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RESUMO

O arroz (Oryza sativa) € o principal alimento para metade da populagéo
mundial. Somente na Asia, mais de dois bilhdes de pessoas obtém
aproximadamente dois tercos da energia da dieta diaria através da ingestdo do
arroz. Depois da agua, o nitrogénio é o fator mais limitante para a planta de arroz e o
de maior impacto econémico. Assim, o desenvolvimento de tecnologias para
melhorar a fixagdo bioldgica de nitrogénio de bactérias associadas ao arroz é
essencial. Quando associado a planta de arroz Herbaspirillum seropedicae pode
fixar 31-54% do nitrogénio total acumulado pelo vegetal em ambiente controlado. O
sequenciamento de ESTs de arroz inoculado com fitopatégenos tem se revelado
uma importante ferramenta para entender a interagao planta-bactéria. Com esse
objetivo foram construidas quatro bibliotecas (8544 clones) de cDNA de raiz de arroz
inoculadas ou ndo com H. seropedicae. Os insertos de aproximadamente 900 clones
da biblioteca inoculada com H. seropedicae foram sequenciados com o primer
reverso, que permite determinar a sequéncia da regido equivalente a extremidade 3’
do mRNA. As sequéncias foram analisadas e comparadas com as sequéncias
depositadas no banco RAP-DB do International Rice Genome Sequencing (IRGSP)
utiizando ferramentas de bioinformatica desenvolvidas neste trabalho. Foram
obtidos 482 ESTs unicos com leitura média de 333pb (Phred maior ou igual a 15),
sendo que destes 446 sao singlets e 36 sao contigs. A comparagao destas
sequéncias com o banco de dados revelou que 46% delas n&o possuem
similaridade com sequéncias depositadas (e-value > que 10‘6) 0 que pode indicar
provaveis genes desconhecidos. Neste grupo de genes novos podem estar incluidos
genes especificos da interagdo Oryza-H. seropedicae. A biblioteca obtida deve
conter genes importantes para o processo de infecgdo planta-bactéria e devera ser
utilizada para rastrear genes envolvidos neste processo.

Palavras-chave: Oryza sativa, EST, Herbaspirillum seropedicae, cDNA.



1. INTRODUCAO

A Organizacédo das Nagdes Unidas declarou 2004 o Ano Internacional do
Arroz para ressaltar sua importancia como alimento mundial e no combate a
pobreza. O arroz € o principal alimento de aproximadamente metade da populagao
mundial e constitui em média um quinto da energia alimentar total de cada individuo.
Isso é ainda mais marcante na Asia, onde mais de 2 bilhdes de pessoas obtém
aproximadamente dois ter¢cos da energia da dieta diaria através da ingestao do arroz
(International Rice Research Institute, 2006.)

A producéo global de arroz bateu recorde de 628 milhdes de toneladas em
2005, sendo que o Brasil esta entre os 10 maiores produtores do mundo. Esta
grande produgdo pode, entretanto, ser dramaticamente afetada por mudancgas
climaticas globais. No Climate Change and Rice Planning Workshop promovido pelo
International Rice Research Institute (IRRI) (Filipinas, margo de 2006) afirmou-se
que a mudanca climatica ja esta afetando a capacidade da Asia para produzir arroz.
Consequentemente, isto poderia comprometer os esforgos que tem sido feitos para
reduzir a pobreza na regido habitada por uma grande parcela da populagdo mais
pobre do mundo. Estimou-se que para superar essas mudancas climaticas a
produtividade de arroz tera que dobrar nos préximos 50 anos. O IRRI investira US$
2 milhdes em pesquisas para buscar novas variedades de arroz e novas tecnologias
para minimizar o efeito das mudacas climaticas na producao de arroz (IRRI, 2006).

O aumento previsto na producdo de arroz implicara em um aumento

proporcional no consumo de fertilizantes nitrogenados uma vez que, depois da agua,
0 nitrogénio é o nutriente que mais limita a produtividade de arroz (LADHA; REDDY,
2003). Na agricultura, a produtividade de cereais é suportada principalmente pelo
uso de fertilizantes nitrogenados inorganicos, os quais tem alto custo de produgéo e
causa danos ao meio ambiente, principalmente polui¢do da agua (FISCHER, 1999).
Uma alternativa ao uso de fertilizantes quimicos é explorar e melhorar a capacidade
do arroz para obter nitrogénio através da Fixacao Biologica de N, (FBN) (LADHA;
REDDY, 1995). Sendo assim, a FBN €& mais vantajosa em relagdo a aspectos
ecologicos e econébmicos (MUTHUKUMARASAMY et al., 2005).



Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria fixadora de nitrogénio, capaz de
colonizar arroz e cuja eficiéncia para transferir nitrogénio fixado para as plantas tem
sido descrita em varios trabalhos (BALDANI V.L.D; BALDANI J.I.; DOBEREINER,
2000; CANUTO et al., 2003). Neste contexto, o presente trabalho tem como principal
objetivo contribuir para a melhor compreensao dos mecanismos de colonizagao por
H. seropedicae em Oryza sativa L. (japonica), através da identificacdo de genes
envolvidos nessa interagdo. Os resultados poderdao ser importantes para trabalhos
que visam melhorar a eficiéncia na interagédo de H. seropedicae com arroz e outras
gramineas.

A construgao de bibliotecas de cDNA obtidos a partir de raizes inoculadas
com H. seropedicae podera contribuir para a compreensao da interagao planta -
bactéria através da identificagdo de genes que sdo expressos somente nesta
condigdo. Esta estratégia (construgao de bibliotecas e seqlenciamento em grande
escala) tem sido utilizada com grande sucesso para investigar genes expressos sob
condigbes  especificas (NOGUEIRA et al. 2001; LAMBAIS, 2001;
JANTASURIYARAT et al. 2005, VENTELON-DEBOUT et al. 2003; REDDY et al.
2002; RAUYAREE et al. 2001).



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotréfica endofitica, Gram-
negativa, vibridide, membro da subdivis&o B das Proteobactérias e foi primeiramente
isolada de milho, arroz e sorgo (BALDANI et al., 1986). Posteriormente, H.
seropedicae foi também isolado de outras gramineas como cana de agicar, trigo "
(KENNEDY; CHOUDHURY; KECSKE'S, 2004) e também de plantas nao
pertencentes ao grupo das gramineas (CRUZ et al,, 2001). A colonizagdo das
plantas hospedeiras por H. seropedicae ocorre através de rupturas no tecido
radicular ou ainda através dos pontos de emergéncia das raizes laterais. Apds a
entrada, H. seropedicae rapidamente coloniza espacos intercelulares, aerénquima e
xilema das raizes e continua a colonizacdo até alcancar tecidos aéreos da planta,
sendo frequentemente encontrado em caules e folhas (OLIVARES et al, 1997,
OLIVARES, JAMES, 2000; JAMES et al., 2002, RONCATO-MACCARI et al., 2003).
Por outro lado, a estirpe B501 de Herbaspirillum spp. parece nao ser capaz de iniciar
colonizagdo de arroz selvagem (Oryza officinalis) através das raizes, sendo
observada apenas na superficie radicular. Esta estirpe aparentemente inicia a
colonizacdo através do caule e passa para as partes aéreas via espacos
apoplasticos, uma vez que nao foi observada em tecidos vasculares (ELBELTAGY
et al., 2001).

JAMES e colaboradores (2002) utilizaram a estirpe Z67 de H. seropedicae
marcada com B-glucuronidase (GUS) para inocular plantas de arroz e mostraram
que esta coloniza preferencialmente o aerénquima e espacos intercelulares das
raizes. Estes autores observaram também colonizagdo de vasos xilematicos de
partes aéreas, e em menor frequéncia vasos xilematicos de raizes, especialmente
na cultivar IR72 de Oryza sativa. RONCATO-MACCARI e colaboradores (2003)

também observaram H. seropedicae colonizando espacos intercelulares e

'James, E.K.; Gyaneshwar, P.; Barraquio, W.L.; et al.. Endophytic diazotrophs
associated with rice. In: Ladha, J.K.; Reddy, P.M. (Eds.), The Quest for Nitrogen
Fixation in Rice. International Rice Research Institute, Los Bafios, p. 119-140.
2000.



confirmaram sua capacidade de fixar nitrogénio in planta, através da detecc¢ao de B-
glucuronidase expressa a partir do promotor nifH.

Em condi¢cbes de campo, a inoculagdo com H. seropedicae pode aumentar o
crescimento de raizes, brotos (ARANGARASAN; PALANIAPPAN; CHELLIAH, 1998)
e a taxa de germinacdo de sementes de arroz (PEREIRA et al., 1988). Todavia, a
inoculagdo simultanea de varios diazotrofos, como mostra OLIVEIRA et al. (2002),
pode contribuir ainda mais para o aumento do conteudo de nitrogénio da planta.
Estes autores observaram que o melhor tratamento foi a mistura de cinco linhagens
(Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirilum seropedicae, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia sp. (originalmente isolada
de cana de agucar)), seguida pelo tratamento com Herbaspirillum ssp. Sendo assim,
0 autor sugere que a combinacdo de espécies € a melhor estratégia para o
melhoramento de cultivo de cana de agucar. CANUTO et al, 2003, ao comparar a
contribuicdo da fixacdo bioldégica de nitrogénio por H. seropedicae e G.
diazotrophicus em cana-de-agucar, cultivada em casa de vegetacédo, mostrou que os
melhores resultados de fixagao bioldgica de N,, foram de H. seropedicae, sendo as
raizes o local preferencial para colonizagcdo e estabelecimento destas duas
especies.

Em cana de acgucar, além de H. seropedicae, H. rubrisubalbicans também é
encontrado colonizando raizes, caules e folhas (REIS et al., 2000). Estes diazotrofos
podem aumentar o conteudo de nitrogénio das folhas e a produgdo de cana de
agucar significativamente, mas n&do podem substituir completamente o uso de
fertilizantes quimicos (MUTHUKUMARASAMY; REVATHI; LAKSHMINARASIMHAN,
1999).

Alguns cultivares de cana de agucar, como a B-4362, desenvolvem a
patologia estria mosqueada ao serem inoculadas com H. rubrisubalbicans
(OLIVARES et al., 1997). A inoculacdo de H. seropedicae em tal variedade, bem
como da variedade SP 70-1143, resistente a doenca estria mosqueada, induziu uma
resposta hipersensitiva em ambas. Entretanto, os sintomas nao evoluiram e as
plantas ndo desenvolveram a estria mosqueada (OLIVARES et al., 1997). Estes
resultados indicam que H. seropedicae ndo atua como um fitopatégeno, e sim
estabelece uma interagcdo planta-bactéria com vantagens para ambas as espécies.

O acumulo de polissacarideos e taninos no parénquima celular ao redor do



metaxilema de cana de acgucar Ja60-5 inoculada com G. diazotrophicus foi
observado, sugerindo que o sistema de defesa da planta é ativado durante a
interagdo com a bactéria (DONG; MCCULLY; CANNY, 1997). Estudos de interagao
planta-patdgeno mostraram que a ativacdo do sistema de defesa da planta é
dependente do reconhecimento de sinais moleculares por receptores da planta.
Estes sinais moleculares gerados no sitio de infeccdo resultam na
ativacao/repressdao de fatores de transcricgdo que reconhecem sequéncias
especificas da regido promotora do DNA de genes relacionados a defesa
(MACDOWELL; DANGL, 2000).

2.2 FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN) EM ARROZ (Oryza sativa)

Uma maior diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio é encontrada na
superficie e no interior das raizes de arroz quando comparada com o solo ao redor
destas. As raizes de arroz cultivado em solo irrigado podem oferecer condigdes mais
favoraveis ao crescimento de bactérias heterotroficas fixadoras de N, uma vez que
estas dependem de substancias organicas excretadas pelas raizes. Geralmente
observa-se um numero consideravelmente maior de bactérias diazotréficas em
raizes de arroz cultivado em solo irrigado quando comparado com raizes de solo
seco, provavelmente decorrente da prolongada estabilidade do ambiente irrigado
(UEDA et al. 1995a).

BALDANI (1996) mostrou que a inoculacédo de plantulas de Oryza sativa com
H. seropedicae leva a um aumento de seu peso seco em até 50%. Além disso, é
observado um aumento do conteudo de nitrogénio da planta, induzido pela fixagéo
de nitrogénio realizada por H. seropedicae, mas este varia de 31 a 54%,
dependendo da estirpe utilizada (BALDANI, V.L.D.; BALDANI, J.I.; DOBEREINER,
2000; MIRZA et al 2000). Os beneficios observados nas plantas sdo também
altamente variaveis (0 a 36% de nitrogénio total presente na planta, obtido do ar

através de fixagdo bioldgica) em decorréncia da variedade de arroz utilizada

2 MIRZA, M.S.; RASUL, G.; MEHNAZ, S.: et al. Beneficial effects of inoculated
nitrogen-fixing bacteria on rice. In: Ladha, J.K., Reddy, P.M. (Eds.), The Quest for
Nitrogen Fixation in Rice. International Rice Research Institute, Los Bafos, p.
191-204. 2000.



(SHRESTHA; LADHA, 1996; MALARVIZHI; LADHA, 1999), sendo estes afetados
pela interacdo entre o gendtipo da planta e o meio ambiente (ROGER; LADHA,
1992; MALARVIZHI; LADHA, 1999). De forma geral, quando a associagao entre
diazotrofos e planta é pouco eficiente, a taxa da fixagao biolégica é mais suscetivel a
fatores ambientais, produzindo resultados variaveis. Outro fator limitante é a
disponibilidade de carbono na rizosfera e/ou no interior da planta. GYANESHWAR e
colaboradores (2002) mostraram que variedades de arroz tolerantes a presenca de
aluminio no solo, quando inoculadas com Herbaspirillum spp, possuem um maior
nivel de fixagdo de nitrogénio que variedades sensiveis. Isso se deve provavelmente
a habilidade do cultivar tolerante de liberar acidos organicos que sao utilizados como
fonte de carbono para o crescimento e convertido em energia para a fixagdo de
nitrogénio pelo Herbaspirillum spp (GYANESHWAR et al, 2002). JAMES e
colaboradores (2002) também obtiveram resultados semelhantes. Ao avaliarem a
fixacdo de nitrogénio em plantas de arroz inoculadas com H. seropedicae,
observaram atividade de nitrogenase somente quando malato foi adicionado como
fonte de carbono ao meio de cultivo das plantas.

