indica a
conformacao dos residuos na estrutura da proteina (Figura 7). De acordo com o
grafico, 90.9% de todos os residuos estdo em regides favoraveis e 97.8% estdo em
regides permitidas. Apenas onze aminoacidos estao localizados fora dessas regifes

(conforme mostrado na Tabela 7).

Tabela 7 — Aminoéacidos discrepantes ou fora do grafico de Ramachandran.

Posicéao Aminoécido Abreviagao phi (®) | psi (V)
21 Leucina Leu -59.4 9.6
37 Glutamato ou Acido Glutamico Glu 76.6 -170.3
72 Prolina Pro 18.8 126.2
75 Isoleucina lle 80.2 145.2
114 Alanina Ala 76.8 128.2
181 Arginina Arg 115.1 -48.1
249 Prolina Pro -120.1 50.2
282 Isoleucina lle 92.1 -175.1
345 Prolina Pro -118.8 86.1
400 Isoleucina lle 154.5 -153.0
464 Valina Val 77.0 7.7

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Focando nos aminoacidos que estavam fora das regiées permitidas no grafico
de Ramachandran (Figura 7), é necesséario realizar uma andlise mais detalhada para
compreender melhor as implicagbes dessas discrepancias na estrutura

tridimensional da proteina modelada.
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Figura 7 — Grafico Ramachandran do modelo previsto para a putativa GumD de
G. diazotrophicus.
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58

Leucina

A leucina € um aminoacido hidrofébico que desempenha um papel
fundamental na estrutura de proteinas. Sua funcdo esta relacionada principalmente
a estabilidade estrutural e a formacéo de regifes hidrofobicas no nucleo da proteina.

A presenca da leucina nas sequéncias de aminoacidos de uma proteina
contribui para a formacdo de regifes helicoidais, como alfa hélices. Essas alfa
hélices sdo estabilizadas pela interacdo entre os grupos metila da leucina e outros
residuos hidrofébicos adjacentes. A leucina também pode estar envolvida na
formacdo de outras estruturas secundarias, como folhas beta (PINILLA et al., 2001).

Além disso, a leucina age na interacdo entre diferentes regides da proteina.
Pode estar envolvida na formacdo de interfaces entre subunidades de proteinas
multimeras, contribuindo para sua montagem e estabilidade. A presenca de leucina
em certas posicdes da sequéncia de aminoacidos também pode influenciar a
interacdo com outras proteinas ou moléculas, desempenhando um papel na funcéo
biolégica da proteina (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988).

A presenca da leucina em uma conformacdo desfavoravel nessa posicao
especifica da estrutura proteica em analise pode indicar possiveis distorcoes
estruturais. A ocorréncia de uma conformacéo fora das regifes permitidas pode ser
observada em casos em que a estrutura proteica é flexivel ou sofre algum tipo de
perturbacdo, como mutacdes ou interacdes com outros ligantes. Nessas situacdes, é
importante avaliar se essa conformacdo ndo esperada esta afetando
significativamente a estrutura e funcéo da proteina. Estudos anteriores destacaram a
importancia de analisar as conformacdes fora das regides permitidas e compreender
seu impacto na estrutura e funcéo das proteinas (RICHARDSON & RICHARDSON,
1988; TING et al., 2010).

Glutamato

O glutamato é um aminoacido que desempenha vérias fungbes na estrutura
de uma proteina. Ele pode estar envolvido em interacdes e ligacbes quimicas
importantes para a estabilidade e a estrutura tridimensional da proteina. Além disso,
0 glutamato pode participar de interagbes eletrostaticas, formando pontes de
hidrogénio e interagBes ibnicas com outros amino&cidos ou moléculas, contribuindo
para a conformacdo correta da proteina. Devido a sua natureza acida, o grupo
carboxila do glutamato pode atuar como um doador ou receptor de prétons em

reacOes quimicas. Isso pode ser relevante para a regulagdo do pH local na estrutura
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da proteina ou para a catalise de reacdes enzimaticas especificas. Além disso, o
glutamato pode estar envolvido na formacéo de sitios de ligacdo para ions metalicos
ou outras moléculas, permitindo interac6es especificas e cumprindo a sua funcéo
biolégica da proteina (HASSUNUMA, 2023).

Quando o glutamato ou acido glutamico esta fora do grafico de
Ramachandran, isso pode indicar que a conformacdo desses aminoacidos na
estrutura proteica € desfavoravel. No entanto, € importante levar em consideracao
outros fatores e o contexto em que a proteina esta inserida ao interpretar essa
conformacao especifica. Em algumas situacdes, os aminoacidos podem assumir
conformacdes atipicas devido a interacGes especificas na estrutura ou a fatores
ambientais (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Se o glutamato estiver ligeiramente fora da regido permitida, mas ndo causar
um impacto significativo na estrutura global da proteina ou em suas interacdes
funcionais, ndo ha motivo imediato de preocupacdo. Porém, se essa conformacéao
fora do esperado afetar a estabilidade estrutural da proteina, suas interagdes com
outras moléculas ou sua funcéo bioldgica, isso pode ser motivo de preocupacao e
exigir uma analise mais detalhada (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et
al., 2010).

E notavel ressaltar que a conformacéo dos aminoacidos dentro da proteina
desempenha um papel crucial em sua funcdo biolégica adequada. Desvios
significativos em sua estrutura tridimensional podem comprometer sua capacidade
de realizar as interacbfes necessarias para desempenhar funcbes especificas.
Portanto, compreender e avaliar as conformacdes atipicas é fundamental para a
compreensao da estrutura e funcdo das proteinas em estudo (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Prolina

A prolina € um aminoacido especial devido a sua estrutura ciclica, que difere
dos outros aminoacidos. Sua funcéo principal na estrutura de uma proteina esta
relacionada a estabilidade estrutural e a conformacédo de estruturas secundarias,
como as alfas hélices. A prolina possui uma cadeia lateral que se dobra de volta em
direcdo ao grupo amina, formando uma ligacdo covalente com esse grupo, o que
resulta em uma estrutura em anel. Essa estrutura em anel da prolina cria uma

restricdo estérica, 0 que significa que a prolina possui uma conformacéao rigida e
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inflexivel. Essa caracteristica Unica da prolina € essencial para a formacéo de curvas
ou voltas na estrutura proteica (MALSCHITZKY et al., 2021).

A presenca de prolina em determinadas posicdoes da sequéncia de
aminoacidos pode influenciar a forma como a proteina se dobra e se organiza no
espaco tridimensional. A prolina é frequentemente encontrada em regiées onde
ocorrem curvas ou voltas na estrutura proteica, onde ajuda a estabilizar essas
estruturas e a facilitar a mudanca de direcdo da cadeia polipeptidica. Além disso, a
prolina também pode desempenhar importancia na interacdo entre proteinas, pois
pode estar envolvida em sitios de reconhecimento e ligagdo de proteinas
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Devido a estrutura caracteristica da prolina, conforme descrito nos paragrafos
anteriores, € comum encontrar a prolina localizada em regiées especificas do gréfico
de Ramachandran, fora das regibes permitidas para outros aminoacidos. Essas
conformacdes sdo consideradas caracteristicas da prolina e sdo amplamente
toleradas em muitas estruturas proteicas (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988;
TING et al., 2010).

No entanto, € fundamental considerar o contexto e avaliar o impacto da
conformacao atipica da prolina na estabilidade estrutural, nas interacdes com outras
moléculas e na fungédo da proteina. Em alguns casos, as conformac¢des peculiares
da prolina podem desempenhar papéis funcionais importantes, como na formacédo
de curvas estruturais ou na interacdo com parceiros moleculares especificos.

Isoleucina

A isoleucina é fundamental na estrutura das proteinas, como um dos vinte
aminoécidos essenciais, a isoleucina desempenha vérias fun¢des importantes na
conformacao tridimensional e estabilidade das proteinas (AZEVEDO, 1999).

Uma das principais fun¢des da isoleucina é contribuir para a formacédo de
estruturas secundarias, como as hélices alfa. Ela ajuda a estabilizar as interacdes de
empacotamento entre as hélices adjacentes, promovendo a estruturacdo correta da
proteina. A isoleucina também desempenha um papel essencial no dobramento da
proteina, contribuindo para a formacéo de interacdes hidrofébicas dentro do nucleo
hidrofébico da proteina, o que € crucial para sua estabilidade estrutural
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Além disso, a isoleucina também esta envolvida em sitios ativos de enzimas,

onde desempenha um papel importante na interagdo com substratos ou cofatores.



61

Sua presenca em sitios ativos pode influenciar a atividade catalitica e a
especificidade de ligacdo da enzima, afetando diretamente sua fungéo biologica.

Outra funcdo da isoleucina €é sua participagdo em proteinas
transmembranares, onde operam no transporte de moléculas através da membrana
celular. A isoleucina pode estar envolvida na formacdo de sitios de ligacdo que
facilitam o transporte seletivo de ions ou outras substancias através da membrana,
contribuindo para a funcdo de transporte da proteina (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

A conformacdo da isoleucina no grafico de Ramachandran esta geralmente
localizada na regido das hélices a, onde sua estrutura especifica € acomodada. No
entanto, em certas circunstancias, podem ocorrer variagbes na conformacdo da
isoleucina devido a flexibilidade estrutural ou interagbes especificas na proteina.
Caso a conformacdo da isoleucina esteja fora da regido permitida no grafico de
Ramachandran e tenha um impacto significativo na estrutura global da proteina, nas
interacdes com outras moléculas ou na fungdo da proteina, isso pode ser motivo de
preocupacdo e exigir uma andlise mais aprofundada (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

A avaliacdo precisa da relevancia da conformacéo atipica da isoleucina fora
da regido permitida requer uma analise detalhada da estrutura, como simulacdes
moleculares ou experimentos complementares. Essas andlises sdo essenciais para
determinar se a conformacdo ndo usual da isoleucina afeta adversamente a
estrutura e a funcdo da proteina. E importante destacar que a conformacdo da
isoleucina fora da regido permitida ndo necessariamente indica um problema
estrutural imediato, mas € necessario compreender como essa conformacédo afeta a
proteina como um todo (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Alanina

A alanina desempenha notoriedade importante na estrutura de proteinas,
especialmente devido as suas caracteristicas estruturais e quimicas. A alanina € um
aminoacido ndo polar, o que significa que sua cadeia lateral € constituida apenas
por atomos de carbono e hidrogénio, sem grupos funcionais carregados ou polares.
Essa natureza ndo polar permite que a alanina interaja com outras partes da
proteina de forma hidrofébica, contribuindo para a estabilidade e a estrutura
tridimensional da proteina (MEDEIROS, 2022).
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Devido a sua simplicidade estrutural, a alanina é frequentemente encontrada
em locais estruturais importantes das proteinas. Ela pode ocupar posicoes
estratégicas nas regides de nucleo hidrofébico, onde atua como um componente
essencial para estabilizar a estrutura compacta (MEDEIROS, 2022).

