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RESUMO

A Xanthomonas arboricola pv. juglandis é um organismo com presente resisténcia ao metal
Cobre e o causador da ferrugem bacteriana, fitopatogenia que acomete Nogueiras, em todo o
mundo. Através de estudos in silico da espécie, foram realizadas andlises, em nivel molecular,
de hipéteses acerca do operon cop e do gene de resisténcia copB, além de comparacdes
genOmicas entre a espécie bacteriana e outras espécies filogeneticamente préximas. Por meio
da utilizacdo de softwares de comparagdo gendmica como: EDGAR 3.0 e MAUVE, foi
possivel identificar os organismos mais proximos filogeneticamente do organismo referencial
deste estudo, sendo eles: Xanthomonas campestris pv. campestris, com 253 sequéncias
compativeis e Xanthomonas hortorum pv. carotae com 148 sequéncias compativeis. Baseado
no resultado de identificacdo de similaridade em alinhamentos, gerado pelo software
BLAST2GO, foram filtrados 5 genes relacionados a resisténcia ao cobre: copA, copB, copC e
copD, sendo o gene copB expressado duas vezes. Juntamente com os genes citados, outros
genes relacionados a funcionalidade da resisténcia também foram identificados: expressdo de
amina oxidase, expressao de transportador de cobre ABC ATPase, expressao de homeostase
do cobre cutC, expressdo de multicobre oxidase (MCO), expressdo de regulador transcricional
da familia copG e expressdo de chaperona de cobre PCu(A)C. A predicdo de processo
bioldgico associado a proteina copb 119 indicando paridade com a copb 3389 no que se refere
ao processo bioldgico. Alinhamento entre os genes copB apresentou taxa de similaridade
residual igual a 58,9% e Identidade residual igual a 47,0%. RMSD de alinhamento estrutural

entre os genes copB foi igual a 3.22.

Palavras-chave: Bioinformatica. Andlise molecular. Predicao estrutural. Xaj 417.

Alinhamento estrutural.



ABSTRACT

Xanthomonas arboricola pv. juglandis is an organism with present resistance to the metal
Copper and the cause of bacterial blight, pythopatogen that affects Walnut trees worldwide.
Via in silico studies of the species, molecular level analyses of hypotheses about the cop
operon and the copB resistance gene and in addition, genomic comparisons between the
bacterial species and two other phylogenetically close species were performed. Using
genomic comparison softwares such as EDGAR 3.0 and MAUVE, it was possible to identify
the organisms phylogenetically closest to the reference organism of this study: Xanthomonas
campestris pv. campestris, with 253 compatible sequences and Xanthomonas hortorum pv.
carotae with 148 compatible sequences. Based on the result of similarity identification in
alignments, generated by BLAST2GO software, 5 genes related to copper resistance were
expressed: copA, copB, copC and copD, where the copB gene was expressed twice. Along
with the mentioned genes, other genes related to resistance functionality were also identified:
amine oxidase, copper ABC transporter ATPase, copper homeostasis protein cutC,
multicopper oxidase (MCO), copG family transcriptional regulator and copper chaperone
PCu(A)C. The copB 119 prediction of biological process indicates response to copper ion, a
parity with copB 3389 regarding the biological process. Similarity between copB genes:
58,9%, Identitity between copB genes: 47,0%, and RMSD value of copB genes structural

alignments is 3.22.

Keywords: Bioinformatics. Molecular analysis. Structural Prediction. Xaj 417. Structural

alignment.
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1. INTRODUCAO
1.1 Género Xanthomonas

O género Xanthomonas, pertencente a familia Xanthomonadaceae, ¢ um género de
bactérias gram-negativas, baciliformes e aerdbicas, que compde 27 espécies, sendo a maioria
dessas espécies designadas como fitopatégenos (SHARMA; GAUTAM & WADHAWAN,
2014) (ANDREANI; FASOLATO, 2017).

Mesmo com a capacidade de colonizar até 400 espécies de plantas, o gé€nero
Xanthomonas, apresenta espécies e patovares de grande especificacdo, que conseguem

colonizar tecidos da espécie hospedeira (RYAN et al., 2011).
1.1.1 Xanthomonas arboricola pv. juglandis e patogenia relacionada

Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj) (Pierce 1901) é designada como uma
proteobacteria patogénica associada a plantas (SWINGS; CIVEROLO, 1993). Classificada
como gammaproteobacteria, a Xaj acomete principalmente a espécie de planta Juglans regia,
causando a ferrugem bacteriana, como é popularmente conhecida, no limbo e no fruto da

espécie (FERNANDES et al., 2017).