Baseado em analises de sequéncias parciais dos genes nifH ou nifD obtidas
de DNA amplificado da superficie de raizes, uma grande diversidade molecular de
fixadores de nitrogénio foi encontrada (UEDA et al., 1995b). No entanto, essas
bactérias fixadoras de nitrogénio, associadas externamente ao arroz, sao
ineficientes em sustentar o desenvolvimento da planta e alta produtividade (LADHA
et al., 1998), enquanto que, aquelas que colonizam o interior da planta, com menor
competicdo por fontes de carbono e com um ambiente mais adequado para a
fixagdo de nitrogénio, poderiam estabelecer associagbes mais eficientes
(REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998a, 1998b).

Com o objetivo de identificar novas espécies de microrganismos do interior
da raiz, muitas bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio tém sido isoladas de
tecido de arroz apos esterilizarao superficial (BARRAQUIO; REVILLA; LADHA, 1997;
ENGELHARD; HUREK; REINHOLD-HUREK, 2000; STOLTZFUS et al., 1997;
GYANESHWAR et al., 2001). Possivelmente todas ou algumas dessas bactérias
poderiam estar contribuindo para o balango de nitrogénio nas culturas de arroz, o
que tem sido confirmado por estudos de FBN, comparando plantas n&do inoculadas
(BODDEY et al.,1995; WU et al., 1995; SHRESTHA; LADHA, 1996; MALARVIZHI;



LADHA, 1999) e inoculadas (BALDANI, V.L.D.; BALDANI, J.I.; DOBEREINER, J.,
2000; MEHNAZ et al.,2001; NIEUWENHOVE et al.,2001).

Acredita-se que diazotrofos endofiticos, principalmente G. diazotrophicus e
Herbaspirillum spp, possam ser responsaveis por disponibilizar uma quantidade
significativa de nitrogénio fixado em algumas variedades de cana de agucar
cultivadas no Brasil (Saccharum spp.) (OLIVARES et al, 1997). Entretanto, é
possivel que variedades de arroz com maior potencial para aproveitar a fixacdo de
nitrogénio possam se beneficiar da associagdo com endéfitos (SHRESTHA; LADHA,
1996).

2.3 A UTILIZACAO DE ESTs PARA COMPARACAO DE PERFIL DE EXPRESSAO
DE GENES EM ARROZ

Os processos que envolvem a associagao entre gramineas e bactérias
diazotréficas sdo muito complexos, principalmente devido a auséncia de uma
estrutura visivel, como os nddulos formados na interacdo de rizébio com as
leguminosas (BALDANI, 1996). Em funcédo disso, diferentes estratégias sao
utilizadas para estudar a interagcado entre bactérias associativas e plantas. Uma das
estratégias utilizadas € a analise de expressao diferencial para identificar genes
envolvidos em tais associagoes.

A disponibilidade de um grande numero de ESTs fornece uma oportunidade
de identificar genes que sdo expressos em varios tecidos, tipos celulares ou estagios
do desenvolvimento (LAMBAIS, 2001; MICHALEK et al., 2002; JANTASURIYARAT
et al.,, 2005; OGIHARA et al., 2003; RONNING et al., 2003). Andlises dessa
magnitude podem ser Uteis na comparagdo dos niveis de expressao génica em
diferentes tecidos submetidos a condi¢des diversas através da utilizagdo de analise
computacional em um banco de dados de ESTs. Isso porque, geralmente, a
frequéncia de um determinado EST esta correlacionada ao acumulo de transcritos
nos tecidos dos quais as bibliotecas de cDNA foram construidas. Essa abordagem
tem sido muito utilizada em estudos de expressao génica em varios organismos
(NOGUEIRA et al. 2001; LAMBAIS, 2001).

NOGUEIRA e colaboradores (2001) identificaram diversos genes de cana de

acgucar expressos somente na presenca de bactérias endofiticas diazotroficas. Os



genes diferencialmente expressos foram agrupados em trés processos principais:
metabolismo de nitrogénio, crescimento da planta e interagao planta microrganismo.
Esta analise foi feita através de ESTs de tecidos distintos de cana de agucar
inoculadas com G. diazotrophicus e H. rubrisubalbicans, utilizando banco de dados
de EST do SUCEST (http://sucest.lad.ic.unicamp.br/en/).

JANTASURIYARAT et al. (2005), utilizaram EST para estudar a interagao
entre o fungo fitopatogénico Magnaporthe grisea e arroz, obtendo uma grande

colecao de ESTs de arroz a partir de tecido inoculado e n&o inoculado. Estes dados
produziram uma base sélida para a caracterizacdo do sistema de defesa de arroz,
aléem de produzir dados gendmicos publicos para outros estudos de genoma
funcional.

VANTELON-DEBOUT e colaboradores (2003) também utilizaram a
construcao de bibliotecas de cDNA de tecido de arroz em diferentes condicbes para
observar o padrao de expressado dos genes. O cDNA foi obtido a partir de folhas de
plantas de arroz ndo estressadas, de folhas feridas e infectadas com RYMV (rice
yellow mottle virus) de duas variedades: IR64 (Oryza sativa indica) e Azucena
(Oryza sativa japonica). A analise de EST mostrou que para cada subespécie ha um
padrao diferente de expressado génica. DEBOUT e colaboradores detectaram 2.342
ESTs sem similaridade significativa com qualquer sequéncia conhecida, o que os
caracteriza como provaveis canditatos a genes ainda desconhecidos.

Diferentes padrdes de expressao de EST sido observados em cana de agucar,
quando infectada com G. diazotrophicus e H. rubrisubalbicans. Esse dado sugere
que o controle de infeccdo e/ou processo de colonizagédo é dependente do enddfito
em questdo (LAMBAIS, 2001).

WU et al. (2002) realizaram mapeamento de ESTs para determinar a posigao
cromossomal de genes expressos em arroz. A utilizagdo de primers especificos
obtidos de bibliotecas de cDNA em combinagdo com analise genética permitiu a
construgdo de um mapa genémico. Nesse estudo, os autores descreveram um mapa
transcricional contendo 6.591 sitios EST que cobrem 80,8% do genoma de arroz. Os
cromossomos 1, 2 e 3 possuem densidades relativamente altas de EST,
aproximadamente duas vezes maior que a dos cromossomos 11 e 12, e contém
41% dos sitios de EST analisados. As regides de EST, em sua maioria, estéo

distribuidas na regiao distal de cada brago dos cromossomos e em menor densidade


http://sucest.lad.ic.unicamp.br/en/

nos centrdmeros. A maioria (40%) dos ESTs mapeados ocupa somente 21% de todo
0 genoma.

A caracterizacdo de ESTs contribui ndo somente para a construgdo de um
mapa fisico dos cromossomos como também permite a investigacdo dos
mecanismos de expressao de varias familias génica (NOGUEIRA et al., 2001). O
Programa de Pesquisa do Genoma de Arroz (RPG) isolou e sequenciou
parcialmente mais de 29.000 clones de cDNA de varios tecidos de arroz (cv.
Nipponbare, var. japonica). Ao traduzir esses dados de sequéncia em aminoacidos,
foi observado que aproximadamente 25% dos clones tinham similaridade
significativa com proteinas conhecidas. Alguns desses clones mostraram
distribuicdes especificas nas bibliotecas, indicando que a composicao dos clones em
cada biblioteca reflete, até certo ponto, a regulagdo de genes especificos de
expressao para diferenciacdo, condi¢gdes de crescimento ou estresse ambiental. A
montagem foi realizada com 24.728 clones diferentes e estes se agruparam em
10.000 grupos independentes (contigs, singlets e singletons), sugerindo que metade
dos genes expressos em arroz foram obtidos. Esses resultados fornecem
informagbes importantes sobre a expressdao e regulagdo génica em arroz
(YAMAMOTO; SASAKI, 1997).

Atualmente, as espécies com maior numero de sequéncias de ESTs
depositadas nos bancos de dados publicos sdo Homo sapiens, Mus musculus,
Danio rerio, Bos taurus e Oryza sativa, que aparece em quinto lugar, com mais de
1.211.078 ESTs disponiveis, sendo a planta com maior nimero de ESTs
(http://www.ncbi.nim.nih.qov/dbEST/dbEST summary.html; fev/07). A maioria das

ESTs de Oryza sativa € derivada da subespécie japonica.

2.4 O SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DE ARROZ

O genoma de arroz foi estimado em 400-430 milhdes de pares de bases (Mb),
0 menor genoma entre os cereais (SASAKI; BURR, 2000). O seu seqtienciamento é
importante para explorar todo o potencial do arroz, visando principalmente seu
melhoramento. O uso de marcadores moleculares durante o melhoramento tem
permitido que caracteristicas de interesse fossem rastreadas em uma ampla

populagao, necessitando cada vez menos de testes de progénie. O conhecimento da
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localizacdo de todos os genes do genoma aumenta a utilidade de marcadores
moleculares porque permitem a identificacdo de genes candidatos envolvidos no
controle de uma caracteristica especifica de interesse (SASAKI; BURR, 2000). Em
funcdo de sua importancia, quatro grupos independentes realizaram grandes
projetos de sequenciamento do genoma do arroz. Estes foram: International Rice
Genome Sequencing Project (IRGSP), que consiste de um grande consércio
internacional de instituicdes de pesquisa, a empresa de biotecnologia Monsanto;
Syngenta, outra empresa privada; e o Beijing Genomics Institute (BGl). O IRGSP,
Syngenta e Monsanto utilizaram a sub-espécie japonica, enquanto o BGI utilizou
indica para seus projetos. Outra diferengca observada entre os grupos foi na
estratégia utilizada; enquanto a Monsanto e o IRGSP realizaram o sequenciamento
utilizando uma estratégia conhecida como “clone-by-clone”, onde sub-bibliotecas de
pequenas regides mapeadas (clonadas em BACs, PACs e YACs) sdo sequenciadas,
a Syngenta e BGI fizeram sequenciamento utilizando genoma total (conhecido como
sequenciamento shot-gun). Antes de iniciar o sequenciamento propriamente dito, o
IRGSP e a Monsanto construiram bibliotecas, mapas gendmicos fisicos com
marcadores moleculares definidos, que sao utilizados tanto na montagem do
genoma quanto para estratégias de melhoramento genético.

A Monsanto realizou uma analise no banco de dados de sequéncia do
genoma de arroz e produziu um banco de dados contendo todos os STR (short
tandem repeats) de no minimo 24 pb na sequéncia preliminar obtida. Estas
sequéncias STR sdo a parte do genoma prevista para ser a mais util como
marcadores em melhoramento de arroz e estdo disponiveis no site
http://www.riceresearch.org e no GenBank (BARRY, 2001).

Em 2000 a Monsanto anunciou a obtencdo de uma versao preliminar nao

finalizada do genoma de arroz e posteriormente compartilhou seus dados de
mapeamento com o IRGSP para auxiliar na obtengdao da sequéncia completa do
genoma de arroz cultivar Nipponbare. O projeto de Sequenciamento de arroz da
Monsanto produziu aproximadamente 399 Mb de sequéncias de 3.391 BACs. As
sequéncias contaminantes foram removidas do banco de dados e as sequéncias
redundantes foram reunidas em grandes contigs. Este processo produziu uma
versdo preliminar do genoma, totalizando 259 Mb (BARRY, 2001).


http://www.riceresearch.org/
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No fim de 2002 o IRGSP completou o seqlienciamento do genoma da cultivar
Nipponbare apds a etapa de finalizagdo. Mais de 500 Mb dessas sequéncias estao
disponiveis em um banco de dados publico no portal da IRGSP

(http://rgp.dna.affrc.go.jp/cqi-bin/statusdb/seqgcollab.pl)(http://www.rice-research.orq).

As sequéncias disponiveis da subespécie japonica cobriam 93% das 420 Mb
estimadas do genoma desta variedade, que segundo previsdes continha 32.000 a
50.000 genes (GOFF et al, 2002). Nesse mesmo ano YU et al. (2002), também
mostraram versdes preliminares do genoma de arroz, entretanto, do cultivar indica.

YU et al. (2005), realizaram uma otimizagao através de analise computacional
dos genomas sequenciados de indica e japonica, e conseguiram agrupar as
sequéncias obtendo contigs maiores. Utilizando dados de ESTs para ajustar erros
de previsao, foram estimados pelo menos 38.000 — 40.000 genes. Comparagdes do
conteudo de genes entre indica e japonica, revelaram poucas diferengas entre eles,
sendo que somente 2 a 3 % dos genes sao unicos para uma das duas subespécies.
Entretanto, no que diz respeito a regides intergénicas observou-se uma enorme
variagao entre as subespécies.

Duplicagbes do genoma de arroz, propostas desde 1930 por Barbara
McClintock tém sido confirmadas (YU et al., 2005). Os mesmos autores relataram 18
distintos pares de segmentos duplicados que cobrem 65,7% do genoma, sendo que
17 dessas duplicagdes ocorreram antes da divergéncia das gramineas.