Além disso, a alanina sao fundamentais na formacdo de hélices a. A alanina
tem uma tendéncia intrinseca de adotar uma conformagao em hélice a devido a sua
capacidade de formar ligacdes de hidrogénio internas. Essa caracteristica facilita a
formagédo e a estabilizagdo de hélices a em regides especificas da proteina,
contribuindo para sua estrutura tridimensional (RICHARDSON & RICHARDSON,
1988; TING et al., 2010).

Outra funcéo importante da alanina esta relacionada a sua capacidade de ser
um residuo flexivel na estrutura proteica. Devido a sua cadeia lateral simples e
compacta, a alanina pode atuar como um "espacador” ou um elo flexivel entre outras
regides estruturais da proteina. Essa flexibilidade permite que a alanina exerca uma
tarefa indispensavel na acomodacdo de curvas e dobras na estrutura proteica,
contribuindo para sua conformagao tridimensional complexa (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

A alanina é um aminoacido amplamente tolerado em diferentes conformacdes
dentro de uma estrutura proteica. Pequenas variacdes na conformacdo da alanina
geralmente ndo tém um impacto significativo na estrutura global da proteina ou em
suas interagdes funcionais. No entanto, se a conformacao da alanina estiver fora da
regido permitida no grafico de Ramachandran e afetar a estabilidade estrutural, as
interacbes com outras moléculas ou a funcdo da proteina, isso pode levantar
preocupacdes (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

E importante destacar que a conformac&o da alanina fora da regi&o permitida
nao € automaticamente um indicativo de um problema estrutural (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al.,, 2010). Embora a presenca de alanina fora da
regido permitida no grafico de Ramachandran possa chamar a atencdo, é
necessario avaliar cuidadosamente o impacto dessa conformagdo em termos de
estabilidade estrutural e funcéo da proteina. Uma abordagem integrada, combinando
analises estruturais e funcionais, € essencial para compreender o significado
biologico dessas conformacdes atipicas de alanina (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).
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Arginina

A arginina desempenha varias funcbes importantes na estrutura de uma
proteina. Ela possui uma cadeia lateral longa e carregada positivamente, o que a
torna especial em termos de sua interagdo com outras moléculas e grupos
funcionais. A presenca da arginina em uma sequéncia de aminoacidos pode
influenciar a estabilidade estrutural e as interacdes da proteina com outras
moléculas (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Uma das principais funcdes da arginina € a capacidade de formar ligacfes de
hidrogénio com outros residuos de aminoacidos ou grupos funcionais dentro da
proteina. Essas interacdes de hidrogénio sdo cruciais para a estabilizacdo da
estrutura tridimensional da proteina e para manter a sua conformacédo correta. Além
disso, a arginina pode estar envolvida na formacéo de interacdes iGnicas e pontes
de sal, que contribuem para a estabilidade e funcionalidade da proteina
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Outra funcéo importante da arginina é sua participacdo em sitios de ligacédo e
reconhecimento de proteinas. Devido a sua carga positiva, a arginina pode interagir
com regides negativamente carregadas em outras proteinas, formando ligacdes
eletrostaticas. Essas interacdes sdo cruciais para a formacdo de complexos
proteicos, regulacao de atividades enzimaticas e transducéo de sinais intracelulares.
Além disso, a arginina também esta envolvida, na estrutura de proteinas, na
compactagao do DNA, como histonas, facilitando a ligacdo e organizagdo do DNA
nas células (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

A conformacdo da arginina no grafico de Ramachandran geralmente é
observada na regido associada as hélices a ou folhas 3. Essas sao as conformagdes
preferidas para a arginina devido as suas caracteristicas estruturais. No entanto,
pequenas variacbes na conformacdo da arginina podem ocorrer sem causar um
impacto significativo na estrutura global da proteina (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

E importante considerar se a conformacéo fora da regido permitida no grafico
de Ramachandran afeta a estabilidade estrutural, as interagbes com outras
moléculas ou a funcdo da proteina. Caso a arginina esteja em uma regido onde suas
interacbes importantes, como ligacbes de hidrogénio ou interacfes ibnicas, sao
comprometidas, isso pode resultar em consequéncias negativas para a estrutura e
funcéo da proteina (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).
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Portanto, a presenca de arginina fora da regido permitida no grafico de
Ramachandran pode ser motivo de preocupacédo, dependendo do contexto estrutural
e funcional da proteina em questdo. A conformacao da arginina € importante para a
estabilidade e funcionalidade da proteina, e desvios significativos dessa
conformacdo podem ter implicacdes na estrutura e funcdo. A compreensdo das
caracteristicas estruturais e do contexto da proteina em estudo é fundamental para a
interpretagdo da relevancia dessas conformagfes atipicas (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Valina

A valina possui importancia na estrutura das proteinas devido as suas
propriedades estruturais e hidrofébicas. Como um dos aminoacidos apolares, a
valina é frequentemente encontrada em regiées do nucleo proteico, onde contribui
para a estabilidade da estrutura tridimensional. Sua estrutura ramificada e cadeia
lateral hidrofébica permite que a valina se acomode em ambientes hidrofébicos,
como o interior da proteina, onde ajuda a promover interacdes favoraveis com outras
moléculas de valina e outros aminoacidos hidrofobicos (RICHARDSON &
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Além disso, a valina pode estar envolvida em interacdes de empacotamento,
onde suas cadeias laterais se encaixam em bolsos ou cavidades formadas por
outras regides da proteina. Essas interacbes de empacotamento contribuem para a
formacgéo de uma estrutura compacta e estavel, aumentando a rigidez da proteina. A
valina também esta relacionada a ancoragem de hélices a, fornecendo pontos de
contato hidrofébicos que estabilizam a conformacao helicoidal RICHARDSON, 1988;
TING et al., 2010).

E importante destacar que a valina, assim como outros aminoacidos, n&o
possui uma funcéo estritamente especifica na estrutura proteica, mas sim contribui
para a estabilidade, empacotamento e estrutura geral da proteina. Sua presenca e
posicionamento adequados s&o essenciais para garantir uma estrutura proteica
corretamente dobrada e funcional. Variagdes na sequéncia de aminoacidos e,
portanto, na presenca de valina em diferentes posi¢cbes podem influenciar as
propriedades estruturais e funcionais da proteina (RICHARDSON & RICHARDSON,
1988; TING et al., 2010).

A conformacgdo da valina no grafico de Ramachandran geralmente esta

associada a regido das hélices, onde ocorre uma torcédo especifica para acomodar
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sua estrutura. No entanto, pequenas variacdes na conformacdo da valina podem
ocorrer sem causar impactos significativos na estrutura global da proteina
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

A conformacdo da valina fora da regido permitida no grafico de
Ramachandran pode ser motivo de preocupacao se afetar a estabilidade estrutural,
as interacbes com outras moléculas ou a funcdo da proteina. Por exemplo, se a
valina estiver localizada em uma regido critica onde suas intera¢cdes importantes,
como ligacdes de hidrogénio ou interacdes hidrofobicas, sdo comprometidas, isso
pode levar a consequéncias negativas na estrutura e na funcdo da proteina
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Portanto, a presenca de valina fora da regido permitida no grafico de
Ramachandran pode ser preocupante, dependendo do contexto especifico da
proteina em estudo. A conformacao da valina desempenha uma fun¢édo essencial na
estrutura das proteinas, especialmente nas hélices. Pequenas variagcdes nessa
conformacdo podem ser toleradas, desde que ndo comprometam a estabilidade
estrutural e as interacdes funcionais. No entanto, quando essas variagcdes afetam
negativamente a estrutura e a funcdo da proteina, uma investigacdo mais
aprofundada é necessaria para compreender seu impacto especifico (Figura 7-B)
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Quando esses aminoacidos estdo posicionados fora da regido permitida no
grafico de Ramachandran, isso pode indicar uma conformacédo desfavoravel. No
entanto, € fundamental investigar se essas conformacdes afetam negativamente a
estabilidade estrutural, as interages com outras moléculas ou a funcdo da proteina.
Cada aminoacido possui caracteristicas estruturais e propriedades quimicas
distintas, que podem influenciar sua capacidade de adotar conformacdes atipicas
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

E importante destacar que o grafico de Ramachandran fornece uma visio
estatistica das conformacdes preferenciais dos aminoacidos, porém, ndo descarta
completamente a ocorréncia de conformacdes atipicas. Em alguns casos, a
presenca de aminoacidos fora da regido permitida no grafico de Ramachandran
pode ser tolerada e ndo ter impacto negativo na estrutura ou funcéo da proteina. A

flexibilidade estrutural, interacdes com outras moléculas ou adaptacdes especificas
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da proteina podem permitir a existéncia de conformacdes ndo convencionais para
certos aminoacidos (RAMACHANDRAN & SASISEKHARAN, 1968).

Vale ressaltar que a Prolina possui uma estrutura especial que a torna mais
restrita em termos de conformacdes possiveis. Portanto, conformacdes fora da
regido permitida no grafico de Ramachandran sdo consideradas caracteristicas
normais da Prolina e sdo bem toleradas em muitas estruturas proteicas
RICHARDSON, 1988; TING et al., 2010).