A infeccao pela bactéria Xanthomonas arboricola pv. juglandis depende das condi¢des
ambientais, da quantidade de patégeno em gemas individuais (inéculo) e da quantidade de

cancros presentes (UC ANR STATEWIDE INTEGRATED PEST MANAGEMENT, 2017).

A presencga da bactéria pode ser identificada pela aparicdo de pontos necrdticos nas
folhas (Fig. 1) e manchas (Fig. 2) nos galhos e frutos. Considerada um fator limitante na
producdo de Juglans regia, a Xaj pode prejudicar 50% dos frutos, ocasionando perda severa

na produtividade da espécie (GIOVANARDI et al., 2015).

Figura 1 - Pontos necréticos nas folha de J. regia causadas pela bactéria Xanthomonas arboricola pv. juglandis.



Fonte: Monika Katuzna et al.

Figura 2 - Manchas no fruto da J. regia causadas pela bactéria Xanthomonas arboricola pv. juglandis.

(b)

Fonte: Monika Katuzna et al.

1.1.2 Cepa 417 da Xanthomonas arboricola pv. juglandis

13



14

Descrita em 2015, a cepa 417 da espécie X. arboricola pv. juglandis, ¢ uma cepa
resistente ao cobre isolada de um cultivar de noz Chandler afetado pela ferrugem bacteriana,

na cidade de Chico, estado da Califérnia, em 2012 (PEREIRA et al., 2015).
1.2 Juglans regia L e sua importancia

A Nogueira (Juglans regia L.), familia Juglandaceae, também designada como
nogueira-comum, € uma espécie de angiosperma descrita em 1753 por Linnaeus (IPNI, 20--) e

de origem na Asia Central.

A J. regia (Fig. 3) possui folhas alternas, imparipinadas com 3-9 foliolos, sua copa é
densa e ampla e consegue chegar até 30 metros de altura (FLORESTAR, 20--). Seu fruto, a
noz, é¢ de grande valor econdmico assim como sua madeira (EBRAHIMI, 2016), além disso a
espécie € utilizada na fabricacdo de licores, cosméticos, tintas e na medicina tradicional

(CABRAL, 2008).

Figura 3 - Juglans regia L. localizada no Jardim Botanico da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro

(UTAD).
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Fonte: Tim Sheerman-Chase, 2017.

No que se refere as nozes (Fig. 4), consumidas mundialmente, estdo relacionadas
beneficamente a satide, onde a ingestdo do fruto traz como vantagens o controle de
deslipidemia e hipertensdo (CABRAL, 2008) e a espécie também se encontra presente em
diversos estudos voltados para o tratamento de diabetes e condi¢cdes inflamatdrias juntamente
com outras plantas medicinais (PANTH, 2016). O cultivo da Juglans regia atualmente ¢ feita

em véarios paises sendo os trés principais: Estados Unidos, China e Turquia (RIGO et al.,
2016).

Figura 4 - Noz da Juglans regia.
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Fonte: Jonson22, commons.wikimedia.org.

1.3 Cobre

O cobre ¢ um elemento metdlico de nimero atdmico 29 e peso atdmico 63,54, com
coloracdo marrom avermelhado, quando encontrado em sua forma pura e com densidade de
8,94 g/cm3. Sdo presentes no cobre dois isétopos estdveis, °Cu e Cu e quatro estados de

oxidac¢do assumiveis: +0,+1,+2 e +3 (ELLINGSEN et al, 2015).

No século XIX sua utilizacdo era favordvel devido as propriedades mecénicas desse
metal ou seja maleabilidade, trabalhabilidade e sua adequacdo para fundicdo (CDA, 2010).
Neste século a utilizacdo do cobre continua sendo muito requisitada nas mais variadas 4reas
do mercado como: produtos antimicrobianos, componentes eletronicos, energia renovavel,

permutadores de calor e tecnologias de informacdo e telecomunicagdo (CDA, 2010)

1.3.1 Atributos antimicrobianos
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Desde 2008, quando a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
listou aproximadamente 300 ligas metdlicas contendo cobre, considerando-as como eficientes
agentes antimicrobianos, o nimero de estudos voltado as propriedades antimicrobianas do

cobre cresceram significamente (VINCENT et al., 2016).

Mesmo com seu grande potencial como agente antimicrobiano, condi¢des para essa
potencializacdo devem ser consideradas, entre elas a aplica¢do por via seca ou umida do cobre.
Estudos relacionados a via de aplicacdo apresentam resultados semelhantes, indicando que a
eficdcia na aplicacdo por via seca € mais rdapida do que na aplicacdo por via Umida

(VINCENT et al., 2016).