MATSUMOTO et al. (2005), finalizaram o sequenciamento do genoma de
arroz, cobrindo 95% das 389 Mb estimadas, o que inclui todas as regides de
eucromatina e dois centrdmeros. Esta versdo do genoma de arroz possui apenas
pequenas por¢des ainda ndo sequenciadas, sendo que estas contém regides
centroméricas e outras regides repetitivas. A andlise das sequéncias permitiu a
identificacdo de 37.544 ORFs (open reading frames) com similaridade a seqiéncias
codificadoras de proteinas. O genoma de arroz apresentou também uma média de
um gene a cada 9,9 kb e uma média de comprimento de gene de 2.699 pb. Os
cromossomos 1 e 3 possuem a maior densidade de genes com 1 gene por 8,9 kb e
1 gene por 8,7 kb, respectivamente. A menor densidade de genes esta nos
cromossomos 11 e 12, que possuem 1 gene por 10,7 kb e 1 gene por 11,6 kb,
respectivamente (MATSUMOTO et al, 2005).


http://rgp.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/statusdb/seqcollab.pl
http://www.rice-research.org/
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Oryza e Arabidopsis sao representantes das duas maiores classes de plantas,
monocotiledéneas e dicotiledbneas. Sendo assim uma analise comparativa das
sequUéncias expressas entre essas espécies pode colaborar para o entendimento da
evolugdo dessas espécies que divergiram ha aproximadamente 200 milhdes de
anos.

O genoma de arroz é aproximadamente trés vezes maior e possui quase 50%
a mais de genes que o de Arabidopsis. Aproximadamente 90% dos genes de
Arabidopsis possuem similaridade com os de Oryza, enquanto 71% dos genes de
Oryza possuem similaridade com os de Arabidopsis (MATSUMOTO, 2005).
Entretanto, apenas uma pequena regido sinténica, contendo 119 genes, foi
observada entre os cromossomos 5 de Arabidopsis e 4 de arroz. Os genes de arroz
que nao possuem equivalentes em Arabidopsis exibem caracteristicas gerais (% de
GC, tamanho médio, numero de introns) diferentes dos outros genes de arroz e
podem conter ainda erros de anotagdo e mesmo n&ao serem genes verdadeiros. Boa
parte destes genes ndo possui ESTs identificados em arroz e nem em milho, mas
poderdo vir a ser confirmado por novos estudos de gendmica funcional
(MATSUMOTO, 2005).

SALSE et al. (2004) ao compararem ESTs de milho com o genoma de arroz
através de alinhamento, observaram que 74% dos contigs de milho possuem uma
regido homologa no genoma de arroz e 47% mostraram relagao ortéloga. Os autores
realizaram também, andlises de colinearidade entre alguns dos cromossomos de
milho e arroz e mostraram rearranjos internos e também regides colineares. Analises
detalhadas do cromossomo 1 e 5 de arroz mostraram que 11% dos loci anotados no
cromossomo 1 estdo duplicados no cromossomo 5, sugerindo um alto grau de
reorganizagao interna dessas sequéncias.

O conteudo de GC em genomas de gramineas € maior quando comparado a
dicotiledéneas (CAREL; BERNARDI, 2000). A quantidade de GC no genoma de
Arabidopsis corresponde a 34,7% com os exons tendo 44,1% e os introns 32,7%
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). O genoma de arroz apresenta uma
média de 43,6% de GC, sendo que os exons possuem 54,2% e os introns 38,3%
(Matsumoto et al, 2005). Outra diferenga é a presenga de um gradiente do conteudo
de GC nos genes de arroz, com uma quantidade 25% maior de GC na ponta 5 do

que a 3. Essa caracteristica ndo é observada em Arabidopsis (Yu et al, 2002).
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O conhecimento do genoma de arroz tem crescido exponencialmente nos
ultimos anos principalmente devido a grandes investimentos em pesquisa neste
tema e a formagdo do consorcio internacional de grupos de pesquisa. Essas
informagdes permitem a realizagcédo de estudos de genémica funcional com cada vez
maior precisao e maior potencial de aplicacdo no melhoramento. Todas essas
informacdes obtidas sobre o genoma de arroz, sdo de fundamental importancia
também para o desenvolvimento do presente trabalho, uma vez que esses dados

serviram como base para comparacao dos resultados obtidos.
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3 - OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é a obtencdo de sequéncias EST de arroz
inoculado com H. seropedicae para rastrear genes expressos na presenga deste

diazotrofo e analisar o perfil de expressao génica nessa condigao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter raizes de arroz (Oryza sativa L. ssp japonica) inoculadas com
Herbaspirillum seropedicae, estirpe SMR1, apos 5 e 7 dias de incubacéo, raizes
controle sem microrganismos e raizes crescidas na presenga de fonte de
nitrogénio (NH4CI);

e Sintetizar cDNA a partir do mRNA total das raizes obtidas;

e Construir bibliotecas com o cDNA obtido das raizes inoculadas e nao inoculadas
com Herbaspirillum seropedicae;

e Sequienciar os insertos das bibliotecas de cDNA obtidas;

e Analisar as seqUéncias obtidas e comparar com as sequéncias do genoma de
arroz depositadas por outros pesquisadores em um banco de sequéncia publico,

utilizando ferramentas de bioinformatica.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 BACTERIAS E VETOR

As bactérias e vetor utilizados neste trabalho estao descritos na Tabela 1.

TABELA 1 - BACTERIAS E VETOR UTILIZADO

Bactéria Estirpe Fenotipo/Gendtipo Referéncia

Herbaspirilum  SMR1 selvagem, Nif, SmR SOUZA et al, 1995

seropedicae

Escherichia coli TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen™
@80lacZAM15 AlacX74 recA1

araD139 A(araleu)
7697 galU galK rpsL (Str?) endA1
nupG
Vetor Propriedades
pDNR-LIB Cm"~ Clontech

Permite clonagem direcionada,
mediada pela recombinase Cre e
susceptibilidade a sacarose (SacB)

4.2 MEIOS DE CULTURA
Para o crescimento de Escherichia coli os meios de cultivo utilizados estao

descritos abaixo.

Meio SOB

Bacto-triptona 20g.L™”
Extrato de levedura 5g.L"
NaCl 0,584 g.L™
KClI 0,186 g.L™
Meio SOC

Bacto-triptona 20 g.L”
Extrato de levedura 5g.L"
NaCl 0,6 g.L”

KCI 0,19 g.L”



MgC|2
MgSO4
Glicose

Meio Terrific Broth (TB)

Bacto-triptona
Extrato de levedura

Glicerol

Meio Luria-Bertani Agar (LA)

Triptona

Extrato de levedura
NaCl

Agar

16

0,94 g.L”
1,2g.L"
36gL"

12 g.L™
24 g.L”
4mL.L"

10 g.L”
5g.L"

10 g.L™
15 g.L™

O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 5 mol.L”

Para o crescimento de Herbaspirilum seropedicae utilizou-se o0 meio de

cultura NFbHP (Machado et al. 1991) modificado, com malato substituindo lactato

como fonte de carbono. O meio NFbHP-malato possui a composig¢ao a seguir.

KH.PO,4
KoHPO4
MgSO4.7H.0
NaCl

CaCly

Acido nitrilo triacético
FeS0,4.7H,0
Biotina
Na;Mo0O4.2H,0
MnSQO4.H,O
H3;BO3

g. L"
7,97
8,9.10™
2,0.10
1,0.10™
2,0.10
5,6.107
2,0.107
1,0.10™
2,0.10°
2,35. 10
2,8.10°
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CuS0,.5H,0 8,0.10°
ZnS0,.7H,0 2,4.10™
Malato 5,0

Como fonte de nitrogénio utilizou-se 20 mmol.L-1 de NH4Cl. A solucdo de
NH:Cl 1mol.L" e a solugdo de fosfatos foram preparadas separadamente,
autoclavadas e acrescentadas ao meio NFbHP-malato no momento do uso. Para o
cultivo de SMR1 utilizou-se como antibiético de selecdo, estreptomicina 80 ug.mL™.
As culturas foram incubadas a 30 °C com agitagao de 120 rpm.

Para o cultivo de Oryza sativa foi utilizado o meio Hoagland que possui a

seguinte composic¢ao:

Solucéo de Hoagland semi-sélido, sem fonte de nitrogénio

KH,PO, 0,136 g.L™
KoHPO, 0,174 g.L™
CaS0,.2H,0 0,172 g.L™
MgS0,.7H,0 0,25g.L™
Solugdo de micronutrientes? 1,0 mL
Solugso de ferro® 1,0 mL
Agar 0,2 %
a- Solucéo de micronutrientes

mg.L™
H3BO; 2,86
MnS0O4.4H,0 1,81
ZnS0,4.7H,0 0,22
CuS04.5 H,0 0,08
Na;Mo04.2 H,0O 0,02
b- Solucéo de ferro

gL’
Na;H,EDTA 1,21
FeCls 0,60

O pH foi ajustado entre 6,5 a 7,0 com NaOH 0,1 M.
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4.3 PREPARO DE MATERIAL LIVRE DE RNAse

O material utilizado para o isolamento e manuseio de RNA (vidraria e
material plastico) foi esterilizado e tratado para eliminar RNAses exdgenas. Todos os
procedimentos foram feitos com luvas, que foram trocadas quando houve contato
com a superficie e/ou material ndao tratado com DEPC (dietil pirocarbonato). As
vidrarias foram incubadas em DEPC 0,1 % (v/v), enxaguadas com agua previamente
tratada com DEPC e esterilizadas por autoclavagéo. Os tubos de microcentrifuga de
1,5 mL usados no manuseio de RNA eram certificados como livres de nucleases
pelo fabricante. Todas as solugdes, com exceg¢ao de Tris-HCI e solventes orgéanicos

foram preparadas com agua previamente tratada com DEPC e esterilizada.

4.4 MANIPULACOES DE DNA

A purificacdo de plasmideos baseada em lise alcalina, preparo de células
eletrocompetentes e eletroforese em gel de agarose foram feitas como descrito
(SAMBROOK, FRITSCH, MANIATIS, 1989; MILLER, 1990). A digestdo com
endonuclease de restricdo e ligagdo DNA inserto:vetor foram feitas como

recomendadas pelo fabricante.

4.4 .1 Preparo de Células eletrocompetentes

A estirpe de E. coli TOP10 (Invitrogen) foi cultivada em 100 mL de meio
SOB até atingir DOgoonm entre 0,5 e 0,7. As células foram submetidas a
centrifugacéo a 2.800 g por 5 minutos a 4°C. Apds centrifugacéo, o sobrenadante
foi descartado e as células foram lavadas com 30 mL de agua ultra pura estéril
gelada. Esta etapa foi repetida 2 vezes e entdo as células foram lavadas 1 vez
com 10 mL de solugcdo de glicerol 15% estéril gelada. O sedimento foi
ressuspenso em 500 pL de glicerol 15% e aliquotas das células (100 pL) foram

distribuidas em tubos de 1,5 mL e estocados a —70° C.
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4.4.2 Transformacgao bacteriana

As ceélulas competentes de E. coli TOP10 foram transformadas por
eletroporagdo com 0,5 uL da reacao de ligagao, utilizando Gene Pulser |l (BioRad)
configurado com os parametros adequados para E. coli e sugeridos pelo fabricante.
Apos transferéncia para 1 mL de meio de cultura SOC e incubagao por 30 minutos a
37 °C, as células foram semeadas em placas de petri contendo meio de cultura LA
com 30 pg.mL"' de cloranfenicol. As colénias foram analisadas apds

aproximadamente 16 horas de crescimento a 37 °C.

4.4.3 Extracdo de DNA plasmidial em placas de 96 pogos

Apos obtengdo de colbnias transformantes, estas foram coletadas e
inoculadas em 1,25 mL de meio Terrific Broth contendo 30 pg.mL™" de cloranfenicol
em blocos de 96 pogos e crescidas por 16 horas sob agitagdo a 37 °C. As células
foram coletadas por centrifugagdo (2.057 g, 7 minutos), lavadas em 180 uL de
solugdo GET (Tris-HCI 25 mmol.L™", pH 8,0; glicose 50 mmol.L”" e EDTA 10 mmol.L"
Y. Novamente as células foram centrifugadas a 2.057 g por 7 minutos e o
sobrenadante descartado. Em seguida as células foram ressuspensas em 80 uL de
GET com 0,125 mg.mL" de RNase e lisadas com 80 pL de solucdo de lise (NaOH
0,2 N e SDS 1 %). As proteinas, o DNA cromossomal desnaturado, os restos
celulares e o SDS foram precipitados com a adi¢ado de 80 uL de acetato de potassio
3 mol.L™" pH 5,5. Em seguida o lisado foi incubado por 10 minutos em temperatura
ambiente, 30 minutos a 90 °C e finalmente 15 minutos no gelo. Apds centrifugacao a
2.057 g por 10 minutos sob temperatura de 4 °C o sobrenadante foi coletado
(~120uL) e transferido para placa de filtro Millipore (MAGV N22) contendo placa de
coleta acoplada. As amostras foram, entdo, centrifugadas por 5 minutos a 2.057 g
sob temperatura de 20 °C. O DNA plasmidial foi precipitado com 0,6 volumes de
isopropanol, centrifugado por 45 minutos a 2.057 g e 20 °C, lavado com 150 L de
etanol 70 %, seco a 37 °C por 1 hora e dissolvido em 30 uL de agua ultrapura estéril.
Para avaliar o tamanho dos insertos obtidos, coletou-se 5 uL dos plasmideos obtidos
na extracdo plasmidial, acrescentou-se tampao universal para todas as enzimas
(OPA) 1X e 0,5 uL de Hindlll e 0,5 uL de EcoRI (10 unidades/uL) num total de 20 puL.
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Apos incubacgao a 37 °C por 2 horas as amostras foram aplicadas em gel de agarose
1 %, coradas com brometo de etideo e visualisadas em transiluminador de
ultravioleta (SAMBROOK et al., 1989).

4.4.4 Reacao de Sequenciamento

O método de sequenciamento utilizado tem como principio a incorporacao de
dideoxinucleotideo marcados com material fluorescente. Para esta reagao foi
utilizados cerca de 100 a 400 ng de DNA purificado, 3,75 pmol do oligonucleotideo
iniciador (primer reverso: TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC; primer universal:
GACGTTGTAAAACGACGGCCAGT), 3 puL de reativo de sequenciamento (ET
terminator) num volume final de 7,5 pL, utilizando placas de 96 pogos. O primer
reverso permite a leitura da extremidade 5 do cDNA, correspondente a cauda poli A
do mRNA. Os parametros para o termociclador foram os seguintes: 1 ciclo de 1
minuto a 95 °C, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 20 segundos e 60 °C por 1

minuto e 30 segundos.