Assim sendo, embora os aminodacidos Leucina, Glutamato ou Acido Glutamico,
Prolina, Isoleucina, Alanina, Arginina e Valina possam estar localizados fora das
regides permitidas ou favoraveis no grafico de Ramachandran, isso ndo implica
necessariamente em preocupacfes para a estrutura proteica. E crucial considerar
outros fatores e o contexto especifico da proteina em analise (RICHARDSON, 1988;
TING et al., 2010).

Logo se faz é necessario realizar uma andlise mais aprofundada, utilizando
técnicas como simulacdes moleculares ou experimentos complementares, para
avaliar o impacto dessas conformacdes atipicas desses aminodcidos. Essas
abordagens nos permitirdo determinar se a conformacdo desses aminoacidos
citados anteriormente, afeta adversamente a estrutura e a funcédo da proteina em

guestao.

4. 3 Modelo de GumD

A Figura 8 apresenta o modelo proposto para a proteina putativa GumD de G.
diazotrophicus PAL5. Nessa representacdo, é possivel observar a organizacdo da
estrutura secundaria da proteina em alfa-hélices (a-hélice), representadas na cor
azul. Além disso, é identificAvel o dominio da proteina, destacado na cor amarelo
(Dominio de transferase de acUcar bacteriano- UniProt). Todas as imagens da
estrutura tridimensional da proteina foram geradas utilizando o software Chimera
1.16.

Na Figura 9, sdo apresentados os dois sitios ativos da proteina GumbD,
relacionados aos aminoacidos 474 (Nucleophile) e 478 (Proton donor), como

discutido anteriormente na sec¢ao de andlise estrutural da sequéncia.



Figura 8 — Modelo previsto para a putativa GumD de G. diazotrophicus.
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Figura 9 — Modelo previsto para a putativa GumD de G. diazotrophicus,
evidenciando os sitios ativos (ScanProsite).
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A estrutura secundaria é representada na cor azul e dominio na cor amarelo. Este dominio
caracteriza uma regido conservada de varias diferentes aclcares transferases bacterianas,

envolvidas em diversas vias de biossintese.

4. 4 Analise comparativa da sequéncia de GumD

O resultado obtido no BLASTP permitiu a selecdo de quatro espécies para o
alinhamento com a sequéncia da proteina GumD de G. diazotrophicus. A escolha
dessas espécies levou em consideracdo principalmente a porcentagem de
identidade de suas proteinas com a sequéncia-alvo. As sequéncias selecionadas
sdo referentes as espécies G. tumulisoli, Nguyenibacter vanlangensis, Kozakia
baliensis e Acetobacter estunensis, apresentando identidades de 73,75%, 72,92%,
52,83% e 52,56%, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8 — Espécies e identidade da proteina em relagdo proteina GumD da G.
diazotrophicus.

Espécie Nome Percentagem de
(NCBI) Identidade em relagéo a
GumbD de G.

diazotrophicus
Nguyenibacter vanlangensis WP_176639921.1 73.75%
Gluconacetobacter tumulisoli WP_182955420.1 72.91%
Kozakia baliensis WP_227003205.1 52.83%
Acetobacter estunensis WP_254454693.1 52.56%

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

No banco de dados, todas essas proteinas foram nomeadas como
exopolysaccharide biosynthesis polyprenyl glycosylphosphotransferase. Essas
informacdes sdo relevantes para a analise comparativa das sequéncias e para a
inferéncia de possiveis funcdes e caracteristicas da proteina GumD em G.
diazotrophicus, com base nas proteinas homodlogas encontradas em outras
espécies.

O resultado do alinhamento multiplo da proteina "exopolysaccharide
biosynthesis polyprenyl glycosylphosphotransferase (traducdo: biossintese de
exopolissacarideo poliprenil glicosilfosfotransferase)" das espécies mencionadas na
Tabela 8 foi realizado utilizando o Clustal Omega 1.2.4. O programa demonstrou um

alinhamento satisfatorio, com a presenca de pequenos gaps, que sao regides onde



69

nao houve alinhamento entre as sequéncias. Além disso, o alinhamento revelou a
conservagao de um sitio ativo no aminoacido 478 da proteina GumbD, conforme
representado na Figura 10.

Esses resultados sdo importantes para compreender a similaridade e a
conservacdo da sequéncia e estrutura da proteina entre as diferentes espécies
analisadas. A preservacao do sitio ativo na posi¢cdo do referido aminoacido indica
que essa regido desempenha um papel funcional importante na biossintese de
exopolissacarideo poliprenil glicosilfosfotransferase em todas as espécies
investigadas. Isso pode fornecer insights valiosos sobre a funcdo e a importancia
dessa proteina no contexto da sintese de exopolissacarideos.

De acordo com o banco de dados do NCBI, as proteinas listadas na Tabela 8
e representadas na Figura 11 possuem o0 mesmo dominio denominado
"Wcald_sugtrans”, indicando que sao proteinas que compartilham uma regido
conservada. Esse dominio foi visualizado e representado na Figura 11.

O dominio WcaJ_sugtrans pertence a uma superfamilia que engloba diversas
proteinas, incluindo a WcaJ da Escherichia coli, envolvida na biossintese do acido
colanico, a EpsB do Methylobacillus, relacionada a biossintese do metanolan, e a
GumbD, responsavel pela biossintese da xantana. Além disso, essas proteinas estao
intimamente relacionadas a proteina WbaP (anteriormente conhecida como RfbP), é
fundamental na biossintese do antigeno O em Salmonella typhimurium. A enzima
WhbaP transfere galactose de UDP-galactose para um transportador de poliprenil,
utilizando o dominio altamente conservado de transferase de acucar C-terminal
(pfam02397), em uma reacdo que ocorre na face citoplasmatica da membrana
interna. Acredita-se que o dominio hidrofébico N-terminal facilite a fungédo de
“flippase”, permitindo a transferéncia da unidade lipossacaridica da face
citoplasmatica para a face periplasmatica da membrana interna. Esses genes estéo
frequentemente agrupados em operons que estdao envolvidos na producédo de
exopolissacarideos complexos, como o antigeno O encontrado em bactérias do

género Enterobacteriaceae.



Figura 10 — Alinhamento da proteina GumD de G. diazotrophicus com a
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proteina “biossintese de exopolissacarideo poliprenil glicosilfosfotransferase”

das especies G. tumulisoli, N. vanlangensis, K. baliensis e A. estunensis.

