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Emprego do in silico de genes de bactérias patogénicas para cultivos agricolas
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Resumo: Bioinforméatica é uma pratica recente que estd melhorando a cada dia. As inovacdes
tecnoldgicas estdo permitindo a criacdo de software que auxiliam na compreensdo da taxonomia
classica. A utilizacdo de estudos in silicos, sem interferéncia humana, para avaliar o grau de
compatibilidade de diferentes genes e, assim, melhorar os métodos e técnicas empregadas nas diversas
areas de ciéncias agricolas. Este estudo teve como objetivo utilizar ferramentas online de
bioinformatica para verificar compatibilidade entre genes que afetam cultivos agricolas. Questdes
metodoldgicas incluiram o uso de ferramentas como o NCBI, CAP3, ORF, BLAST e PRIMER3. Os
resultados mostraram compatibilidade com genes de Nitrosomonas, uma importante proteobactéria
nitrificante para o ciclo do nitrogénio. Bioinformatica andlise in silico de genomas multiplos torna-se
uma abordagem rapida, pratica e objetiva para a identificacdo de genes e definicdo de relagdes
taxondmicas.
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1. INTRODUCAO

As Ciéncias Agrarias formam uma area multidisciplinar de estudos e pesquisas, envolvendo
varios campos do conhecimento (Engenharias Agricola, Ambiental, de Pesca e Florestal, Medicina
Veterinaria, Agronomia, Zootecnia, entre outros). E uma area que visa o aumento da producio
agropecudria, o aperfeicoamento técnico e melhorias no manejo e preservacdo dos recursos naturais e
englobam, atualmente, alguns dos campos mais promissores em termos de pesquisas tecnoldgicas,
dentre os quais a engenharia genética. Neste sentido, as ciéncias agrarias estdo cada vez mais se
inserindo e absorvendo as inovacOes tecnolOgicas existentes atualmente, tais como o emprego da
bioinformatica (Oliveira e Franca, 2010).

O uso da bioinformatica trouxe uma mudanga na maneira que as invencgdes bioldgicas podem
ser protegidos por leis de patentes. Usando abordagens desenvolvidas nas areas de ciéncia da
computacdo, requerentes de patentes agora procuram proteger certos aspectos de suas invengdes, que
incluem software, métodos de fazer negdcios e usos da informacdo bem como os mais tradicionais
produtos e processos biotecnoldgicos (Maschio e Kowalski, 2001). Experimentos in silico sdo aqueles
em que o comportamento dos individuos envolvidos é descrito com modelos computacionais, sendo
composto exclusivamente por modelos numéricos onde nenhuma interacdo humana é permitida. Este
trabalho objetivou avaliar através de software de bioinformatica online genes de bactérias que afetam
cultivos agricolas.

2. MATERIAL E METODOS

7

O estudo in silico é realizado por meio da utilizagdo de ferramentas computacionais,
disponiveis através de softwares ou mesmo online. Em nosso estudo, foram utilizadas ferramentas
online (NCBI, CAP3, ORF, BLAST e PRIMER3) para comprovacdo da viabilidade deste tipo de
artificio nos diversos campos das ciéncias agrérias, atreladas a biotecnologia. Para identificacdo dos
nove genes in silico, descritos na tabela 1, foi realizado, inicialmente, uma busca no banco de dados do
Genbank localizado no NCBI (National Center of Biotechnology Information) para identificacdo das
sequéncias de genes disponiveis. Em seguida, foi realizada uma sele¢do de sequéncias codificadoras
(CDS) pertencentes a essas familias de genes. Nesta etapa foi possivel analisar, comparativamente, a
quantidade de dados disponivel no banco de dados do NCBI referentes ao nimero de familias de genes
descritas e ao numero de CDS disponiveis para cada género. Posteriormente, as sequéncias foram
clusterizadas, utilizando-se o programa Sequence Assembly Program - CAP3 (Huang & Madan, 1999;
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CAP3, 2011). Em seguida, foi feita a identificacdo das respectivas Open Reading Frame (ORFs) com
o0 programa ORFinder (ORFINDER, 2011), com a identificagdo das regides 3'-UTR e 5-UTR de cada
uma das sequéncias. As ORFs foram submetidas ao BLASTN para a identificacdo e selecdo de
sequéncias correlacionadas aos genes (BLAST, 2011). Nessa etapa, as ORFs foram comparadas a
outras sequiéncias depositadas no banco de dados do NCBI database. Finalizando, para desenho dos
iniciadores foi utilizado o programa PRIMER3 (Rozen & Skaletsky, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de acesso ou accession number é o identificador do registro da sequéncia depositada
no GenBank, que combina letras e nimeros, e que pertence entdo a colecdo de sequéncias do banco de
dados. Normalmente, este identificador compreende a combinacdo de uma letra seguida de cinco
digitos ou duas letras e seis digitos (Amaral et al., 2007). Ele representa o relatério completo da
sequéncia e ndo somente a sequéncia em si. A tabela 1 lista nove nimeros de acessos com suas
respectivas sequéncias génicas utilizadas neste trabalho, enquanto a figura 1 ilustra a localizagdo das