4.5 OBTENGAO DE EST DE Oryza sativa

Para a obtencédo de EST de arroz (Oryza sativa) as sementes sofreram uma
desinfeccao superficial, descritas posteriormente, seguida pelo seu cultivo em meio
semi-solido Hoagland. Apos 7 dias de crescimento as plantas foram submetidas a
quatro tratamentos (inoculagdo com H. seropedicae por 5 ou 7 dias, adigao de NH,ClI
e controle sem inoculagéo). Apos os tratamentos, o RNA total das raizes foi extraido
e utilizado para a sintese de cDNA, que foi clonado no vetor pDNR-LIB (Figura 1).
Os insertos foram parcialmente sequenciados e as sequéncias obtidas foram

editadas e analisadas utilizando ferramentas de bioinformatica (Figura 4).



FIGURA 1 — FLUXOGRAMA DE OBTENGAO DE EST DE Oryza sativa
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4 .51 Cultivar utilizada

Em todo o delineamento experimental foi utilizado arroz (Oryza sativa) da
subespécie japonica, cultivar Cateto Zebu, gentiimente cedido pelo Centro Nacional
de Pesquisa de Arroz e Feijao (EMBRAPA-CNPAF).

4.5.2 Desinfecgao superficial das sementes

Inicialmente, o tegumento das sementes foi removido, uma vez que este
possui muitos microrganismos e dificulta a eficiéncia da desinfecgdo (BALDANI,
1996). As sementes foram em seguida imersas em solugéo de etanol 70 % por 4
minutos e entdo incubadas por 30 minutos em solugao de hipoclorito 11 % contendo
0,1 % de Triton X-100. Apos esta etapa as sementes foram lavadas varias vezes
com agua ultrapura (Milli-Q) estéril com incubagdes intercaladas, durante varias

horas.

4.5.3 Condigbes de cultivo das plantas de arroz

As sementes esterilizadas foram colocadas em tubos de ensaio contendo 20
mL de solugdo de Hoagland semi-sélido e entdo incubadas em camara de cultivo
sob condicdes de fotoperiodo de 14h luz/10h escuro, temperatura de 24 °C e
umidade superior a 70 % por 7 dias. No sétimo dia foram inoculadas
aproximadamente 107 células.mL™” (0,1 mL da cultura DOggo=1, equivalente a 10°
céIuIa.mL'1) de H. seropedicae SMR1 no meio de cultura das plantas e incubadas
por cinco dias, sendo a biblioteca gerada a partir desse tecido nomeada RRCHS5SN.
A biblioteca obtida a partir de plantas (aproximadamente 3) incubadas por 7 dias foi
nomeada de RRCH7SN. Plantas controle sem nitrogénio adicionado ao meio de
cultura e sem o diazotrofo também tiveram seu RNA extraido, e a partir deste foi
gerada a bilbioteca RRSHOSN. A biblioteca RRSHOCN foi gerada a partir de tecido
de arroz onde no sétimo dia de crescimento foi adicionado 4 mmol.L™” de cloreto de
amonio ao meio de cultura.
Com 14 dias de idade as plantas tiveram suas raizes cortadas e congeladas
em nitrogénio liquido para posterior extracdo de RNA. Um total de 12 plantas

controle e 12 plantas inoculadas com H. seropedicae foram mantidas em cultivo e



23

tiveram seu peso seco determinado apds 4 dias (18° dia), conforme metodologia
descrita por BALDANI V.L., BALDANI J.I., DOBEREINER (2000).

4.5.4 Controle de contaminantes e eficiéncia de infecgao

Para certificar que as plantas ndo estavam contaminadas com
microrganismos, foi feito um macerado das pléantulas. No dia da inoculagdo com H.
seropedicae uma planta de cada tubo foi pesada e macerada em 1 mL de meio Nfb-
malato. A partir deste, diluicbes seriadas foram feitas e plaqueadas em meio
NFbHP-malato sdlido e incubadas a 30 °C por 3-5 dias para observacdo. Quando
foram observados contaminantes, as plantas contaminadas foram descartadas. O
mesmo procedimento foi realizado no momento da coleta das raizes e o numero de

bactérias presentes no tecido radicular foi determinado.

4.5.5 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA total foi realizada com o kit comercializado pela Qiagen,
denominado Rneasy Plant Mini Kit, seguindo as recomendag¢des do fabricante.
Neste processo as raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e transferidas para
tubo livre de Rnase ao qual adicionou-se tampdo de extragdo. O lisado foi
transferido para uma coluna que tem como fungdo separar os restos celulares do
RNA. O filtrado cotendo o RNA é entao transferido para outra coluna de afinidade
pelo RNA. Esta segunda coluna é importante para que o RNA possa ser lavado,
eliminando outros componentes celulares, auxiliando na purificacdo da amostra.

Todo o processo foi realizado com material livre de Rnase.

4.5.6 Quantificacao de RNA total

A concentragcdo de RNA total foi determinada em uma amostra diluida em
agua tratada com 0,1 % de DEPC (dietilpirocarbonato) e lida em espectrofotdmetro
Beckman DU 7400 a 260 e 280 nm e considerando que 1 unidade de absorbancia a
260 nm equivale a 40 pg.mL" de RNA. A pureza da amostra de RNA foi analisada
através da proporcdo Ageo/ Azgo onde valores entre 1,7 e 2 foram considerados

adequados. Alternativamente, foi utilizado o Kit Qubit comercializado pela Invitrogen,
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que utiliza moléculas fluorescentes para detectar pequenas quantidades de

moléculas de RNA.

4.5.7 Sintese de cDNA

Para a construcao das bibliotecas, desde a sintese de cDNA até a reacao de
ligacdo, foi utilizado o kit Creator SMART cDNA Library Construction da Clontech
TAKARA BIO Company (Figura 2). A sintese da fita de cDNA é realizada pela
transcriptase reversa a partir de um primer de oligo-dT modificado (CDSIII/3* PCR
Primer) que anela na cauda poli-A dos RNAs mensageiros. Ao atingir a extremidade
5 do mRNA molde a transcriptase reversa adiciona uma cauda de desoxicitidina
criando um molde extendido. Um segundo oligonucleotideo, chamado SMART 1V,
possuindo uma sequéncia oligo (G) na sua extremidade 3’ e sitio de restricao para a
enzima Sfil, pareia-se com tal cauda de desoxicitidina. Ao encontrar tal extremidade,
a transcriptase reversa (TR) converte-a em DNA, produzindo uma molécula com a
sequéncia completa do RNAm, além do oligo SMART 1V, que pode ser utilizado para
amplificacdo do fragmento. Dessa maneira obteve-se cDNAs completos a partir de
RNA total.

FIGURA 2 — OBTENGAO DE BIBLIOTECAS DE cDNA A PARTIR DE RNA TOTAL
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4.5.8 Reacao de PCR

A reacao de PCR foi realizada utilizando 1 yL de cDNA, obtido a partir de
aproximadamente 30 ng de RNA total, num volume final de 50 uL e os seguintes
parametros: um ciclo de 1 minuto a 95 °C, seguido por diversos ciclos de 5 segundos
a 95 °C e 6 minutos a 68 °C. Para a biblioteca RRCH7SN foram realizados 20 ciclos

e para as demais bilbliotecas, 23 ciclos.
4.5.9 Digestao com proteinase K

Apds a amplificacdo do cDNA, a Tag DNA polimerase foi inativada pela
adigao de 2 uL de proteinase K (20 pg /uL) e o sistema foi incubado a 45 °C por 20
minutos. Em seguida o cDNA foi extraido com 100 uL de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1), que apés homogeneizagao no vortex e incubagao na bancada
por 15 minutos foi centrifugado a 12.100 g por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo e a fase orgénica foi lavada com 50 uL de agua tratada
com 0,1 % de DEPC (dietilpirocarbonato) e centrifugou-se a 15.000 g por mais 5
minutos. Os dois sobrenadantes foram unidos e o cDNA precipitado na presenca de
10 pL de acetato de sodio 3 mol.L™ pH 4,8, 1,3 uL de glicogénio (20 ug.uL™) e 260
uL de etanol 96%. Apds 30 minutos a amostra foi centrifugada por 20 minutos, o
sobrenadante foi removido e a amostra foi lavada com 100 uL de etanol 80 %. Apos
descarte do sobrenadante o sedimento foi seco sob vacuo por 15 minutos e

dissolvido em 50 uL de agua tratada com DEPC.

4.5.10 Restricdo com Sfil

Os fragmentos de cDNA foram digeridos com a enzima de restricdo Sfil,
para permitir sua posterior ligagao ao vetor pDNR-LIB. Para isto combinou-se 39,5
ML de cDNA tratado com proteinase K a 5 pyL de tampao para Sfil 10X, 0,5 uL de
BSA 100X e 5 L de Sfil. A mistura foi incubada a 50 °C por 3 horas.
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4.5.11 Fracionamento por tamanho dos fragmentos de cDNA

Para selecionar os maiores fragmentos de cDNA utilizou-se a coluna
CHROMA SPIN- 400. Primeiramente a matriz da coluna foi ressuspensa em tampao
fornecido pelo kit e eluido observando se a coluna seguia os padrdes esperados. Em
seguida, 50 yL de cDNA contendo 1 L de xileno cianol 1 % foi aplicado a superficie
da resina, que apos absorcao completa foi lavada com 100 pyL do mesmo tampao e
entdo se iniciou a coleta das fracdes, utilizando 600 uL de tampao. Diversas fragoes
foram coletadas e unidas de acordo com seu tamanho, apés analise eletroforética.

As amostras foram precipitadas adicionando-se 0,1 volume de acetato de
sodio 3mol.L™ pH 4,8, 1,3 L de glicogénio (20 pg.uL™") e 2,5 volume de etanol 96 %.
Apos incubagao a —20°C durante a noite as amostras foram centrifugadas a 15.000 g
por 20 minutos, o sobrenadante descartado e o precipitado foi secado a vacuo por
15 minutos. As amostras foram dissolvidas em 3 yL de agua deionizada e 0,5 pL de
cada amostra foi aplicado em gel de agarose 1,5% para eletroforese a 50 V por

aproximadamente 3 horas.
4.5.12 Ligagao dos fragmentos de cDNA ao vetor

Para a reacdo de ligagdo dos fragmentos de cDNA, utilizou-se o vetor
pDNR-LIB digerido com Sfil (fornecido pelo kit). Uma vez que tanto os fragmentos
quanto o vetor possuem dois sitios de restricdo diferentes para Sfil em suas
extremidades, a ligagdo ocorra somente entre fragmentos e vetor. A reacédo de
ligacao foi feita utilizando 2,5 pL de cDNA, 1 yL de pDNR LIB digerido com Sfil, 0,5
uL de tampdo T4 DNA ligase 10X, 0,5 uL de ATP (10mmol.L™") e 0,5 pL (200
unidades) de T4 DNA ligase. A reagao foi incubada na geladeira a 8 °C por 2 a 3 dias

para entao ser transformada em E. coli.
4.6 ANALISE COMPUTACIONAL DE ESTs

As andlises das sequéncias foram feitas através de varios scripts
desenvolvidos em linguagem BASH. Os scripts automatizam desde a criagdo de
diretérios e nomeacao dos arquivos de sequéncia até a analise e identificacdo das

sequéncias contiguas obtidas na etapa de agrupamento (“clusterizagdo”). O
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fluxograma de anadlise € mostrado nas Figuras 3 e 4 e a Tabela 2 apresenta a lista
dos scripts desenvolvidos. Os scripts estao ainda integrados a alguns programas de
bioinformatica que executam tarefas especificas (Tabela 3).

FIGURA 3 — FLUXOGRAMA GERAL DA ANALISE COMPUTACIONAL DE EST
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4.6.1 Nomenclatura utilizada para nomear as amostras dos cromatrogramas

Como mostra a Figura 5 para nomear os cromatogramas produzidos pelo

MegaBace, utilizou-se a nomenclatura adotada contendo o nome da biblioteca

(RRCH7SN), o numero da placa, o nome da amostra, o primer utilizado para o

sequenciamento (g: reverso; b: universal) e o numero da corrida no Megabace.

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA DE ANALISE DE SEQUENCIAS EST DE ARROZ.
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esta apresentado em anexo.
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FIGURA 5 - NOMENCLATURA UTILIZADA PARA NOMEAR CROMATOGRAMAS
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4.6.2 Scripts para edi¢ao e alinhamento das sequéncias

O script WebBlast.sh (ANEXO 3) realizou varias etapas desde a criagédo de
diretérios a analise de comparacdo das sequéncias. As etapas executadas pelos
scripts estdo descritas na Tabela 2. Dessa forma, primeiro foram criados os
diretérios para armazenamento de dados gerados pelos programas. Em seguida o
arquivo da sequéncia do vetor foi copiado para o diretério raiz do projeto criado. As
sequéncias entdo passaram por um filtro de vetor e "triming" de qualidade, onde o
comando: phred -id ../chromat_dir/ -trim_alt ../chromat_dir -trim_phd -pd
..Iphd_dir, realizado no software Phred, seleciona sequéncias de boa qualidade e
mascara sequéncias de vetor.