(A) K.baliensis = -----a- MSKPMPSPLTKAAHILHAFTDAEM - - - PPAEASPDSAAGRQL IVDPYPYFNPYV 56
A.estunensis - MIDRSG-----A----TGHTHEELLAESGQMOLLMQPVRRQLLQEPYPYLHTL 44
G.tumulisoli 0 eee-eee MSESYGQLQ-GT-- - -ISLSNESLLEEPRP-- -~ - SGTADTGPYRSYPYYHPY 43
G.diazotrophicus MPDGDLRMSEWYGQLQ-DS - - - -IGLSTDPITYKTPS - - - - -ARTAE - - -PGTYPYYHSV 47
N.vanlangensis = ------- MSESYSSLQ-ST-- - - IDFPDDPLRQVESY - - - - - TKPAE - - -SGVYPYYHPV 46
* . . -, .
K.baliensis LSKIFSFCDLLSVILASSVIWY LEVMTWSPRVRPETVAVSGMVAVITFVLLPRKRNLMNYP 110
A.estunensis LAALTAWMDLAGVALGSGFAHFLECSGLTRQMAEAMGAADLVAVLVFLLFPKKRTLLAFP le4
G.tumulisoli MAGVT TSMDAFGVLGATVLCAHVEPTT LMENWHVALPLADLMSALGF LMIPKKRSLLYIP 1e3
G.diazotrophicus LAGMITSVDTLATLAATFIGASVEPAITHQDWRVAQPLADLMSALGFLMLPKNRRLLHVP 167
N.vanlangensis LSGMITSIDGLTVMGAT LLTAYVGPEVVHOHWVMSQSVANLMSVLGF LMAPKKRSLIYVP 1ee
O . DriL: Eps Eick oE, %
K.baliensis RVQRISAQLRY ISPALFLAVLAQF IALRVLDMSNTRAFDMALFWLALCIGALVLVRGTET 170
A.estunensis KVRRLKAQCRYLVPPVLAAACAHVL LCAVLEMPVIQSVRLTGIWLLAVMVPLLIARGGLT 164
G.tumulisoli DILQVSAQVRYLARPLVIGALLHFIVLYMLHRPTAQALELSLVWIGICAATLAVLRGGEL 163
G.diazotrophicus TVQDF SAQVRYLTPPLLAGAL LHVIVLYMLHHP IVPSFELALTWLAFSTGVLAVWRGTET 167
N.vanlangensis TLLQASAQLRYLAPPLLIGAL LHAVVLSMLRHPTAPSAE LAAVWLFCSALALGAVRGTEL 168
. wn wE, . L g o w R —
K.baliensis ILLHTRGIQNHLTRKIAIIGTGDVADQLSDRIDNDAGHTYQLLGRFNDAPKSSRNSKITG 238
A.estunensis FFLYQPSVIAGLRRKTATVGEGDLASE LAERISHDAGHTYGLFGVFPDSEASAD-DAVKG 223
G.tumulisoli LILHHPSVTRHLARNIAVIGSDEVALKVAARVTEEAGPTYRMVGVFDDHDTALDPTVTDG 223
G.diazotrophicus VLLSRPALANQLARNVAVVGSDDAAIRLAARIGEEAGSTYRMIGVFDDHDTALDPTATTG 227
N.vanlangensis ALLGSSAISGOLARNVAIVGSDE TAIKFAARIAGEAGPTYRMIGVFDDHDTALNPNAVDG 220
I e *
K.baliensis TINDLVALSRRHSTHAVITALAPGSTQDEHE INHLAWRLRTVLSDIYIAPYLLHGVDTHL 290
A.estunensis SLOALVQRSRHESLHATILAFPEATVQ-EDVVRRTCFALRSVACDIYVTPNMVTGIDQAL 282
G.tumulisoli TLDDLIVRSRESRLHAIILATPPSSDP -VDHVAEI SWRLRSVLSDVYVMPNLVHGIDVLL 282
G.diazotrophicus TLDDLIERSRETPLHAIILATPPSTDP - IDHVAEINWRLRSVLADVYVLPNIVHGIDVLL 286
N.vanlangensis TLEDLIVRSRETPLHAIILATPSHYDP -HDHVAE I SWRLRSVLSDVYVLPNVVHGIDVVL 279
Irr ®r RE, pEE EcE, DL 1 REIE NpEy o ¥p¥ X
K.baliensis PVENLGPHS LFVLQRRPLSELQTIQKSAFDFVFGLIVLAFLWPLLLAVATATKLDSKGPY 358
A.estunensis PQEFLGPNTLLVLQRRPLTETONFEKRVLDIVLGIFALIFLSPFLILVALLIRLDSRGPYV 342
G.tumulisoli PIERLGPFALLVLQRRPLSDWQIVRKTMLDVVAGATALALLTPLMCMIAIAIKATSPGPY 342
G.diazotrophicus PIERLGPFALLVLQRRPLSDWQIVKKTVLOVFLGATALVMLAP L MAAVATTIKATSPGPY 346
N.vanlangensis PIEQLGPFALLVLQRRPLSDWQAVKKTMLDMVLGATALVILAPVLAIVAIAIKATSPGPY 339
Aok wkE g m EARAESEg. B K gk R . K & Ay gE. &, & EEE
K.baliensis FFRQPRIGFNNRPFTVFKFRSMYTDMSDLGAAKQTSRDDPRVTRIGKWLRKLSIDELPQL 410
A.estunensis FFRQPRIGKNGRE FLVYKF RSMYANQADL GAAKQTSRDDPRVTRVGKWLRKLSIDEIPQL 482
G.tumulisoli FFROPRLGYNNRNFMVF KFRTMHANMSDMMAAKQT SRDDPRVTRIGKWLRKLSLDELPQL 482
G.diazotrophicus FFRQPRLGFNMRTFMVF KF RTMF TDKSDMMAARQT ARDDPRVTPIGKWLRKLSIDELPQL 486
N.vanlangensis FFKQPRLGFNNRTFMVYKFRSMY TNMSDMMAARQT SRDDPRVTPVGRWLRKLSIDELPQL 399
RELEEKLE R R R R, ENK.E .. iE, NE,EE EEKEEKE L E,XEEEE, XK, KX,
K.baliensis FNVLTGSMSLVGPRPHAPHTTAGGILLHDALAEYVIRHHVKPGITGWAQINGSRGELITV 470
A.estunensis FNVLKGEMSLVGPRPHAPQTRAGGL LLDDALAEYVLRYHVKPGITGWAQINGARGELVTL 462
G.tumulisoli LNVLRGEMSLVGPRPHAPHTRADGML LDDALAEYVIRHQVKPGI TGWAQVNGARGELVTL 462
G.diazotrophicus LNVLRGEMSLVGPRPHAPHTRAAGML LDDALAEYVIRHQVKPGITGWAQVNGARGQLVTL 466
N.vanlangensis LNVLRGEMSLVGPRPHAPHTRAGGML LDDALAEYVIRHQVKPGI TGWAQVNGARGELVTI 459
JEEE R RRREXRRERERIE K R EE RXEEAEE R KERERKEENE KA KR KK
K.baliensis DDLKRRVALDLEYIQKWSLRFDIKIMALTVVREVFSRNAF 510
A.estunensis EDLEKRVNLDLEYIRRWSILFDLKIMILTVVREVFSRHAF 502
G.tumulisoli DDLRRRVEYDLEYMQKWSLRFDLKILALTVLREVFSKHAF 502
G.diazotrophicus DDLRRRVELDLEYMQRWSLRFDLKILMLTVVREVFSRHAF 506
N.vanlangensis DDLRRRVTYDLEYIQKWSLRFDIKIMALTVLREVFSRHAF 499
SRR SRR RERE, L RR; KE KX, REE EKEEX AR
K.baliensis DDLKRRVALDLEYIQKWSLRFDIKIMALTVVREVFSRNAF 510
A.estunensis EDLEKRVNLDLEVIRRWSILFDLKIMILTVVREVFSRHAF 502
G.tumulisoli DDLRRRVEYDLEYMQKWSLRFDLKILALTVLREVFSKHAF 502
G.diazotrophicus DDLRRRVE[LDLEEYMQRWSLRFDLKILMLTVVREVFSRHAF 506
(B) | N.vanlangensis DDLRRRV[YDLEYIQKWSLRFDIKIMALTVLREVFSRHAF 499
L I 1 MK DE o v 0 KK e KK KK, KKK L RKEKK . KK
H . N H H H H N
474 E} 478

(A) Alinhamento geral); (B) Fragmento que evidencia a conservagédo do sitio ativo “E-478 aa).
Os asteriscos (*) indicam o alinhamento de aa idénticos entre as sequéncias, e ha varios. Dois pontos
(:)significa que s&o do mesmo grupo ou natureza de aa (Polar, Apolar, Acidos e Basicos), e um

ponto (.)significa pelo menos um grupo de natureza diferente.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Figura 11 — Dominios conservados das sequéncias de biossintese de
exopolissacarideo poliprenil glicosilfosfotransferase.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Dominio conservado WcaJ_sugtrans foi destacado em azul. O losango em vermelho destaca o sitio

conservado no 478 aa.

Além disso, a biossintese do acido colanico utiliza um transportador de
glicose-undecaprenil, enquanto o knockout da proteina EpsB resulta na auséncia da
incorporacdo de UDP-glicose na fase lipidica. A porcdo C-terminal da proteina
GumD demonstrou ser responsavel pela atividade da glicosil-1-transferase, sendo
fundamental nesse processo (LU et al., 2020).

Essas informacdes destacam a importancia e a relacdo entre essas proteinas
que possuem o dominio WcaJ_sugtrans, sugerindo sua participacdo em vias

metabdlicas relacionadas a sintese de exopolissacarideos complexos e antigenos O.

4.5 Rede de interacao

A rede de interacdes proteicas gerada pelo STRING (Figura 12) mostra que a
proteina GumD (GDI2547) interage com outras dez proteinas: exoP (GDI2549),
GDI2493, GumM (GDI2548), ManC (GDI0835), GumB (GDI2552), GDI2551, GumH
(GDI2550), ExoF (GDI2490), GDI2380 e GumJ (GDI2535). Essa rede possui um
total de 11 nés e 41 arestas, representando as interacdes entre essas proteinas. Na

Tabela 10, sdo apresentadas as proteinas que fazem parte da rede de interacoes
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com a proteina GumD, juntamente com o tipo de interacdo que elas compartilham.
Além disso, o score de confiabilidade dos resultados gerado pelo programa é
fornecido, juntamente com a pontuacdo combinada. O score gerado pelo STRING é
uma medida que indica a probabilidade de interacdo entre as proteinas. Quanto
maior o score, maior € a confiabilidade da interacdo predita. Essa pontuacdo é
calculada com base em diversos critérios, incluindo a presenca de evidéncias
experimentais, associagdo funcional em experimentos anteriores, coexpressao
génica, informacgbes de bancos de dados e conhecimento de interacbes em espécies
relacionadas.

E relevante enfatizar que, embora o score forneca uma estimativa da
confiabilidade das interacdes, é necessario validar experimentalmente essas
interagOes para confirmar sua existéncia e natureza. No caso das proteinas listadas
na Tabela 10, é importante mencionar que nao foram realizados experimentos
relacionados a sua estrutura tridimensional, nem mesmo utilizando modelos
computacionais. Isso significa que a conformacéo espacial dessas proteinas ainda
nao foi elucidada e pode ser objeto de futuras investigagoes.

A Tabela 9 fornece informacBes sobre os processos bioldgicos (Ontologia
Génica-GO) nos quais essas proteinas estdo envolvidas, incluindo a biossintese de
polissacarideos, macromoléculas, polissacarideos celulares, transporte de
polissacarideos e polissacarideos extracelulares. Esses processos sdo essenciais
para a interacdo entre bactérias e plantas, desempenhando fun¢des importantes na
colonizacdo bacteriana, formacdo de biofilmes, protecdo contra estresses

ambientais e nas interacdes benéficas ou patogénicas com as plantas.

Tabela 9— Processo biolégico (Ontologia génica-GO).

Taxa de
Go-term Descrigao descoberta
falsa
G0:0000271 Processo de biossintese de polissacarideo 8.19e-08
G0:0009059 Processo biossintético de macromoléculas 3.74e-05
G0:0033692 Processo biossintético de polissacarideo celular 0,0289
GO0:0015774 Transporte de polissacarideos 0,0392
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G0:0045226 | Processo biossintético de polissacarideo extracelular 0,0457

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Figura 12 — Rede de interacdo da proteina GumD de G. diazotrophicus PAL 5.

GDI2551

GDI2380

Interacdes Conhecidas Interagoes previstas Outros
= de bancos de dados curados =t bairro gene 9 textmining
Ot determinado experimentalmente Ot fusdes de genes e co-expressdo
= co-ocorréncia genética — homologia de proteina

Fonte: Elaborada pela autora, a partir dos dados do STRING (2023).

Cada esfera representa um ng, ou seja, uma proteina. A esfera vermelha é a proteina alvo deste

estudo (GumD). J& as outras esferas coloridas indicadas as proteinas na qual GumbD realiza
interacdes.



Tabela 10 — Evidéncias de ligagao funcional
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entre GumD de G. diazotrophicus PAL5 com as demais proteinas da rede.