sequéncias selecionadas.

Tabela 1 — Sitios de insercdo usados em bioinformatica para Uncultured bacterium partial 16S rRNA

gene
NUmero de acesso Sequéncia CAP3

>(i|343887224|emb|FR875177.1 GGAGGAAAGTAGGGGATCGCAAGA | >Contigl

C.. GGAGGAAA
>(i|343887223)emb|FR875176.1 GGAGGAAAGTAGGGGATCGCAAGA | GCAGGGGA

C.. TCGCAAGA
>0i[343887222|emb|FR875175.1 GGAGGAAAGTAGGGGATCGCAAGA | CCTTGCGC

C.. TAAAGGAG
>(i[343887221|emb|FR875174.1 GGGAGAAAGTAGGGGATCGCAAGA | CGGCCGAT

C.. GTCTGATT
>0i|343887220|emb|FR875173.1 GGGAGAAAGCAGGGGATCGCAAGA | AGTT

C.. AGTTGGTG
>(i[343887219|emb|FR875172.1 GGAGAAAAGCAGGGGATCGCAAGA | GGGTAAAG

C.. GCCTACCA
>gi[343887218emb|FR875171.1 GGAGAAAAGCAGGGGATCGCAAGA | AGGCAACG

C. ATCAGTAG
>0i[343887217|emb|FR875170.1 GGAGGAAAGCAGGGGATCGCAAGA | CTGGTCTG

c. AGAGGACG
>(i|343887216/emb|FR875169.1 GGAGAAAAGCAGGGGATCGACAAA

AC...
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1 GenBank j Rediaw | 100 + @ Frame from to Length

1 on 3015 114

Length: 37 aa
‘ Accapt ‘ ‘ Alternative Infiation Codons

11¢ ecgtecteteagaccagetactgategttqocttggtaggecttta
R PLREPRPRTIDRCLGREL

71 ceccaccaactaactaatcagacateggeegetectttagegeas
PHQLINQTSAAPL 2

£t gotettgegatecocetgetttoet 3
ELAIPCEFTE

Figura 1 — Localizagdo da sequéncia >Icl|Sequence 1 ORF:3..116 Frame -1, com 37 amino&cidos.

A utilizacdo das informacdes dos bancos de DNA e proteinas é de grande utilidade para a
elucidagdo da fungdo e expressdo de novos genes. Os dados disponiveis podem ser utilizados de duas
formas, direta - implica em identificar sequéncias similares, ou com propriedades comuns, e
estabelecer relagbes entre elas (por exemplo, filogenia molecular); e indireta - é feita através da
predicdo de regibes e sequéncias de genes relacionados, em espécies desconhecidas, através de
alinhamento local (BLAST) (Malone et al., 2006). Os resultados desta pesquisa in silico online
indicaram compatibilidade dos genes pesquisados com a nitrosomomas, uma proteobactéria
nitrificante importante no ciclo de nitrogénio, transformando amoniaco em nitrito. N&o houve outra
deteccdo de compatibilidade, sobretudo com bactérias patogénicas, em relacdo aos géneses
selecionados.

4. CONCLUSOES
De acordo com os dados obtidos, ndo houve relacdo dos genes selecionados com bactérias

patogénicas. O que ndo significa que a ferramenta online é invalida. O trabalho é sugestivo para
novas combinacdes de genes a fim de conhecer diferentes graus de compatibilidade.
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