HOUDE et al (2006) ao analisar seus resultados de EST de trigo observou
que os resultados do programa “Contig Assembly Program” (CAP3) produziram
resultados mais consistentes que o Phrap e sugere CAP3 como o software mais
apropriado para montagem de ESTs. Assim utilizou-se para a clusterizacédo o CAP3
e esse constitui o préximo passo do script. O programa foi executado com as opgdes
—0 30 —p 90, que requer um minimo de 30pb para efetuar o alinhamento entre duas

sequéncias, com uma identidade de pelo menos 90%.
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TABELA 2 — LISTA DOS "SCRIPTS" CRIADOS E UTILIZADOS

Script Anexo |Atribuicdes
renomeia.sh 1 Renomear os cromatogramas gerado pelo sequenciador
megaBase
Splitfastafile.sh 2 Dividir os arquivos fasta dos contigs e singlets em arquivos

fasta separados

WebBlast.sh 3 Integrar a execugédo de todos os programas e scripts desde

renomear diretorios a execucio do Cap3

blast.sh 4 Executar a pesquisa Blast e obter informagdes do resultado do

Blast para gerar tabela

blast_parser4gff.sh 5 Obter resultado de anotagdes da seqliéncia com maior e-value

do banco de dados RAP-DB

Blast_parser.sh 6 Obter resultados sobre o alinhamento do blast como valor e-

value e identidade

4.6.3 Banco de dados publico utilizado para a comparagao

Um banco de dados com informacdes sobre anotagao chamado “Banco de
dados RAP” (RAP-DB; Rice Annotation Project - Data Base) foi desenvolvido pelo
International Rice Genome Sequencing (IRGSP). Este banco integra a sequéncia do
genoma de Oryza sativa subespécie japonica de IRGSP com as anotagdes do
projeto de anotagao (RAP-DB) (OHYANAGI et al, 2006).

O RAP-DB além de conter a sequéncia do genoma apresenta o loci RAP
com o correspondente locus IDs representando os genes anotados. Cada lécus
possui um ou mais transcritos variantes com sequéncia anotada RAP. Regides
previstas como codificadora de proteina foram também empregadas como loci
previsto RAP. Os transcritos do Institute for Genomic Research (TIGR) derivado de
anotagdes da montagem TIGR foi adicionado ao RAP-DB através de mapeamento
destes no genoma IRGSP. Cada transcrito apresenta links para o Gene ontology,
informacdes sobre o dominio ou motivo estrutural, informacdes sobre a expressao
do transcrito (OHYANAGI et al, 2006).
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4.6.4 Scripts para a comparagao das sequéncias com o banco de dados publico

Para fazer a comparagédo das sequéncias obtidas os arquivos fasta.contigs e
fasta.singlets gerados pelo CAP3 precisam ser divididos em arquivos separados, um
para cada contig. Para esta etapa o script WebBlast.sh (ANEXO 3) executa o script
Splitfastafile.sh (ANEXO 2). Os arquivos criados sao entao utilizados na pesquisa de
comparagdo com o banco de dados RAP-DB de arroz do IRGSP

(http://rapdb.lab.nig.ac.jp/index.html), utilizando a ferramenta BLAST. As analises

foram feitas utilizando apenas comparagdo com nucleotideos (BLASTn).

Para a obtencao dos resultados do BLAST foi criado o script Blast_parser.sh
(ANEXO 6) que pesquisa o arquivo de resultado gerado pelo BLAST e obtém
informagdes como “e-value”, numero de acesso do EST do banco de dados,
tamanho da sequéncia submetida a pesquisa e do banco de dados, valor de
identidade e outros. Para obter resultados sobre as informagdes da anotagao foi
criado o script blast_parser4dgff.sh (ANEXO 5). O script Blast.sh (ANEXO 4) executa
os dois ultimos scripts descritos gerando um arquivo com as informagdes do
alinhamento da pesquisa BLAST. A classificacdo de EST quanto a sua funcgao foi
realizada através de comparagdo com o bando de dados Swiss-Prot utilizando a

terminologia do Gene Ontolgy (http://www.geneontology.org/).


http://rapdb.lab.nig.ac.jp/index.html
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TABELA 3 - PROGRAMAS DE BIOINFORMATICA UTILIZADOS

Programa de
bioinformatica

Atribuicdes

Referéncia

Phred

Recebe o0s arquivos de
cromatogramas, faz a
chamada de bases, atribui
valor de qualidade para cada
base e faz trimming de
qualidade.

EWING et al, 1998
EWING, GREEN, 1998

Phrap

Realiza a montagem das
sequéncias contiguas a
partir de regides de
sobreposicao

http://www.phrap.org/phredphrap/phrap.
html

Consed

Edita as sequéncias
contiguas e permite
visualizagdo das montagens

GORDON et al, 1998

Cap3

Realiza montagem das
sequéncias

HUANG, MADAN, 1999

Blast

Compara sequéncias contra
um banco de dados

ALTSCHUL et al, 1997



http://www.phrap.org/phredphrap/phrap.html
http://www.phrap.org/phredphrap/phrap.html
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CULTIVO DE Oryza sativa

Com o objetivo de identificar genes diferencialmente expressos em plantas de
arroz inoculadas com Herbaspirillum seropedicae SMR1, sementes de arroz foram
germinadas e cultivadas como descrito na metodologia (item 4). O sistema e
condigdes de cultivo de Oryza sativa foram otimizados para que a manipulagéo,
inoculagao e coleta das raizes induzissem um minimo de estresse para a planta. O
sistema de cultivo in vitro foi o mesmo utilizado por BALDANI V.L., BALDANI J.1.,
DOBEREINER (2000), com excegéo da concentragdo de agar do meio de cultivo,
que foi de 0,2 %, (originalmente 0,6 %). A menor concentracdo de agar facilitou a
remocgao das plantas no momento da extracdo de RNA. As sementes desinfectadas
foram colocadas para germinar no escuro diretamente sobre a superficie do meio, os
tubos foram selados e mantidos em cédmara de BOD com temperatura e
luminosidade controlada. Como pode ser observadas na Figura 6, as raizes
desenvolveram-se no interior do meio semi-solido, o que permitiu a sustentagcédo das
plantas. No 14° dia de crescimento das plantas, o numero de bactérias
colonizadoras foi determinado através de contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC). Uma média de 10,34. 10° UFC/g de tecido fresco de raiz foi obtida,
confirmando a eficiente colonizagao de arroz por H. seropedicae. Nao foi recuperada
nenhuma bactéria nas plantas nao inoculadas.

As plantas inoculadas com H. seropedicae nao apresentaram diferencas de
crescimento evidentes quando comparadas com plantas ndo inoculadas. Para
analisar quantitativamente o tamanho das plantas, 12 plantas controle e 12
inoculadas tiveram seu peso seco determinado. As plantas inoculadas tiveram uma
média de peso seco de 0,017 g £ 0,004 enquanto as controles tiveram 0,02 g *
0,003. As semelhancas observadas podem ser decorrentes do curto periodo do
experimento, pois as sementes ainda contavam com sua reserva nutritiva, que
sustentou um bom estado nutricional (Figura 6). Além disso, o tempo de inoculagéo
de 7 dias provavelmente nao é suficiente para promover diferencas de crescimento
das plantas. RONCATO-MACARI e colaboradores (2003) observaram diferenca
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significativa de crescimento entre plantas de arroz inoculadas e nao inoculadas com
H. seropedicae apés 30 dias em laboratério.

Entretanto, a auséncia de diferenca entre as plantas inoculadas e o controle
negativo ndo interfere nas analises posteriores, uma vez que o objetivo é identificar
genes envolvidos na interacédo planta-bactéria e estes devem ser induzidos ja em
etapas iniciais apds a inoculagdo. A alteragdo na expressdo génica induzida pela
interagdo com microrganismos € bem estabelecida em rizobios, onde mudancgas

significativas iniciam algumas horas ap6s a inoculagdo (CARDENAS, 2006).

FIGURA 6 — SISTEMA DE CULTIVO E PLANTAS DE Oryza sativa COM 14 DIAS DE
CRESCIMENTO

Legenda:
A

1 — planta controle com 14 dias, ndo inoculado e sem nitrogénio adicionado ao meio de cultura.
2 — planta com 14 dias, inoculada com H. seropedicae SMR1 no 7°dia (10° células.mL™).

B

1— planta controle com 14 dias, ndo inoculado e sem nitrogénio adicionado ao meio de cultura.
2— planta com 14 dias, inoculada com H. seropedicae SMR1 no 7°dia (108 céIuIas.mL'1).
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5.2 EXTRAGCAO DE RNA TOTAL E CONSTRUCAO DE BIBLIOTECAS DE cDNA

As raizes de arroz submetidas a diferentes tratamentos tiveram seu RNA
total extraido e este foi utilizado como molde para a sintese de cDNA (Figura 7 A). O
cDNA foi amplificado com oligonucleotideos contendo sitios Sfil A (5°) e Sfil B (3’)
(Figura 7 B). Uma vez que a sintese de cDNA foi realizada utilizando iniciador oligo-
dT, o produto obtido deve conter apenas copias de mRNA. O cDNA obtido foi clivado
com a enzima de restricdo Sfil, os fragmentos com mais de 500pb selecionados
(Figura 7 C) e ligados ao vetor pDNR-LIB. Apds ligagdo e transformacéo foram
obtidas diversas col6nias (Tabela 4) das quais uma amostra de 24 foram submetidas
a extracdo plasmidial. Os plasmideos isolados foram digeridos com as enzimas de
restricdo Hindlll e EcoRl, liberando o inserto de cDNA (Figura 7 D). O tamanho
médio dos insertos obtidos esta descrito na Tabela 4, sendo tais valores
semelhantes aos obtidos anteriormente em outros projetos (RAUYARE et al 2001;
REDDY, RAMAKRISHNA, SEKHAR, 2002; VANTELON-DEBOUT et al 2003).

Uma vez obtidas as quatro bibliotecas, deu-se inicio a etapa de
sequenciamento. Apenas a biblioteca RRCH7SN foi analisada neste trabalho. O
sequenciamento dos clones das outras bibliotecas sera concluido posteriormente e

permitira uma analise comparativa entre as bibliotecas.

TABELA 4 — DADOS GERAIS DAS BIBLIOTECAS DE cDNA PRODUZIDAS

Biblioteca | Concentracéo NuUmero de Média de Numero de
total de RNA placas tamanho de amostras
(ng.puL™) estocadas inserto (pb) sequenciadas

RRCH7SN | 7,84 24 1290 912

RRCH5SN | 9,02 31 863 192

RRSHSN 27 29 800 384

RRSHCN 9,88 5 958 96

Total - 8544 clones - 1584




FIGURA 7 — PERFIL ELETROFORETICO DE RNA TOTAL, cDNA E RESTRIGAO DE CLONES
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A - Perfil eletroforético de RNA total extraido de raizes de arroz

1 - marcador de massa molecular 1Kb ladder;

2 — RNA total extraido de raizes de arroz ndo inoculadas com H. seropedicae;

3 - RNA total extraido de raizes de arroz inoculadas com H. seropedicae por 5 dias
B - Perfil eletroforético de cDNA apés reacdo de PCR

1 — Marcador de massa molecular 1Kb ladder;

2 — cDNA amplificado com 20 ciclos a partir de RNA total da coluna 3 da figura 7A;
C- Perfil eletroforético de fragmentos de cDNA da biblioteca RRCH7SN ap6s coluna de fracionamento
1 — marcador de massa molecular 1Kb ladder

2 —vazio

3 a 10 — Fragdes eluidas e unidas duas a duas

D - Perfil eletroforético apds restricdo dos clones obtidos

1 — marcador de massa molecular 1Kb ladder

2 a 25 - Perfil de restricdo de clones aleatérios da biblioteca RRCH7SN.
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5.3 ANALISE DAS SEQUENCIAS DA BIBLIOTECA RRCH7SN

O sequenciamento da biblioteca RRCH7SN foi realizado utilizando-se o
primer M13-reverso, que permite sequenciar a extremidade do cDNA
correspondente a regiao 3’ do mRNA (3’ EST). Apenas uma placa contendo 96
amostras foi sequenciada utilizando o primer universal. Tradicionalmente, os
projetos de sequenciamento de EST favorecem a leitura da ponta 5 EST por conter
uma frequéncia maior de regido codificadora quando comparada com a ponta 3’, que
geralmente possui significativa regido nao traduzida. Todavia, o final 3’ EST também
€ informativo porque comumente oferece sequliéncias unicas que podem ser
utilizadas para distinguir genes paralogos (RUDD, 2003).

Um total de 912 clones foi utilizado no sequenciamento, porém nem todos
produziram sequéncia. As regides de baixa qualidade das extremidades 5 e 3’ das
sequéncias obtidas foram removidas (trimming de qualidade) utilizando parametros
padrdo do programa Phred. A figura 8 mostra a distribuicdo das sequéncias de
acordo com o seu comprimento e o indice de qualidade, apos o processo de
trimming de qualidade. A maioria das sequéncias apresentou uma boa qualidade
(indice Phred>15) numa extensao maior que 100 bp, sendo que apenas 14%
continha menos que 100 pb com indice de qualidade Phred maior ou igual a 15.

Todas as sequéncias obtidas foram utilizadas na montagem, com o objetivo
de identificar regides contiguas e clones idénticos, que podem representar genes
mais abundantemente expressos. Como resultado, obteve-se 446 seqliéncias unicas
(singlets) e 36 sequéncias contiguas (contigs), ou seja, 482 ESTs diferentes.
Ventelon-Debout e colaboradores (2003) obtiveram aproximadamente 70 % de
sequéncias uUnicas quando analisaram mais de 5.000 clones de diferentes
bibliotecas de EST de arroz. A maior freqiéncia observada no presente trabalho
(85%) provavelmente deve-se ao menor numero de clones sequenciados. Apds a
montagem, as sequéncias foram comparadas com o banco de dados publico RAP-
DB (Rice Annotation Project - Data Base) utilizando a ferramenta Blast.

O RAP-DB é resultado de um trabalho cooperativo realizado por varias
instituicbes envolvidas com o sequenciamento do genoma de arroz. Apesar do

enorme numero de ESTs de arroz depositadas (mais de um milhdo) em todos os
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bancos de sequéncias, o RAP-DB contém aproximadamente 75.000 sequéncias
curadas e anotadas, refletindo o numero de genes de arroz, estimado em 38.000.