Proteina | Vizinhanca Fusbes | Coocorréncia | Co-expressao Dados Associacdo em | Co-Mencionado no | Pontuacéao
no genéticas entre (score) Experimentais/ bancos de Pubmed Abstracts | combinada
Genoma (score) genomas Bioquimicos dados (score)
(score) (score) (score) selecionados
(score)
sim, nenhum/ Sim nenhum, mas nenhum/ nenhum, mas sim (0,110). Além 0,994
distancia insignifica (0.714) homologos insignificante homologos disso, homdlogos
intergénica nte putativos sédo putativos séo putativos séo
exoP 831 pb COexpressos relatados para mencionados juntos
(0,774). em outros interagir em em outros
Além disso, organismos outros organismos (0,581)
genes (0,075) organismos
homoélogos (0,750)
séo
vizinhos em
outros
genomas
(0,267)
GDI2493 | Nenhum, nenhum / sim (0,691). nenhum, mas nenhum / nenhum, mas nenhum, mas 0,974
mas genes | insignifica homélogos insignificante homélogos homélogos putativos
homoélogos nte putativos sao putativos sdo sao mencionados
sao COexpressos relatados para juntos em outros
vizinhos em em outros interagir em organismos (0,581).
outros organismos outros
genomas (0,075). organismos
(0,267) (0,750).
gumM sim, sim sim (0,360). nenhum/ nenhum/ nenhum, mas sim (0,110). Além 0,957
distancia (0,419) insignificante insignificante homologos disso, homdlogos
intergénica putativos séo putativos séo
0 pb relatados para mencionados juntos
(0,845). interagir em em outros
Além disso, outros organismos (0,184).
genes organismos
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homologos (0,123)
séo
vizinhos em
outros
genomas
(0,088)

ManC Nenhum, nenhum / sim (0,201). nenhum, mas nenhum/ nenhum, mas nenhum, mas 0,932
mas genes | insignifica homdélogos insignificante homélogos homdélogos putativos
homélogos nte putativos sédo putativos séo sdo mencionados

séo COexpressos relatados para juntos em outros
vizinhos em em outros interagir em organismos (0,583).
outros organismos outros
genomas (0,225). organismos
(0,274). (0,694).
GumB sim, nenhum / sim (0,579). nenhum, mas nenhum / nenhum, mas sim (0,148). Além 0,921
distancia insignifica homélogos insignificante homélogos disso, homdlogos
intergénica nte putativos sédo putativos séo putativos séo
5593 pb COexpressos relatados para mencionados juntos
(0,696). em outros interagir em em outros
Além disso, organismos outros organismos (0,123).
genes (0,056). organismos
homoélogos (0,247).
séo
vizinhos em
outros
genomas
(0,097).
GDI2551 sim, nenhum / sim (0,402). nenhum / nenhum / nenhum, mas nenhum / 0,887
distancia insignifica insignificante insignificante homologos insignificante
intergénica nte putativos s@o
4239 pb relatados para
(0,759). interagir em
Além disso, outros
genes organismos
homologos (0,247).
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séo
vizinhos em
outros
genomas
(0,088).
GumH sim, nenhum / sim (0,283). nenhum, mas nenhum / nenhum / sim (0,148). Além 0,864
distancia insignifica homologos insignificante insignificante disso, homadlogos
intergénica nte putativos sé@o putativos séo
3058 pb COoexpressos mencionados juntos
(0,761). em outros em outros
Além disso, organismos organismos (0,085)
genes (0,084).
homoélogos
séo
vizinhos em
outros
genomas
(0,101)

ExoF Nenhum, nenhum / sim (0,606). nenhum, mas nenhum / nenhum, mas nenhum, mas 0,737
mas genes | insignifica homdélogos insignificante homélogos homdélogos putativos
homélogos nte putativos sédo putativos séo sdo mencionados

sao COexpressos relatados para juntos em outros
vizinhos em em outros interagir em organismos (0,123
outros organismos outros
genomas (0,056) organismos
(0,097). (0,247)

GDI2380 Nenhum, sim sim (0,179). nenhum, mas nenhum / nenhum / nenhum, mas 0,675
mas genes (0,492). homologos insignificante insignificante homologos putativos
homologos putativos sé@o sdo mencionados

séo coexpressos juntos em outros
vizinhos em em outros organismos (0,209).
outros organismos
genomas (0,084).

(0,089).
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GumJ

Nenhum,
mas genes
homélogos

sao
vizinhos em
outros
genomas
(0,089).

nenhum /
insignifica
nte

sim (escore
0,478).

nenhum, mas
homologos
putativos séo
coexpressos
em outros
organismos
(0,112).

nenhum /
insignificante

nenhum /
insignificante

sim (0,136). Além
disso, homadlogos
putativos séo
mencionados juntos
em outros
organismos (0,211).

0,659

Fonte: Elaborada pela autora, a partir dos dados do STRING (2023).
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Sabe-se que a biossintese de polissacarideos é fundamental para a formacéao
da matriz extracelular bacteriana, contribuindo na colonizagcéo bacteriana de tecidos
vegetais. Essa matriz fornece uma estrutura fisica que permite a adesdo bacteriana
as superficies das plantas e a formacdo de biofilmes, que sdo comunidades
microbianas complexas. Além disso, os polissacarideos extracelulares possuem
importancia na protecdo das bactérias contra estresses ambientais, como a
dessecacao e a resposta a agentes antimicrobianos microbiana (NIAZI et al., 2023).

O transporte de polissacarideos € essencial para o trafego eficiente dessas
moléculas dentro e fora das células bacterianas, a qual GumD parece estar
associada. Isso é importante para a sintese, exportacdo e montagem adequada de
polissacarideos na superficie celular, contribuindo para a formacdo da matriz
extracelular e a interagdo com as plantas.

Esses processos biologicos estabelece um papel critico nas interacdes entre
bactérias e plantas, permitindo a adaptacdo bacteriana aos nichos ambientais
presentes nas plantas, a colonizacdo dos tecidos vegetais e a modulacdo das
respostas do sistema imunologico das plantas. Essas interacbes podem ser
benéficas, como no caso de simbiose entre bactérias fixadoras de nitrogénio e
plantas leguminosas, ou patogénicas, como em infec¢cdes bacterianas que causam
doencas nas plantas (BOGINO et al., 2013; VELMOUROUGANE et al., 2017).

Na Tabela 11, sédo sugeridos trés dominios nos quais as proteinas que fazem
parte da rede estdo envolvidas: o Chain Length Determinant Protein (Proteina
Determinante do Comprimento da Cadeia), a Polysaccharide Biosynthesis/Export
Protein (Proteina de Biossintese/Exportacdo de Polissacarideos) e o SLBB Domain
(Dominio SLBB).

Tabela 11 — Dominios de proteina (Pfam).

Dominio Descricao Taxa de descoberta
falsa
PF02706 | Proteina determinante do comprimento da cadeia 0,0396
PF02563 Biossintese de polissacarideos/proteina de 0,0396
exportacao
PF10531 Dominio SLBB 0,0396

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A familia de proteinas "Proteina Determinante do Comprimento da Cadeia"

engloba proteinas relacionadas a biossintese de lipopolissacarideos (LPS). Essas


https://pfam.xfam.org/family/PF02706
https://pfam.xfam.org/family/PF02563
https://pfam.xfam.org/family/PF10531
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proteinas possuem um participacdo determinante no comprimento da cadeia do
componente O-antigeno do LPS, resultando em uma distribuicAio modal do
comprimento da cadeia. Além disso, essa regido também é encontrada em tirosina
quinases, como a proteina P38134, que desempenham funcdes em outros
processos biolégicos (FRANCO; LIU; REEVES, 1998).

Por outro lado, a familia "Biossintese de polissacarideos/proteina de
exportacao" € composta por proteinas periplasmaticas envolvidas na biossintese
e/ou exportacdo de polissacarideos. Essas proteinas sao indispensaveis na sintese
e transporte adequados de polissacarideos na célula, contribuindo para a formacao
de matrizes extracelulares e para a interacdo com o ambiente (STEVENSON et al.,
1996).

O Dominio SLBB, é um dominio de ligagao soluvel B-grasp. Esse dominio é
encontrado em uma variedade de proteinas, incluindo aquelas envolvidas na
captacdo de vitamina B12 em animais, como a transcobalamina e o fator intrinseco.
Além disso, algumas proteinas desse dominio podem estar envolvidas no transporte
de elétrons em complexos de membrana ou na exportacdo do polissacarideo
extracelular acido colanico da célula (BURROUGHS et al., 2007).

Esses dominios fornecem informacfes importantes sobre as funcdes
potenciais das proteinas presentes na rede. Eles estdo relacionados a biossintese
de polissacarideos, exportacdo de polissacarideos e interacdes com moléculas
soluveis. Essas funcdes refletem papéis cruciais nas interacdes entre bactérias e
plantas, incluindo a formacéo de biofilmes, a colonizacdo bacteriana e a protecao
contra estresses ambientais (SENGUPTA & DEY, 2019; NGUYEN et al., 2020;
SAEED et al., 2021; TRIVEDI et al., 2020; AJIJAH et al., 2023).

As proteinas da rede desempenham funcdes que foram identificadas através
da andlise da ontologia génica (GO), conforme apresentado na Tabela 12. A maioria
dessas proteinas estd associada a membrana, assim como a proteina GumD. Elas
ainda tém grande valor nos processos biossintéticos de polissacarideos e possuem

atividade de transferase em nivel molecular.
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Tabela 12 — Informacgdes gerais das proteinas da rede de interacéo gerada pelo

STRING.
Compo- Funcao Processo Nome Compri-
Proteina | UniProt nente Molecular bioldgico mento
ID Molecular (aa)
atividade Processo Exopolysaccha
GumbD | A9HNRG6 membrana de biossintético de ride
transferase | polissacarideo biosynthesis 506
polyprenyl
glycosylphosp
hotransferase
Putative
ExoP A9HNSO membrana _ - succinoglycan
biosynthesis 738
transport
protein ExoP
- - Putative
GDI12493 | A9HNF3 membrana succinoglycan
biosynthesis 740
transport
protein
GumM | A9HNR9 - atividade Processo Putative 272
de biossintético glycosyl
transferase transferase
atividade -Processo mannose-1-
de biossintético da phosphate
ManC A9HB78 ) guanililtrans metionina guanylyltransfe 487
ferase rase
(GTP) de - Processo
manose-1- | biossintético de
fosfato polissacarideo
Atividade Putative
de exopolysaccha
GumB A9HNSS8 membrana | transporte ) ride production 217
transmembr protein
ana de
polissacarid
€o
GDI2551 | A9HNS6 membrana - - Outer
membrane 443
protein
atividade Putative
GumH | A9HNS3 _ da - glycosyl 390
glicosiltrans transferase
ferase protein
Atividade Putative
de exopolysaccha
ExoF A9HNES membrana | transporte ) ride production 200
transmembr protein ExoF
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ana de
polissacarid
eo
atividade Glycosyl
GDI2380 | A9HMM4 da ; transferase 379
glicosiltrans group 1
ferase
Putative
GumJ A9HNP1 membrana _ - lipopolysaccha 518
ride
biosynthesis
protein

Fonte: Elaborada pela autora, a partir dos dados do STRING (2023).
(-) N&o héa informagé&o no banco de dados.