As Tabelas 5 e 6 mostram um resumo dos resultados de comparacdo com e-
value menor que 10° para busca de similaridade no RAP-DB com o programa
BLAST.

FIGURA 8 — DISTRIBUIGAO DAS SEQUENCIAS OBTIDAS DE ACORDO COM COMPRIMENTO E
QUALIDADE
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* Cada coluna representa a porcentagem de leituras contendo o nimero de bases indicado com
Phred maior ou igual a 15. As regides de baixa qualidade das extremidades das leituras utilizadas
foram removidas anteriormente a analise (trimmig), sendo que o nimero total de leituras restantes
foi de 499.

Como se observa na Figura 9, 46 % das ESTs analisadas ndo s&o similares
a nenhum EST do banco de dados (e-value > 10°). Uma vez que uma dada
sequéncia nao se encontra depositada em bancos de dados de EST, ela pode ser
considerada como nova, ou seja, um gene ainda nédo detectado em nenhuma das
condigdes estudadas. Novos genes sao definidos por Reddy et. al. (2002) como
ESTs que ndo mostram alinhamento com qualquer outra sequiéncia de nucleotideos
no banco de dados utilizando um valor de corte de e-value de 10®. Portanto, 46%

das sequUéncias obtidas neste trabalho correspondem a essa categoria, sendo
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potenciais genes novos. Ventelon-Debout e colaboradores (2003) obtiveram uma
frequéncia média de 42 % de sequéncias deste tipo nas diferentes bibliotecas de
cDNA de arroz analisadas. Estes autores compararam as sequéncias obtidas e
traduzidas em aminoacidos com o banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information), o que em principio poderia diminuir o numero de genes
novos identificados.

Todas as ESTs obtidas neste trabalho apresentaram alta identidade (97-
100%) com o genoma de arroz, confirmando sua origem.

A analise da freqiéncia com que um dado gene é obtido na biblioteca de
cDNA reflete sua abundancia no tecido ou condicdo em estudo. A comparacao de
frequéncias entre bibliotecas/condi¢cdes permite identificar genes importantes para o
processo. Ao analisarmos o numero de clones presentes em cada contig obtido,
notamos que o numero maximo foi observado nos contigs 11, 18 e 16, que possuem
7, 6 e 4 leituras, respectivamente. Quando comparado com o banco de dados, estas
sequéncias possuem maior similaridade com genes envolvidos com sintese de ATP,
dobramento de proteinas e peptidases, que correspondem a genes geralmente

expressos em altos niveis.

FIGURA 9 — DISTRIBUIGAO DO E-value DAS SEQUENCIAS ANALISADAS
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Legenda: Frequéncia de e-value apés alinhamento de nucleotideos das seqiéncias obtidas contra o
banco RAP-DB.
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Para determinar as fungdes das proteinas codificadas pelas ESTs
sequenciadas, estas foram comparadas com o banco de dados (Figura 10) e
classificadas usando a terminologia do Gene Ontology (GO). Inicialmente estas
foram agrupadas de acordo com o processo bioldgico no qual estdo envolvidas, com
sua fungdao molecular e quanto ao componente celular onde exercem sua funcao.
Quanto a fungdo molecular, a subclasse “atividade catalitica” foi a mais dominante
(57,84 %) seguida pela subclasse “interagcdo molecular” (31,35 %). Quanto a classe
“‘compartimento celular” a maior parte dos genes pertence a subclasse “intracelular”
(68,83 %), onde a maioria das proteinas esta presente nas organelas celulares e no
citoplasma. Em relagédo a classe “processo biolégico” a subclasse mais abundante
foi “processo celular’ (74,53 %) seguida de “processo metabdlico” (14,15 %) e
‘resposta a um estimulo” (10,38 %). Esta ultima subclasse se refere a estimulos
bidticos e abidticos como estresse, disponibilidade de nutrientes, luz e defesa a
patdgenos. Os genes agrupados nesta classe podem estar envolvidos também na
interacao arroz — H. seropedicae, mostrando que a biblioteca inoculada pode conter
genes expressos em resposta a presenca de H. seropedicae e podera ser utilizada
em andlises comparativas com as bibliotecas n&o inoculadas. Estes genes séo
fortes candidatos para futuras analises de expressao individual, através de PCR
quantitativa, hibridizacdo, fusdo com genes reporteres, etc. Dentre os genes
identificados nas bibliotecas com possivel envolvimento na interagdo H.
seropedicae-arroz encontra-se o do clone denominado RRCH7SN11-G03.g. A
sequéncia obtida apresenta 95 % de identidade com o gene Zm-hir3 de milho (Zea
mays). O gene Zm-hir3 expressa uma proteina que faz parte de uma familia
envolvida na resposta hipersensitiva e morte celular programada em plantas
(NADIMPALLI et al., 2000). Aparentemente, a atividade da proteina esta diretamente
envolvida com a regulacéo de canais ibnicos que controlam a permeabilidade celular
e induzem a morte celular. Apesar de H. seropedicae ndo induzir nenhum sintoma
de doenca em arroz, tais proteinas podem estar envolvidas no controle de interagao
ou nivel de colonizagao.

Apesar de diferentes bibliotecas de cDNA terem sido construidas, utilizando
raizes de arroz ndo inoculadas e inoculadas com H. seropedicae e com diferente
disponibilidade de nitrogénio (Tabela 4), apenas a biblioteca de raizes inoculadas

com H. seropedicae e incubadas por 7 dias foi parcialmente sequenciada e
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analisada. As analises revelam que uma grande propor¢cdo dos genes nao tem
semelhanga com ESTs depositadas nos bancos de dados de arroz. Esta grande
proporgao pode ser resultado do tamanho da regido 3’-UTR observada em mRNAS
de eucariotos. Todas as sequéncias obtidas foram também comparadas com os
dados de sequenciamento do genoma de arroz e possuem alta similaridade com tais
sequéncias, o que confirma sua origem. O sequenciamento de um maior numero de
clones desta e de outras bibliotecas devera permitir uma analise comparativa de
expressdo e a identificagdo de novos genes candidatos para analise futura,
utilizando novas abordagens (CAVALCANTE et al, 2007).



FIGURA 10 — ONTOLOGIA USANDO SWISS-PROT
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TABELA 5 — RESULTADO DA PESQUISA BLAST PARA OS “SINGLETS”

EST NUumero de Acesso RAP-DB E-value Provavel proteina
RRCH7SN00-A02.g0 | Os06g0672600/0s0690672600 1,00E-31 | desconhecida
RRCH7SN00-A08.g0 | AK121113]0s02g0252600 2,00E-42 | Aminotransferase

proteina da familia Glicose/ribitol
RRCH7SN02-D09.g3 | AK109426|0s09g0133200 1,00E-87 | dehidrogenase
RRCH7SN02-E03.g3 | AK121942|0s07g0662500 2,00E-60 | fator de Elongacao 1-beta' (EF-1-beta")
RRCH7SN02-E09.g2 | AK067965|0s02g0834700 4,00E-88 | hipotética conservada YfcH
RRCH7SN00-B02.g0 | AK099023]|0s12g0550800 2,00E-14 | hipotética

rica em repeticdes de Leucine, subtipo
RRCH7SN02-F06.g2 AK061400]0s02g0200900 1,00E-74 | contendo cisteina
RRCH7SN02-F10.g2 | AK100508|0s08g0265500 3,00E-45 | proteina da familia ATPase tipo AFG1

proteina de fungéo desconhecida
RRCH7SN02-G05.g2 | AK067466|0s01g0613900 1,00E-10 | UPF0052 e da familia CofD
RRCH7SN00-B03.g0 | AK068820|0s11g0220300 5,00E-95 | hipotética
RRCH7SN02-G07.g3 | AK072680|0s01g0862000 8,00E-52 | proteina da familia Alfa/beta hidrolase
RRCH7SN02-G08.g3 | AK065134|0s02g0818000 1,00E-78 | proteina contendo dominio CBS
RRCH7SN02-G10.g3 | AK119892|0s06g0557100 6,00E-78 | proteina contendo dominio kinase
RRCH7SN00-B04.g0 | Os01g0332200]0s01g0332200 2,00E-35 | desconhecida

proteina contendo dominio
RRCH7SN02-G11.g1 | AK067055|0s02g0644600 0.0 | preniltransferase
RRCH7SN02-H11.g1 | AK110754|0s02g0546700 3,00E-08 | hipotética
RRCH7SN02-H12.g3 | AK102517|0s01g0243700 1,00E-166 | Beta1, tipo glucanase 3
RRCH7SN03-B08.b1 AK066885|0s04g0517500 3,00E-40 | Fosfoenolpiruvato carboxilase kinase
RRCH7SN05-A04.g2 | Os0690243300/0s0690243300 6,00E-48 | desconhecida
RRCH7SN05-A06.g2 | AK073929|0s04g0687100 4,00E-37 | Soluvél inorganico pirofosfatase
RRCH7SN05-A07.g1 AK064594|0s01g0355400 4,00E-31 | hipotética conservada
RRCH7SN00-B08.g0 | Os12g0289400|0s12g0289400 1,00E-129 | desconhecida
RRCH7SN05-A07.g2 | AK120192|0s10g0427100 3,00E-19 | hipotética conservada
RRCH7SN05-B08.g1 | AK109799|0s11g0435400 3,00E-68 | hipotética
RRCH7SN05-C05.g2 | AK121903| 5,00E-52 | desconhecida
RRCH7SN05-C06.g2 | AK073793|0s06g0203800 3,00E-68 | kinase 1 tipo ERECTA
RRCH7SN05-C11.g1 | AK108972] 1,00E-175 | desconhecida
RRCH7SN05-D02.g2 | AK105552|0s01g0311600 7,00E-11 | proteina da familia Sulfotransferase

proteina de fungédo desconhecida da
RRCH7SN05-E02.g1 AK100647|0s04g0450100 2,00E-47 | familia DUF341
RRCH7SN05-E06.g2 | Os09g0457100]0s09g0457100 3,00E-56 | proteina da familia Citochromo P450
RRCH7SN05-E07.g2 | AK062356|/0s06g0318800 4,00E-99 | hipotética
RRCH7SN00-C02.g0 | AK102090|0s029g0216300 3,00E-12 | hipotética conservada

proteina de fungédo desconhecida da
RRCH7SN05-F04.g2 | AK060895|0s01g0754500 0.0 | familia DUF 1421
RRCH7SN00-C04.g0 | AK106259]0s10g0551100 3,00E-91 | hipotética conservada
RRCH7SN05-G08.g1 | AK106155|0s04g0418000 1,00E-166 | hipotética conservada

Proteina contendo motivo hélice-volta-
RRCH7SN05-H02.g2 | AK112099|0s04g0569100 1,00E-135 | hélice, semelhante ao repressor lambda
RRCH7SN00-C05.g0 | AK119907]|0s01g0738900 4,00E-12 | hipotética

Peptidase C48, da familia
RRCH7SN05-H07.g2 | Os07g0525000|0s07g0525000 1,00E-55 | SUMO/Sentrin/Ubl1
RRCH7SN05-H08.g2 | Os10g0165400|0s10g0165400 1,00E-06 | hipotética conservada
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RRCH7SN05-H12.g2 | AK103010|0s03g0776000 1,00E-37 | Glicose-6-fosfate isomerase
RRCH7SN11-A05.g1 0s07g0138200]0s07g0138200 3,00E-29 | desconhecida
RRCH7SN11-A06.g91 0s0490242200|0s0490242200 1,00E-114 | desconhecida

Transcrito ndo codificador de proteina,

RRCH7SN11-A07.g1 AK061241|0s09g0449700 1,00E-177 | ndo caracterizado.
RRCH7SN11-A09.g91 AK106587|0s03g0643100 3,00E-74 | hipotética conservada
RRCH7SN11-A11.g1 AKO070780]0s09g0516600 0.0 | Glioxalase Il
RRCH7SN11-B01.g1 AK068557|0s09g0419100 2,00E-17 | hipotética
RRCH7SN11-B02.g1 0s10g0211200]|0s10g0211200 0.0 | desconhecida

proteina contendo dominio duplo
RRCH7SN11-B05.g1 0s01g0522400]0s01g0522400 2,00E-11 | repetido ARM

Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN00-C09.g0 | AK103318|0s12g0210000 4,00E-36 | ndo caracterizado.
RRCH7SN11-B06.g1 0s09g0328700]0s09g0328700 8,00E-29 | hipotética conservada
RRCH7SN11-B08.g1 AK059098|0s10g0539500 1,00E-164 | Histona H4
RRCH7SN11-B09.g1 AK073891|0s05g0591500 0.0 | hipotética conservada

proteina da familia de ligagéo
RRCH7SN11-B10.g1 AK065107]0s01g0603000 2,00E-75 | Hialuronan/mRNA
RRCH7SN11-C01.g1 AK059215|0s01g0590700 1,00E-131 | Proteina de inativagdo de ribossomo
RRCH7SN11-C02.g1 | AK100614|0s11g0433200 1,00E-06 | Peptidase A22B

Peptidase C48, da familia
RRCH7SN11-C04.g1 | AK099802|0s03g0365200 1,00E-80 | SUMO/Sentrin/Ubl1
RRCH7SN11-C05.g1 | AK105283|0s03g0221300 0.0 | hipotética conservada
RRCH7SN11-D02.g1 | AK068475|0s12g0166500 1,00E-74 | hipotética

Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN11-D03.g1 | AK106600/0s09g0111300 1,00E-64 | ndo caracterizado.
RRCH7SN11-D05.g1 0s0990506200]0s0990506200 5,00E-18 | desconhecida
RRCH7SN11-D06.g1 | AK107916|0s08g0399700 2,00E-42 | hipotética
RRCH7SN00-C12.g0 | AK121635|0s07g0150200 8,00E-31 | ribossomal 40S S12
RRCH7SN11-D08.g1 0s11g0432100]0s11g0432100 2,00E-14 | desconhecida

proteina da familia Squaleno/fitoeno
RRCH7SN11-D11.g1 | AY452768|0s12g0626400 1,00E-99 | sintase
RRCH7SN11-E01.g1 0s0690246900]0s0690246900 1,00E-61 | desconhecida
RRCH7SN11-E06.91 0s069g0269100]0s0690269100 2,00E-14 | desconhecida
RRCH7SN11-E10.g1 AK110657| 3,00E-89 | desconhecida
RRCH7SN11-E11.g1 AK062152|0s01g0717000 0.0 | GmCK1p
RRCH7SN11-E12.g1 AK069351|0s02g0435900 1,00E-108 | hipotética conservada

proteina contendo dominio lectina
RRCH7SN11-F03.g1 AK105034|0s01g0348900 1,00E-153 | relacionada a Jacalin
RRCH7SN11-F04.g1 0s04g0271500]0s04g0271500 3,00E-28 | desconhecida

Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN11-F05.g1 AK067239]0s01g0137800 4,00E-21 | ndo caracterizado.

proteina contendo dominio ACT de
RRCH7SN11-F06.g1 AK066198|0s07g0475900 6,00E-95 | ligagcao a aminoacido
RRCH7SN11-F08.g1 AK103228|0s11g0550300 2,00E-17 | hipotética conservada
RRCH7SN11-F09.g1 AK102885|0s01g0531200 1,00E-119 | Ubiquitina ligase SINAT4
RRCH7SN11-F10.g1 0s05g0279700]0s05g0279700 2,00E-60 | desconhecida

proteina contendo dominio de fator de
RRCH7SN11-G01.g1 | AK100944|0s01g0211800 7,00E-17 | transcricao ziper Basic-leucina (bZIP)

proteina de resposta hipersensitiva
RRCH7SN11-G03.g1 | AK111545|0s05g0591900 0.0 | induzida
RRCH7SN11-G05.g1 | AK073388|0s01g0813500 1,00E-33 | Vacuolar classificacdo 36
RRCH7SN11-G08.g1 | AK065369|0s119g0547000 2,00E-57 | FKF1 (Adagio 3)
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proteina de fungédo desconhecida

RRCH7SN11-G09.g1 | AK120787]|0s08g0387200 1,00E-128 | contendo dominio DUF81
RRCH7SN11-G11.g1 | AK106928|0s02g0437300 6,00E-89 | hipotética
RRCH7SN11-H03.g1 AK074000|0s07g0445600 3,00E-44 | hipotética conservada
RRCH7SN11-HO04.g1 | AK102995|0s07g0184900 1,00E-176 | DNA helicase dependente de ATP
RRCH7SN11-H05.g1 | AK107917]0s01g0274300 2,00E-17 | hipotética
RRCH7SN13-A06.g1 | AK067461|0s07g0492100 2,00E-22 | proteina da familia UvrD/REP helicase

Cellular de ligagao a retinaldehide,
RRCH7SN13-A08.g1 AK065811|0s05g0267100 6,00E-16 | contendo dominio C-terminal

Proteina contendo motivo alfa estéril
RRCH7SN13-A10.g1 | AK103076]|0s04g0378200 2,00E-36 | (SAM)
RRCH7SN13-B01.g1 AK103944|0s05g0156300 1,00E-150 | Protein disulfide-isomerase precursor
RRCH7SN13-B02.g1 | AK068820|0s11g0220300 7,00E-73 | hipotética

Peptidase S10, da familia serine
RRCH7SN13-B10.g1 | AK066902|0s11g0460800 3,00E-29 | carboxipeptidase
RRCH7SN13-C03.g1 | Os1190534600|0s11g0534600 2,00E-07 | desconhecida
RRCH7SN13-C07.g1 | AK061826|0s01g0358400 0.0 | ribossomal 40S S4

Peptidase S9A, prolyl oligopeptidase,

contendo dominio N-terminal beta-
RRCH7SN13-C08.g1 | AK101718|0s03g0746800 2,00E-29 | propeller
RRCH7SN00-D08.g0 | Os04g0111700|0s04g0111700 1,00E-23 | desconhecida
RRCH7SN13-C10.g1 | AK122138]|0s029g0221900 4,00E-77 | proteina da familia Citochromo P450
RRCH7SN13-D01.g1 | AK072582]|0s11g0194600 8,00E-17 | hipotética
RRCH7SN13-D10.g1 | AK069124|0s07g0526700 1,00E-84 | Terpenol ciclase/prenil transferase

proteina contendo dominio
RRCH7SN13-F10.g1 AK100434|0s04g0672700 3,00E-08 | preniltransferase
RRCH7SN13-F11.g1 0s11g0246600]0s11g0246600 2,00E-71 | Peptidase S1C, da familia hrtA/degQ
RRCH7SN13-F12.g1 0s10g0399000]0s10g0399000 5,00E-08 | desconhecida
RRCH7SN13-G03.g1 | AK102017|0s01g0727900 8,00E-11 | hipotética conservada

Proteina tipo VAMP (Proteina de
RRCH7SN13-G05.g1 | AK068786|/0s01g0866300 1,00E-111 | membrana associada a vesiculas)
RRCH7SN13-G09.g1 | AK066224|0s10g0420900 1,00E-11 | hipotética
RRCH7SN13-H02.g1 | AK108461]|0s07g0623100 1,00E-125 | ER66 (Fragmento)
RRCH7SN13-H03.g1 AK067979|0s06g0135000 2,00E-21 | hipotética conservada
RRCH7SN16-A01.g1 AK064780]0s09g0482100 7,00E-41 | 82 de choque térmico

Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN16-A08.g1 | AK101053]|0s05g0452500 3,00E-08 | ndo caracterizado.

Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN16-A10.g1 | AK065527]|0s11g0235300 1,00E-162 | ndo caracterizado.
RRCH7SN16-B08.g1 0s06g0555300]0s0690555300 1,00E-19 | desconhecida

transportador 8 de potassio (AtPOT8)
RRCH7SN16-B10.g1 | AK111629|0s02g0730300 2,00E-77 | (AtHAKS)

Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN16-B11.g1 | AK066050|0s02g0648000 8,00E-18 | ndo caracterizado.

proteina da familia
RRCH7SN16-C02.g1 | AK064893|0s10g0189100 3,00E-54 | fafosfoglicomutase/fosfomannomutase
RRCH7SN16-C05.g1 AK110485| 5,00E-32 | desconhecida
RRCH7SN16-C06.g1 | AK099539|0s02g0601800 1E-154 | proteina contendo dominio Bromo
RRCH7SN16-C07.g1 | AK110009| 4,00E-15 | desconhecida
RRCH7SN16-D05.g1 0s11g0228900|0s11g0228900 3,00E-23 | desconhecida

Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN16-D12.g1 AK107927|0s02g0438500 3,00E-10 | ndo caracterizado.
RRCH7SN01-A09.g1 | AK105855|0s06g0531200 4,00E-94 | proteina da familia DJ-1




RRCH7SN16-E02.g1

AK106395|0s119g0136800

1,00E-58
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proteina de especificidade dupla
phosphatase 19

RRCH7SN16-E06.91

AK064860]0s03g0839300

5,00E-36

hipotética conservada

RRCH7SN16-F02.g1

AK068012|0s0490346100

2,00E-75

40S ribossomal S27."

RRCH7SN01-B01.g2

desconhecida

RRCH7SN16-G02.g1

AK067239|0s01g0137800

5,00E-36

Transcrito ndo codificador de proteina,
nao caracterizado.

RRCH7SN16-G06.g1

AK065192|0s0890229600

5,00E-78

hipotética

RRCH7SN16-G07.g1 | AK065611]0s06g0701300 2,00E-49 | proteina contendo dominio ABC-1
RRCH7SN16-G09.g1 | Os0690321500/0s0690321500 2,00E-37 | desconhecida
RRCH7SN16-G10.g1 | Os059g0218800|0s05g0218800 2,00E-27 | desconhecida
RRCH7SN16-H04.g1 | AK119907|0s01g0738900 3,00E-15 | hipotética

subunidade Il do centro de reagao do

RRCH7SN16-H11.g1 | AK059890|0s03g0778100 1,00E-150 | fotosistema |
RRCH7SN17-A05.g2 | Os03g0697300|0s03g0697300 1,00E-26 | desconhecida
RRCH7SN17-A11.g1 0s09g0290500]0s09g0290500 5,00E-11 | desconhecida
RRCH7SN17-C11.g2 | Os11g0310900|0s11g0310900 1,00E-102 | desconhecida
proteina da familia Glicerofosforil diester
RRCH7SN17-D10.g1 AK068914|0s02g0187400 1,00E-35 | fosfodiesterase
RRCH7SN01-B12.g1 0s01g0288900]0s01g0288900 3,00E-16 | desconhecida )
AtHVA22e (tipo induzida por Acido
RRCH7SN17-E01.g2 | AK108482|0s02g0747500 2,00E-40 | abscisico)
RRCH7SN17-E10.g2 | AK120701]|0s12g0575300 9,00E-85 | hipotética
RRCH7SN17-F10.g2 | AB111810|0s09g0482100 1,00E-109 | 82 de chogue térmico
RRCH7SN17-G02.g2 | AK120884|0s06g0319700 6,00E-08 | 60S ribossomal L31
RRCH7SN17-G04.g2 | AK069976|0s02g0593600 7,00E-13 | rica em repetigbes de Leucina
Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN23-A02.g1 AK109584|0s04g0397800 5,00E-11 | ndo caracterizado.
RRCH7SN23-A11.g1 0s05g0370400]|0s05g0370400 1,00E-83 | desconhecida
RRCH7SN23-B02.g1 AK120160]0s07g0569100 1,00E-106 | Remorin, contendo dominio C-terminal
RRCH7SN23-D02.g1 0s10g0450700]0s10g0450700 2,00E-12 | desconhecida
RRCH7SN23-D09.g1 0s09g0475300]0s09g0475300 1,00E-111 | desconhecida
Transcrito ndo codificador de proteina,
RRCH7SN01-C03.g2 | AK106630|0s07g0629500 8,00E-52 | ndo caracterizado.
RRCH7SN23-E11.g1 AK072896|0s06g0137500 1,00E-139 | proteina contendo dominio Brix
RRCH7SN23-F01.g1 AK063438|0s02g0123100 1,00E-51 | proteina 2 de controle da divisdo celular
RRCH7SN23-G06.g1 | AK073072]|0s09g0295200 1,00E-08 | hipotética
RRCH7SN23-G08.g1 | AK071296|0s05g0122900 1,00E-74 | BLE1
RRCH7SN23-G10.g1 | 0s02g0122100]0s02g0122100 9,00E-37 | desconhecida
RRCH7SN23-G11.g1 | AK071032|0s11g0206000 1,00E-10 | hipotética
Argonauta e Dicer protein, contendo
RRCH7SN23-H03.g1 | AK111553]|0s02g0672200 6,00E-29 | dominio PAZ
Proteina rica em cisteinas, contendo
RRCH7SN01-C04.g2 | Os02g0694600]0s02g0694600 3,00E-49 | dominio dedos de Zn.
RRCH7SN23-H09.g1 AK065967|0s12g0255200 3,00E-34 | Ca(2+)- nuclease dependente
RRCH7SN23-H11.g1 0s12g0208600]0s12g0208600 7,00E-38 | desconhecida
DnaJ de choque térmico contendo
RRCH7SN01-C12.g2 | AK058365|0s08g0127600 8,00E-08 | dominio N-terminal
RRCH7SN01-D07.g2 | AK066224|0s10g0420900 2,00E-42 | hipotética
RRCH7SN01-D11.g2 | Os05g0118300|0s05g0118300 1,00E-106 | desconhecida
RRCH7SNO01-E08.g2 | AB007193]0s01g0866400 1,00E-102 | Fructose-1,6-bisfosfatase
RRCH7SN01-F04.g2 | Os04g0227600|0s04g0227600 4,00E-38 | desconhecida
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proteina contendo dominio

RRCH7SN01-F07.g2 | AK070228|0s03g0191200 1,00E-26 | WW/Rsp5/WWP
fator de transcrigdo, contendo dominio
RRCH7SN01-F08.g2 | AY177699|0s01g0726400 1,00E-35 | MADS-box

RRCH7SN01-G06.g2

0s10g0557700|0s10g0557700

1,00E-44

hipotética conservada

RRCH7SN01-G11.g2

AK071004|0s0690492000

8,00E-35

proteina da familia CDP-alcool
fosfatidiltransferase

RRCH7SN01-H08.g2

AK068039|0s0490489600

2,00E-89

Proteina contendo dominio de
dimerizacdo Hélice-lago-hélice

RRCH7SN02-A01.g3

AK102700|0s03g0441500

5,00E-96

proteina contendo dominio relacionado
ao transportador ABC

proteina de fungédo desconhecida

RRCH7SN02-A02.g2 | AK068810|0s09g0426100 0.0 | contendo dominio DUF6
RRCH7SN02-B01.g3 | AY626826| 1,00E-128 | desconhecida

RRCH7SN02-B05.g2 | AK121894|0s12g0510000 6,00E-69 | hipotética

RRCH7SN02-B06.g2 | AK109438|0s05g0562200 1,00E-43 | proteina da familia 19 induzida pela seca
RRCH7SN02-B09.g2 | Os07g0583900/0s07g0583900 1,00E-54 | desconhecida

RRCH7SN02-C07.g2 | AK069978]|0s0290529500 1,00E-64 | proteina C tipo SNAP25 (Fragmento)
RRCH7SN02-D01.g2 | AK119685|0s12g0111600 1,00E-133 | Proteina induzida por hipéxia
RRCH7SN02-D02.g2 | Os08g0339500/0s08g0339500 2,00E-48 | desconhecida

RRCH7SN02-D06.g3 | AK071906|0s07g0474700 2,00E-23 | hipotética

RRCH7SN02-D07.g3 | AK119884]| 5,00E-45 | desconhecida

RRCH7SN02-D08.g2 | AK120281]|0s03g0348800 6,00E-47 | hipotética

*Os resultados mostrados nesta tabela s3o para os alinhamentos com e-value menor que 10

TABELA 6 — RESULTADO DA PESQUISA BLAST PARA OS “CONTIGS”

Ndmero de
MRNA Erro/10kb | e-value Numero de Acesso RAP-DB Provavel proteina clones
proteina da familia En/Spm
Contig2 26,38 2,00E-19 | 0s0990244100]0s0990244100 como transposon 2
Contig3 0,01 2,00E-11 | Os0190326900]|0s019g0326900 desconhecida 2
Contig4 8,6 2,00E-11 | Os1190681800]|0s1190681800 desconhecida 2
Contig8 66,53 1,00E-39 | AK108357]|0s0290216400 hipotética 2
Contig9 6,27 2,00E-58 | Os0190816800|0s01g0816800 desconhecida 2
Contig10 72,13 8,00E-34 | AK064150/0s0590283000 hipotética conservada 2
Contig11 36,51 0,00E+00 | AK102263|0s0390648400 DnaJ homéloga a ANJ1. 8
Transcrito ndo codificador de
Contig13 10,33 5,00E-39 | AK067239|0s01g0137800 proteina, ndo caracterizado. 2
Contig14 15,2 1,00E-168 | AK073685|0s0290592300 desconhecida 2
Chloroplast ATP synthase a
Contig16 203 | 1,00E-126 | AK121120|0s1090527100 chain precursor 4
Contig17 165,8| 0,00E+00 | Os07g0104300{0s0790104300 desconhecida 3
proteina da familia peptidase
Contig18 32,2| 0,00E+00 | AK108972]| M24 6
Transcrito ndo codificador de
Contig20 132,45 1,00E-11 | AK110649|0s01g0797700 proteina, n&o caracterizado. 2
Contig21 88,31 7,00E-11 | Os0790178200]0s079g0178200 desconhecida 2
Contig26 173,07 9,00E-40 | 0s1290468100]|0s1290468100 desconhecida 2
Contig28 23,55| 0,00E+00 | AK059208] desconhecida 3
o

*Os resultados mostrados nesta tabela sdo para os alinhamentos com e-value menor que 10



http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=Os09g0244100;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=Os01g0326900;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=Os11g0681800;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK108357;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=Os01g0816800;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK064150;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK102263;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK067239;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK073685;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK121120;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=Os07g0104300;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK108972;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK110649;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=Os07g0178200;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=Os12g0468100;class=seq_id
http://rapdb.lab.nig.ac.jp/cgi-bin/gbrowse_details/IRGSP?name=AK059208;class=seq_id

48

6 — CONCLUSAO

Nossa estratégia de trabalho permitiu a obtengdo de quatro bibliotecas de
cDNA representativas de genes expressos de raizes de arroz inoculadas e né&o
inoculadas com H. seropedicae e na presenga ou auséncia de fonte de nitrogénio.
As bibliotecas obtidas constituem uma importante fonte de material para futuros
projetos de analise de interagao planta-bactéria. A biblioteca de raizes inoculadas
com H. seropedicae por 7 dias foi parcialmente sequenciada e permitiu a obtencéo
de uma colecéo de ESTs que podem conter genes diferencialmente expressos. As
482 ESTs sequenciadas foram analisadas quanto a sua provavel fungao e revelou
genes que podem estar envolvidos na interagéo planta-bactéria. Uma caracterizagéo
aprofundada e anadlises funcionais desses genes devem permitir a confirmagao de
genes relacionados a tal processo e contribuir para o entendimento da interagao de

H. seropedicae com arroz.
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ANEXO 1 - “SCRIPT” RENOMEIA.SH PARA RENOMEAR OS CROMATOGRAMAS
GERADOS PELO MEGABACE



#!/bin/bash

#Renomeando as amostras com o nome do diretério fornecido

PROJNAME="$1"

BASEDIR="$2"
for LISTAin ‘Is $BASEDIR/seq/"
do
if [ $LISTA == RR[CS]H[057][CS]N[0-9][0-9].[bg][0-9] 1]
then

echo Nome das pastas OK
PASTA=$(echo $LISTA | cut -d"." -f1)
DIRECTION=$(echo $LISTA | cut -d"." -f2)

else
echo Erro!Pasta \"$LISTA\" nad estd com nome padrao!!
continue

fi

for CHROMAT in ‘Is $BASEDIR/seq/$LISTA/
do
POCO=$(echo $CHROMAT | cut -d"." -f1)
if cp $BASEDIR/seq/$LISTA/SCHROMAT

$BASEDIR/projetos/$PROJNAME/chromat_dir/$PASTA-$POCO.$DIRECTION
then

echo $PASTA-$POCO.$DIRECTION OK
else
echo Nao foi possivel alterar $BASEDIR/seq/
fi
done
done

exit 0
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ANEXO 2 - “SCRIPT” SPLITFASTAFILE.SH PARA DIVIDIR O ARQUIVO FASTA
DAS SEQUENCIAS EM ARQUIVOS SEPARADOS



#!/bin/bash

# Individualiza sequencias contidas em arquivos FASTA

#
FASTAFILE="$1"

# Individualizando as sequencias FASTA...
NUMCONTIG=$(echo | grep -c \> $FASTAFILE)

# Conta as sequencias

NUM=$((($NUMCONTIG -1))) # No. de sequencias menos 1 para uso no comando "csplit"
PREFIX=$(basename $FASTAFILE) # Pega o nome do arquivo FASTA

csplit -f SPREFIX $FASTAFILE "/>/" {SNUM}

# Coloca as sequencias em arquivos separados

rm -f ${PREFIX}00 # Remove o arquivo "00" vazio

exit 0
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ANEXO 3 - “SCRIPT” WEBBLAST.SH PARA EXECUTAR TODOS OS PASSOS
DESDE RENOMEAR CROMATOGRAS A EXECUGAO DO SOFTWARE CAP3



#!/bin/bash

# Criando diretério do projeto
BASEDIR="/home/liziane/ricedb"
PROJDIR="$BASEDIR/projetos"
PROJNAME="$1"

echo Criando diretérios para o projeto...

cd $PROJDIR

mkdir $PROJNAME

cd $PROJNAME

mkdir edit_dir phd_dir chromat_dir ~ # Diretorios de montagem

mkdir contigs_dir singlets_dir # Diretorios de sequencia

mkdir blastn_dir tblastx_dir web_tblastx_dir # Diretorios para resultados BLAST
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cp $BASEDIR/lib/vector.seq $PROJDIR/$PROJNAME #Copiando o arquivo vector.seq para a pasta

projeto

#Renomeando as amostras
bash $BASEDIR/bin/renomeia.sh $PROJNAME $BASEDIR

#Triming com PHRED

cd edit_dir

echo Rodando o \"PHRED\" com \"trimming\"...

phred -id ../chromat_dir -trim_alt ../chromat_dir -trim_phd -pd ../phd_dir &> /dev/null

#Rodando phredPhrap
echo Rodando \"phredPhrap\"...
phredPhrap > phredPhrap.screen 2> phredPhrap.error

#Rodando Cap

echo Rodando \"CAP3\"...

cap3 $PROJNAME .fasta.screen -o 30 -p 90 > cap3.screen 2> cap3.error
cd ../

#Primeiro os contigs sao divididos

cd contigs_dir

echo Criando arquivos de contig em "pwd’

bash $BASEDIR/bin/splitfastafile.sh

$BASEDIR/projetos/$PROJNAME/edit_dir/SPROJNAME .fasta.screen.cap.contigs &> /dev/null
cd ../singlets_dir

echo Criando arquivos de singlets em "pwd’

bash $BASEDIR/bin/splitfastafile.sh

$BASEDIR/projetos/$PROJNAME/edit_dir/SPROJNAME .fasta.screen.cap.singlets &> /dev/null
cd ../

exit 0



ANEXO 4 — “SCRIPT” BLAST.SH PARA PESQUISA BLAST
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#!/bin/bash
# Executa o BLAST para os contigs e singlets

BASEDIR="/home/liziane/ricedb"

PROJNAME="RRCH7SN"

BLASTDBP="$BASEDIR/lib/rapdb_rap1_all_orf_amino $BASEDIR/lib/rapdb_prediction_orf_amino
$BASEDIR/lib/rapdb_rap1_rep_orf_amino"

BLASTDBN="$BASEDIR/lib/rapdb_rap1_all_orf_nuc $BASEDIR/lib/rapdb_rap1_all_transcripts
$BASEDIR/lib/rapdb_prediction_orf _nuc $BASEDIR/lib/rapdb_rap1_rep_orf_nuc"

# Roda o BLAST
for ARQCONTIG in ‘Is $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/contigs_dir/’

do

blastall -p blastx -d "$BLASTDBP" -i $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/contigs_dir/fSARQCONTIG
-b5 -v5 -0 blastx_dir/${ARQCONTIG}_blastx.out

blastall -p blastn -d "$BLASTDBN" -i $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/contigs_dir/fSARQCONTIG
-b5 -v5 -0 blastn_dir/${ARQCONTIG}_blastn.out

done

for ARQCONTIG in ‘Is $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/singlets_dir/*

do

blastall -p blastx -d "$BLASTDBP" -i $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/singlets_dir/fSARQCONTIG
-b5 -v5 -0 blastx_dir/${ARQCONTIG}_blastx.out

blastall -p blastn -d "$BLASTDBN" -i $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/singlets_dir/SARQCONTIG
-b5 -v5 -0 blastn_dir/f${ARQCONTIG}_blastn.out

done

# Analisa os resultados do BLAST
for BLASTRESULT in ‘Is $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/teste/blastx_dir/"
do

echo ARQUIVO ANALISADO: $BLASTRESULT

bash blast _parser.sh $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/teste/blastx_dir/f$BLASTRESULT
bash blast_parser4gff.sh SBASEDIR/projetos/$PROJNAME/teste/blastx_dir/f$BLASTRESULT
echo
echo "

done

for BLASTRESULT in ‘Is $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/teste/blastn_dir/*
do

echo ARQUIVO ANALISADO: $BLASTRESULT

bash blast_parser.sh $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/teste/blastn_dir/$SBLASTRESULT
bash blast_parser4gff.sh $BASEDIR/projetos/$PROJNAME/teste/blastn_dir/SBLASTRESULT
echo
echo "

done

exit 0



ANEXO 5 - “SCRIPT” BLAST_PARSER4GFF.SH PARA CRIAR TABELA COM
RESULTADOS DA PESQUISA BLAST COM INFORMAGOES DA ANOTAGCAO
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#!/bin/bash

# Executa o BLAST para os contigs e singlets
#

BLASTRESULT="$1"
GFFDIR="/home/liziane/ricedb/lib/rap-db/GFF_forDL"
GFFFILE=(all_loci.gff predicted_loci.gff predicted_transcript.gff)

CONTIGNAME=%(echo $BLASTRESULT | cut -d"." -f5)
echo
echo $CONTIGNAME

if grep "***** No hits found *****" $BLASTRESULT > /dev/null
then
echo Nenhum Hit encontrado para $BLASTRESULT
else
ORFID2=$(grep -m1 M\> $BLASTRESULT | cut -d"|" -f2)
echo CONTIG: $CONTIGNAME
if [ SORFID2 ]
then
echo ORF: $ORFID2

for ((i=0; i<${HGFFFILE[*]}; i++))
do
RESULT=$(grep $ORFID2 $GFFDIR/${GFFFILE[$i]})

if [ "$RESULT" ]
then
echo FOUND IN: ${GFFFILE[$i]}
echo $RESULT | tr ;" "\n"
else
echo NOT FOUND IN: ${GFFFILE[Si]}!
fi

done
else
echo ORF: Ndo encontradal!
fi
fi

exit 0



ANEXO 6 — "SCRIPT" BLAST_PARSER.SH PARA CRIAR TABELA COM
RESULTADOS DO BLAST COM INFORMACOES SOBRE O ALINHAMENTO
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#!/bin/bash

# Analisa um arquivo com resultado de busca com o BLAST
# Informacgdes do primeiro hit sdo extraidas
#

BLASTRESULT="$1" # Arquivo de resultado BLAST
FLAG=

while read LINE
do

if [ FLAG ] && echo $LINE | grep ALength > /dev/null
then
SUBJLENGTH=$(echo $LINE | cut -d"=" -f2)
FLAG=
elif [ SFLAG |
then
DESC=$DESCS$LINE
elif echo $SLINE | grep > > /dev/null
then
DESC=$(echo $LINE | tr -d ">")
FLAG=1
elif echo $LINE | grep *Query= > /dev/null
then
QUERY=$(echo $LINE | tr-s " " | cut -d" " -f2)
elif echo $LINE | grep ALength= > /dev/null
then
QUERYLENGTH=$(echo $LINE | cut -d"=" -f2)
elif echo SLINE | grep \(.*letters\) > /dev/null
then
QUERYLENGTH=$(echo $LINE | cut -d"(" -f2 | cut -d" " -f1)
elif echo $LINE | grep "Score =" > /dev/null
then
SCORE=$(echo $LINE | tr-s " " | cut -d" " -f3)
EXPECT=$(echo $LINE |tr-s " " | cut -d" " -f8)
elif echo $LINE | grep Identities > /dev/null
then
IDENT=$(echo $LINE |tr-s" " | cut -d" " -f3-4 | cut -d "," -f1)
POSIT=$(echo $LINE | tr-s" " | cut -d" " -f7-8 | cut -d "," -f1)
GAPS=$(echo $LINE | tr-s " " | cut -d" " -f11-12)
break
fi

done < "$BLASTRESULT"

# Imprime o resultado

echo QUERY: $QUERY

echo QUERYLENGTH: $QUERYLENGTH
echo DESCRIPTION: $DESC

echo SUBJECTLENGTH: $SUBJLENGTH
echo SCORE: $SCORE

echo E VALUE: $EXPECT

echo IDENTITY: $IDENT

echo POITION: $POSIT

echo GAPS: $GAPS

exit 0
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