As proteinas mencionadas estdo presentes nos clusters identificados pelo

String, desempenham papéis essenciais nas interagfes entre bactérias e plantas.

Cada cluster representa um conjunto de proteinas que compartilham caracteristicas

e processos biolégicos semelhantes. Abaixo, (Tabela 13) serd explicado

sucintamente cada um desses clusters identificados e correlacionados a rede de

interacdo de GumbD:

Tabela 13 - Clusters identificados e relacionados com a rede de interacao de

GumbD.

Nome do Cluster

Explicacéo

Processo metabdlico de
polissacarideos e
Glicosiltransferases grupo 1

Este cluster envolve proteinas relacionadas ao processo
metabdlico de polissacarideos, bem como as enzimas
conhecidas como glicosil transferases do grupo 1. Essas
enzimas sao responsaveis pela transferéncia de grupos
glicosil de um substrato para outro, sendo fundamental na
biossintese de polissacarideos.

Processo metabdlico de
polissacarideos e
Glicositransferase como
familia 2

Neste cluster, encontramos proteinas relacionadas ao
processo metabdlico de polissacarideos, juntamente com
membros da familia de glicosiltransferases semelhantes a
glicosiltransferase. Essas proteinas possuem semelhangas
estruturais e funcionais com as glicosiltransferases, mas
podem desempenhar papéis especificos na biossintese e
modificagdo de polissacarideos.

Dominio de ligacédo Co-A e
glicol transferase
WecB/TagA/CpsF

Esse cluster inclui proteinas que possuem o dominio de
ligacdo a coenzima A (Co-A) e pertencem a familia de
glicosiltransferases WecB/TagA/CpsF. Essas proteinas
exercem na transferéncia de grupos glicosil e estédo
envolvidas na biossintese de polissacarideos especificos.

Proteina de biossintese de
polissacarideos e putativa

Neste cluster, encontramos proteinas relacionadas a
biossintese de polissacarideos e a uma proteina putativa de
porina do tipo Dbarril-beta. Essas proteinas podem
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beta-barril porina 2 desempenhar na formacdo de complexos de transporte e
exportacdo de polissacarideos, contribuindo para a
integridade e funcionalidade da matriz extracelular de
polissacarideos.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Esses clusters fornecem uma organizacdo funcional das proteinas na rede,
agrupando-as com base em caracteristicas e processos biolégicos semelhantes.
Cada cluster representa um conjunto de proteinas que cumprem papeéis especificos
na biossintese, modificagdo e transporte de polissacarideos, sendo essenciais para
as interacdes entre bactérias e plantas. Afinal, essas proteinas, juntamente com
outros fatores, contribuem para a capacidade das bactérias de interagir com as
plantas de diferentes maneiras. Elas podem facilitar a adeséao inicial das bactérias as
superficies das plantas, permitir a formacdo de estruturas protetoras, modular as
respostas imunoldgicas das plantas e estabelecer relagbes simbibticas ou
patogénicas com as plantas (DAS, 2022; ATES, 2015; SZKLARCZYK et al., 2015).

4. 6 Analise das interacdes entre os componentes do interactoma de
GumD

Em relacéo a rede de interacdo proteina-proteina do STRING, as informacdes
fornecidas nos resultados especificos possibilitaram a obtencdo de inferéncias
importantes, que serdo apresentadas e discutidas a seguir:

4.6.1 Vizinhanca no Genoma
A vizinhanca génica (Figura 13) refere-se a expressédo de genes localizados

em regides proximas no genoma. Esse aspecto é especialmente interessante
quando se trata de bactérias, devido ao tamanho reduzido do genoma bacteriano.
No caso especifico, € importante destacar a presenca do operon, que consiste em
um grupo de genes procaridticos (e alguns eucarioticos) que estdo funcionalmente
relacionados, contiguos e coordenadamente controlados, sendo todos expressos a
partir de um unico RNA mensageiro (IGARASHI et al., 2001).

Ao analisar o score fornecido pelo STRING, € possivel determinar a qualidade
da interacdo entre as proteinas. Quanto mais proximo de 1, melhor € a pontuacéo

(score). Nesse contexto, as proteinas GumM (score 0,845), ExoP (score 0,774) e
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GDI2551 (score 0,759) apresentaram os melhores resultados, indicando uma alta
probabilidade de interacdo, estando proximas um do outro no genoma (Tabela 10).

Além disso, essas proteinas possuem homologos nos trés dominios da vida:
Bacteria, Eukarya e Archaea. Entre os exemplos de homdlogos estdo
Natronolimnobius  innermongolicus, Halogranum  salarium,  Natronococcus
amylolyticus, Halobiforma lacisalsi e Natronorubrum bangense.

Essas informagfes fornecem insights valiosos sobre a presenca e interacao
dessas proteinas em diferentes organismos, destacando sua relevancia biolégica e
potenciais funcdes conservadas ao longo da evolucéao.

A literatura cientifica menciona diversas bactérias conhecidas como
"Bactérias promotoras de crescimento de plantas”, que estabelecem associacfes
benéficas com véarias espécies vegetais. Algumas dessas bactérias incluem:
Klebsiella sp., Curtobactéria sp., Hartmannibacter diazotrophicus, Bacillus sp.,
Azotobacter sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Ochrobactrum intermedium,
Glutamicibacter sp. YDO1, Micrococcus sp., Rhizobacteria pseudomonas,
Aeromonas sp., Exiguobacterium aurantiacum, Burkholdera sp., Kocuria sp.,
Achromobacter sp., Enterobacter sp., Sphingomonas sp., Arthrobacter sp., e
Variovorax sp., entre outras (SANTOS DIAS & SANTOS, 2022).

Dentre esses organismos, destaca-se a vizinhanca de Bacillus sp.,
Azotobacter vinelandii sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Aeromonas sp.,
Klebsiella sp., Burkholderia sp., Achromobacter sp., Enterobacter sp., Sphingomonas
sp., Rhizobium sp. e Variovorax sp. Essa vizinhanca génica sugere a conservacao
de genes envolvidos na interacdo planta-bactéria. No caso especifico do gene gumD
de G. diazotrophicus, é possivel inferir uma possivel associacdo com a planta ao
comparar os genes homélogos em outros organismos bacterianos conhecidos por
estabelecer essa interacdo benéfica com organismos vegetais (MIGUEL et al.,
2021).

Essa descoberta aponta para a importancia do gene gumbD na interacao entre
G. diazotrophicus e plantas. A preservacdo desse gene em organismos que
interagem positivamente com plantas sugere que ele desempenha um relevancia na
promoc¢do do crescimento e no estabelecimento de uma relacdo benéfica entre a
bactéria e as plantas hospedeiras.

Essas informacgfes fornecem uma base sélida para futuras pesquisas sobre

as funcbes especificas do gene gumD e seus mecanismos de interacdo com as
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plantas. Compreender os detalhes moleculares dessa interacdo pode abrir caminhos
para a exploracdo de estratégias agricolas sustentaveis e o desenvolvimento de
produtos biotecnoldgicos voltados para a melhoria do crescimento e salude das
plantas.

4. 6.2 Fusdes genéticas
A fus@o génica ocorre quando genes de diferentes regides do genoma se

combinam ao longo do tempo. Neste estudo, foram identificadas duas proteinas que
apresentaram fusao nuclear: GumM e GDI2380, com scores de 0,419 e 0,492,
respectivamente. Essas fusfes foram observadas apenas no dominio Bacteria,
conforme representado na Figura 14.

No caso da fusdo entre GumD e GumM, ela ocorreu em Oscillatoriales
cyanobacterium, Desulfobulbus japonicus e Rhodobacteraceae sp. Ja a fusao entre
GumD e GDI2380 foi identificada em Sphingobium sp. YL23, Parvularcula oceani,
Paenibacillus sp. JDR2, Paenibacillus sp. MStl, Paenibacillus elgin, Dorea
longicatena DSM13814, Deinococcus wulumugiensis e Acidobacteriaceae bacterium
KBS96.
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Figura 13 — Vizinhanca da rede de interagcdo da GumD com as demais proteinas.
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Fonte: Elaborada pela autora, a partir dos dados do STRING (2023).
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Figura 14 — Fusbes genéticas da rede de interacdo da GumD com as demais
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4.6.3 Coocorréncia entre genomas
Na andlise de co-ocorréncia, ocorre o alinhamento de fragmentos dos genes,

indicando uma sobreposi¢cdo entre eles. Na Figura 15, quanto mais intenso for o
sinal, maior serda a similaridade entre 0s genes e, consequentemente, a
probabilidade de co-ocorréncia nos genomas. Quando um "quadrado” esta faltando
a parte superior, indica que houve alinhamento em uma parte do gene e ndo na
outra.

A Figura 15 também mostra que a co-ocorréncia ocorreu nos trés dominios.
No entanto, observou-se uma expressao predominante em Proteobacteria, uma vez
que esse filo € o0 qual a G. diazotrophicus faz parte.

Dentre as proteinas analisadas, aquelas que obtiveram os melhores scores
foram: ExoP (0,714), GDI2493 (0,691), ExoF (0,606) e GumB (0,579). Esses scores
indicam uma alta probabilidade de co-ocorréncia dessas proteinas nos genomas
estudados, sugerindo uma possivel relacdo funcional entre elas.

E possivel estabelecer uma hipotese de co-ocorréncia desses
genes/proteinas relacionados a biossintese e transporte de exopolissacarideos
(EPS) na membrana plasmatica da bactéria.

As proteinas Exop, GDI2493, ExoF e GumB possuem nomes que indicam sua
possivel funcdo na biossintese e transporte de exopolissacarideos. A presenca
dessas proteinas na membrana plasmatica sugere que elas podem estar envolvidas
no processo de producdo e exportacdo dos exopolissacarideos para o ambiente
externo.

Uma possivel hipotese € que a proteina Exop, denominada "Putative
succinoglycan biosynthesis transport protein Exop (traducéo: Proteina de transporte
de biossintese putativa de succinoglicano Exop)", esteja envolvida no transporte dos
precursores ou subunidades necessarios para a sintese de succinoglicanos, que sao
um tipo especifico de exopolissacarideo. A proteina GDI2493, denominada "Putative
succinoglycan biosynthesis transport protein (traducdo: Proteina de transporte da
biossintese putativa de succinoglicano)”, também pode desempenhar um papel
semelhante na exportacdo dos exopolissacarideos.

Por outro lado, as proteinas ExoF, denominada "Putative exopolysaccharide
production protein ExoF (traducé&o: Proteina de producédo de exopolissacarideo ExoF

putativa)", e GumB, denominada "Putative exopolysaccharide production protein
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(traducdo: Proteina de producdo de exopolissacarideo putativa)", podem estar
envolvidas diretamente na sintese ou modificacdo dos exopolissacarideos na
membrana plasmatica. Elas podem ser responsaveis por catalisar reacdes
especificas de biossintese dos exopolissacarideos ou estar envolvidas na montagem
dos componentes necessarios para a sua producao.

Figura 15 — Coocorréncia entre genomas da rede de interacdo da GumD com
as demais proteinas.
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A co-ocorréncia dessas proteinas em genomas e estarem localizados na
membrana plasmética sugere uma possivel interagdo funcional entre elas, onde
cada uma tem funcdo especifica na sintese, modificacdo e transporte dos
exopolissacarideos. Esses exopolissacarideos podem desempenhar funcdes
importantes para a bactéria, como protecdo contra estresses ambientais, formacéo
de biofilmes, adesdo a superficies e interagbes com outros organismos, incluindo

plantas hospedeiras.

4.6.4 Co-expressao
A co-expressao apresentou uma associacdo mais significativa entre GumbD e

ManC, o que sugere uma possivel interacdo funcional entre essas duas proteinas.
Essa associacdo € baseada na observacdo da coexpressdo de homologos dessas
proteinas em outras espécies (Figura 16).

E interessante notar que a proteina ManC obteve o melhor score de
homologia putativa (0,225), no entanto, esse valor é relativamente baixo. Isso pode
indicar que, embora haja uma tendéncia de coexpressao entre GumD e ManC com
base em outros organismos, a for¢ca dessa associacao pode ser moderada ou variar
em diferentes contextos.

Sabe-se que GumD e ManC estdo envolvidos em vias metabdlicas
relacionadas a biossintese de polissacarideos. A enzima ManC, denominada
"mannose-1-phosphate guanylyltransferase (traducéo: manose-1-fosfato
guanililtransferase)”, esta envolvida no processo de biossintese da manose-1-
fosfato, que é um intermediario na sintese de polissacarideos. Essa enzima
desempenha um papel importante na incorporacdo de manose em cadeias de
polissacarideos (BERTALAN et al., 2009). Por outro lado, GumD, denominada
"Biossintese de exopolissacarideos poliprenil glicosilfosfotransferase”, € uma
enzima com fungéo de transferase e esta associada ao processo biossintético de
polissacarideos. Essa proteina esta localizada na membrana, indicando sua
participacdo na sintese e transporte de polissacarideos na célula bacteriana.

Com base nessa informacédo, uma hipétese é que GumD e ManC podem
estar envolvidos em etapas complementares da via de biossintese de
polissacarideos. A enzima ManC seria responsavel pela producdo do substrato
necessario para a sintese de polissacarideos, enquanto GumD estaria envolvida na

transferéncia e modificacéo desses polissacarideos na membrana.
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A coexpresséo observada entre GumD e ManC pode indicar uma regulacao
coordenada dessas enzimas, permitindo uma producéo eficiente e sincronizada de
polissacarideos.

Figura 16 — Co-expressao da rede de interacdo da GumD com as demais

proteinas.
Salmonella enterica CT18
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Legenda da cor
Escala de similaridade
Nas matrizes triangulares acima, a intensidade da cor indica o 0,0 0.5 1,0
nivel de confianca de que duas proteinas estdo funcionalmente —
associadas, dados os dados de expressdo geral no organismo.

Fonte: Elaborada pela autora, a partir dos dados do STRING (2023).

4.6.5 Dados Experimentais/Bioquimicos
N&ao foram realizados experimentos diretamente com G. diazotrophicus,

apenas com homadlogos, como Escherichia coli K12 MG1655 (NESPER et al., 2003;
COLLINS et al., 2007). Portanto, é crucial a realizacado de experimentos envolvendo
as proteinas encontradas no interactoma especifico de G. diazotrophicus para

impulsionar o avanco cientifico.

4.6.6 Associacado em bancos de dados selecionados
Também ndo foram encontrados experimentos especificos com G.

diazotrophicus, apenas com homologos relacionados a vias metabolicas de

formacdo de biofilme em Vibrio cholerae, biossintese de xantana e Pseudomonas

aeruginosa.
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As proteinas que apresentaram os melhores scores em homélogos putativos,
indicando interac6es em outros organismos, foram: ExoP (0,750), GDI2493 (0,750) e
ManC (0,694).

4.7 Clusters

Apoés a aplicacdo do algoritmo de clustering, foram identificados trés grupos
distintos na rede de interacdo estudada. O primeiro grupo, denominado Cluster 1,
apresentou um total de 13 genes. O segundo grupo, chamado Cluster 2, foi
composto por 22 genes, enquanto o terceiro grupo, Cluster 3, incluiu 6 genes
(Tabela 14 e Figura 17).

Uma andlise geral da rede revelou que esses clusters representam conjuntos
de nés que possuem interacdes mais frequentes entre si do que com os nos fora de
seus respectivos grupos. Essa organizacdo em clusters evidencia uma estrutura
modular na rede, onde 0s genes em cada grupo tendem a desempenhar funcdes ou
estar envolvidos em processos bioldgicos semelhantes.

A anadlise de clustering aplicada a rede de interacdo resultou nos seguintes
resultados: A rede era composta por 41 nos e 223 arestas, indicando uma densidade
de conexdes consideravel. A média de grau dos nés foi de 10.9, o que sugere um
nivel razoavel de interacdo entre os elementos da rede. Além disso, o coeficiente
médio de clustering local foi de 0.698, o que indica uma forte tendéncia de formacéao
de grupos ou sub-redes densamente conectadas dentro da rede global.

O numero esperado de arestas, calculado com base na densidade média da
rede, foi de 63, revelando que a rede observada possui um numero de arestas
significativamente maior do que o esperado aleatoriamente. Esse resultado é
reforcado pelo valor extremamente baixo (p-valor < 1.0e-16) obtido no teste de
enriquecimento de interacBes proteina-proteina (PPl enrichment), indicando que as
conexdes observadas na rede sdo estatisticamente significantes e ndo ocorreriam
ao acaso.

Esses resultados sugerem que a rede de interacdo analisada apresenta uma
estrutura organizada, com grupos de nés altamente conectados entre si e uma
guantidade de conexdes superior a esperada. Essas descobertas séo relevantes
para a compreensdo dos padroes de interagdo e do funcionamento dos

componentes da rede em estudo.



Tabela 14 — Informacgdes gerais das proteinas do Clusters.

ID Genes do grupo Nomes das proteinas
Cluster (quantidade)
Grupo 13 GDI2491,GDI2551,GDI2646,CtrA,CysE,ExoF,ExoP,ExoY,
1 GumB,GumD,GumH,GumM,NuoCD
Grupo 22 GDI0713,GDI0920,GDI1140,GDI2292,GDI2380,GDI2382,
2 GDI2493,GDI2522,GDI3141, GDI3495, ExoC, ExoN,
GlcK, GImM, GImS, ManC, ManX, MtIK, Pgl, Tal, TiiS, Ugd
Grupo 6 GDI2536,GDI12537,GDI12539,GumE,GumJ,GumK
3

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Figura 17 — Cluster gerada pelo STRING.

Fonte: Elaborada pela autora, segundo os dados do STRING (2023).
A seta evidencia a proteina GumD.
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O STRING revelou que esses grupos estao envolvidos em varias categorias,
incluindo processos biologicos, funcdes moleculares, agrupamentos locais de rede,
vias KeGG, palavras-chave anotadas (uniProt) e dominios proteicos (Pfam).

O GO (Processos bioldgicos) mostrou que estas proteinas estdo envolvidas
nos seguintes processos (processo/taxa falsa de descoberta- Quanto mais proximo
de zero for a taxa de descoberta falsa, menor é a probabilidade de ser um resultado
falso): Processo biossintético de UDP-glucuronato (0.0410); Transporte de
polissacarideos (0.0100); Processo biossintético de polissacarideo extracelular
(0.0164); Processo metabdlico nucleotideo-acucar (0,0027); Processo de
biossintese de polissacarideo (5.52e-13); Processo metabdlico de polissacarideos
(1.75e-13); Processo biossintético de nucleotideo-agucar (0,0305); Transporte
transmembrana de carboidratos (0,0054); Processo de biossintese de carboidratos
(3.46e-13); Processo metabdlico de polissacarideos celulares (0,00082); Processo
biossintético de polissacarideo celular (0,0038); e Processo metabdlico de
carboidratos (2.05e-17). A Figura 18 apresenta uma visualizagdo esquematica
desses processos.

Em uma visdo geral, o Grupo 1 e 3 estdo principalmente envolvidos em
processos metabdlicos e biossintéticos de carboidratos. Por outro lado, o Grupo 2
estd associado ao transporte de polissacarideos, processo de biossintese de
polissacarideos e transporte transmembranar de carboidratos.

As fungcbes moleculares (GO) elencadas foram (processo/taxa falsa de
descoberta): Atividade de transferase intramolecular, fosfotransferases (0,0135);
Atividade do transportador transmembranar de macromoléculas (0,0478); Atividade
do transportador transmembrana de carboidratos (0,0150); Atividade de isomerase
(0,0135); Atividade de transferase, transferindo grupos glicosil (0,0014); e Atividade
da transferase (0,00036) (Figura 19).

Os Clusters de rede local apontou (processo/taxa falsa de descoberta): Misto,
incluindo Dominio de ligacdo a CoA e glicosil transferase WecB/TagA/CpsF (5.94e-
08); Misto, incluindo atividade da celulase e ligacdo a superficie da superficie da
célula hospedeira (1.51e-06); Biossintese de acUcar nucleotideo O-Antigeno e
Glicosiltransferase como familia 2 (6.15e-10); Misto, incluindo processo metabdlico
de polissacarideos e Glicosiltransferase como familia 2 (3.51e-15); Misto, incluindo
Glicosiltransferase como familia 2 e atividade de celulase (4.63e-07). Essas

associacfes podem ser visualizadas na Figura 20, onde o Grupo 1 esta mais
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envolvido com "Misto, incluindo Dominio de ligacdo a CoA e glicosil transferase
WecB/TagA/CpsF" e "Misto, incluindo processo metabdlico de polissacarideos e
Glicosiltransferase como familia 2". O Grupo 2 esta associado a "Biossintese de
acucar nucleotideo O-Antigeno e Glicosiltransferase como familia 2". O Grupo 3 esta
relacionado a "Misto, incluindo atividade da celulase e ligacéo a superficie da célula
hospedeira”, "Misto, incluindo processo metabdlico de polissacarideos e
Glicosiltransferase como familia 2" e "Misto, incluindo Glicosiltransferase como

familia 2 e atividade de celulase".

Figura 18 — Clusters que evidenciam os processos bioldgicos.
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Legenda de cores/Processos relacionados:
. Processo biossintético de UDP-glucuronato ) Processo biossintético de nucleotideo-agiicar
. Transporte de polissacarideos Transporte transmembrana de carboidratos
Processo biossintético de polissacarideo extracelular . Processo de biossintese de carboidratos
. Processo metabdlico nucleotideo-acticar . Processo metabdlico de polissacarideos celulares
. Processo de biossintese de polissacarideo . Processo biossintético de polissacarideo celular
. Processo metabdlico de polissacarideos . Processo metabdlico de carboidratos

O Nio foi relacionada

Fonte: Elaborada pela autora, segundo os dados do STRING (2023).
A seta evidencia a proteina GumD.
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Figura 19 — Clusters que evidenciam as funcdes moleculares.
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Legenda de cores/Processos relacionados:

. Atividade de transferase intramolecular, fosfotransferases

. Atividade do transportador transmembranar de macromoléculas
. Atividade do transportador transmembrana de carboidratos

. Atividade de isomerase

 Atividade de transferase, transferindo grupos glicosil

. Atividade da transferase

O Nio foi relacionada

Fonte: Elaborada pela autora, segundo os dados do STRING (2023).
A seta evidencia a proteina GumD.

As vias metabdlicas e de sinalizacdo presentes no banco de dados KEGG,
conhecidas como vias KeGG, resultaram nas seguintes associacfes (taxa de
descoberta falsa): Metabolismo do Ascorbato e do Aldarato (0.0390); Biossintese de
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acucar nucleotideo O-antigeno (9.49e-07); Metabolismo de acucares de
aminoacidos e acucares nucleotideos (1.0le-12); Interconversdes de pentose e
glucuronato (0.0012); Metabolismo da frutose e da manose; e Metabolismo do amido
e da sacarose (0.0074). Conforme ilustrado na Figura 21, o Grupo 1 ndo apresentou
nenhuma relacdo com esses topicos das vias KeGG. No Grupo 2, apenas a proteina
GDI2537 foi associada ao Metabolismo do amido e da sacarose.

Figura 20 — Clusters que evidenciam os agrupamentos de redes locais.
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Legenda de cores/Processos relacionados:

. Misto, incluinde Dominio de ligagdo a CoA e glicosil transferase WecB/TagA/CpsF
. Misto, incluindo atividade da celulase e ligacdo a superficie da superficie da célula hospedeira
. Biossintese de aguicar nucleotideo O-Antigeno e Glicosiltransferase como familia 2

Misto, incluindo processo metabolico de polissacarideos e Glicosiltransferase como familia 2
. Misto, incluindo Glicosiltransferase como familia 2 e atividade de celulase

O Nio foi relacionada

Fonte: Elaborada pela autora, segundo os dados do STRING (2023).
A seta evidencia a proteina GumD.
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Figura 21 — Clusters que evidenciam as vias metabdlicas e de sinalizacao
presentes no banco de dados KEGG.
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Legenda de cores/Processos relacionados:
. Metabolismo do Ascorbato e do Aldarato
. Biossintese de agucar nucleotideo O-antigeno
. Metabolismo de aglicares de aminoacidos e aciicares nucleotideos
Interconversdes de pentose e glucuronato
. Metabolismo da frutose e da manose
. Metabolismo do amido e da sacarose

O Nio foi relacionada

Fonte: Elaborada pela autora, segundo os dados do STRING (2023).
A seta evidencia a proteina GumbD.

As anotagbes das palavras-chave disponiveis na plataforma Uniprot,

desempenhando um papel importante na classificacdo e descricdo das proteinas.
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Essas anotacbes séo atribuidas com base em caracteristicas especificas das
proteinas e em informacdes experimentais disponiveis.

No contexto da analise realizada no STRING, as anota¢gfes das palavras-
chave (UniProt) revelaram os seguintes resultados, acompanhados dos respectivos
valores estatisticos de taxa de descoberta: Isomerase (0.0426) e Transferase
(2.39e-06) (Figura 22).

Os dominios das proteinas (Pfam) sdo componentes estruturais ou funcionais
de uma proteina que representam um papel importante em sua atividade bioldgica.
Eles séo regibes conservadas que podem ser identificadas através de analises
bioinforméticas.

Na anadlise realizada, foram identificados o0s seguintes dominios das
proteinas, acompanhados dos respectivos valores estatisticos de taxa de descoberta
falsa, que indicam o grau de significancia do enriguecimento. Quanto mais préximo
de zero for a taxa de descoberta falsa, menor é a probabilidade de ser um resultado

falso: Biossintese de polissacarideos/proteina de exportacdo (0.0110);

Fosfoglucomutase/fosfomanomutase,  alfa/beta/alfa  dominio  1ll  (0.0112);
Fosfoglucomutase/fosfomanomutase, alfa/beta/alfa ~ dominio Il (0.0112);
Fosfoglucomutase/fosfomanomutase, alfa/beta/alfa dominio I (0.0112);

Fosfoglucomutase/fosfomanomutase, dominio C-terminal (0.0112); Nucleotidil
transferase (0.0125); Dominio NTP transferase semelhante a MobA (0.0331);
Glicosiltransferase como familia 2 (0.0112); Glicosiltransferase familia 2 (0.0112); e

Glicosiltransferases grupo 1 (0.0110) (Figura 23).
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Figura 22 — Clusters que evidenciam as Anotacdes das palavras-chaves
(UniProt).
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Fonte: Elaborada pela autora, segundo os dados do STRING (2023).
A seta evidencia a proteina GumD.



Figura 23 — Clusters que evidenciam os Dominios de proteinas (Pfam).
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O Nio foi relacionada

Fonte: Elaborada pela autora, segundo os dados do STRING (2023).
A seta evidencia a proteina GumD.
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5 CONCLUSAO

A partir das informacdes obtidas, pode-se inferir que a proteina resultante do
gene gumD possui uma fungdo de significativa relevancia, desempenhando um
papel crucial tanto no processo de biossintese de polissacarideos quanto no
transporte através da membrana celular. Essa dupla funcdo contribui, por sua vez,
para a formacéo do biofilme, reforcando e corroborando com achados previamente
estabelecidos em estudos anteriores. A solidez dessa conclusdo é fortalecida por
meio das analises minuciosas das redes de interacdes e dos clusters formados, 0s
quais apontam inequivocamente para a associacdo desta proteina com essas
importantes funcdes biologicas.

Ademais, foi possivel identificar evidéncias da participacdo do GumD na
interacdo entre a bactéria G. diazotrophicus e as plantas. Esse indicio se encontra
correlacionado com a formacado de clusters na rede de interacdes que estéo ligados
a atividade celulasica e a aderéncia a superficie da célula hospedeira vegetal. Com
uma compreensdo mais aprofundada do papel da proteina GumD na interacao
planta-bactéria poderia potencialmente abrir caminho para o desenvolvimento de
estratégias agricolas mais eficazes e sustentaveis. Ao decifrar 0s processos
envolvidos nessa interacdo, pode-se direcionar esforcos para otimizar a agricultura,
contribuindo para a promocdo do crescimento das plantas e aumentando sua
resisténcia, o que, por sua vez, pode ter implicagdes significativas na seguranca
alimentar e na sustentabilidade agricola.

No entanto, € importante ressaltar que as analises in silico realizadas
fornecem uma visdo preliminar e computacionalmente preditiva. Portanto, estudos
experimentais adicionais sdo necessarios para validar e confirmar as interacdes e
funcdes da proteina GumbD. A integracdo de abordagens experimentais e analises
bioinforméticas aprofundara nossa compreensdo da atuacdo dessa proteina na
relacdo bactéria-planta e proporcionard uma base mais sélida para aplicacbes

praticas na agricultura.
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