1.3.2 O uso do cobre como biocida em plantas

O termo Biocida pode ser definido como uma preparagdao formada por uma ou mais
substancias ativas e que tem como objetivo exercer um efeito de controle sob um organismo,
destruindo-o ou tornando-o menos prejudicial por meios quimicos ou bioldgicos

(MICHALAK & CHOJNACKA, 2014).

A preparacdo pode exercer funcionalidade como um agente eletrofilico, causando dano
em enzimas para impedir crescimento € metabolismo e consequentemente ocasionando morte
celular ou ainda, funcionar como um agente que atue diretamente na membrana celular

(MICHALAK & CHOJNACKA, 2014).

Utilizado em grandes concentragdes como biocida, o cobre interage com dcidos
nucleicos, rompimento de sitios ativos em enzimas, interfere no sistema de transporte de
energia e rompe a integridade de membranas celulares (LAMICHHANE et al., 2018).
Existem estudos que indicam a frequente aplicacdo de cobre como causa de resisténcia em

bactérias. (LAMICHHANE et al., 2018).

1.4 Analise Genomica e o uso de banco de dados biolégicos

Em The Delphic Boat: What Genome Tell us (DANCHIN, 2002), a andlise de

genomas € acentuada como uma ramifica¢do da bioinformaética, que acompanhada do termo in
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silico define uma sequéncia de técnicas computacionais voltadas a hipdteses bioldgicas por
meio de estudos moleculares (DANCHIN, 2002). Para a analise in silico sdo utilizadas
ferramentas que identificam e caracterizam genes, identificam elementos transponiveis e
também a correlagdo entre diferentes genomas na busca de pontos evolutivos comuns (VERLI,

2014).

Comumente, a informética estd inserida do inicio ao fim no que se refere a dados
genOmicos, sendo utilizada desde a coleta de dados até a conducdo dos mesmos para
utilizacdo em proximas etapas (DANCHIN, 2002). O investimento na busca de novos
algoritmos para a andlise genOmica € constante, tornando-os cada vez mais amplos devido a

complexidade e aumento do nimero de sequéncias analisadas (VERLI, 2014).

Baseado na andlise genOmica, é possivel explorar uma variedade de tépicos, sendo
eles: montagem de genomas, montagem de transcriptomas, anotacdo gé€nica e anotacdo de

RNAs nio codificantes (VERLI, 2014).

z

Um banco de dados bioldgicos, para a bioinformética, ¢ uma fonte de dados de
extrema importancia devido a sua capacidade de armazenamento de informagdes, organizacao
e compartilhamento (ZOU et al., 2015). A partir da facilidade presente nas tecnologias
sequenciais, existe um crescimento exponencial quanto a criacdo de bancos de dados para

gerir a grande quantidade de novas informacdes (ZOU et al., 2015).

Presente neste estudo, o banco de dados nucleotidicos, NCBI (National Center for
Biotechnology Information), recolhe de repositdrios online: genes, genomas e sequéncias de
transcricdo, unindo os dados em apenas um banco (MUKHOPADHYAY et al., 2018) para

auxiliar a coleta de informagdes.

1.5 Deep learning e bioinformatica estrutural

Em consequéncia da grande quantidade de dados gerados atualmente, o Deep
Learning, também denominado como Aprendizagem Profunda, encontra-se incluido no
campo de Inteligéncia Artificial, mais especificamente na metodologia de Aprendizado de

Méquina que estd presente na construcdo de ferramentas computacionais usadas na
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Bioinformética (LECUN, 2019; KOUMAKIS, 2020).

Agora, 0 mesmo algoritmo, Deep Learning, utilizado em processamento de imagens e
reconhecimento oral estd sendo implementado na modelagem de proteinas de forma que possa
ser uma vantagem na andlise de banco de dados sequenciais e estruturais (KUHLMAN &

BRADLEY, 2019).

A bioinformadtica estrutural, quando voltada para estudo de proteinas, busca descobrir
o vinculo entre aminodcidos e suas fungdes e consequentemente auxiliar na identificagao ou
delineamento de proteinas capazes de se ligarem em sitios especificos

(TORRISL;POLLASTRI & LE, 2020).

Sendo assim, o rdpido avanco de softwares e automagdo causaram aumento no ritmo
de determinacdo de estruturas experimentais e consequentemente acelerou o crescimento do
banco de dados voltado a estrutura de proteinas, o Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al.,

2000), que hoje contém 181.969 macromoléculas estruturadas.

1.5.1 Niveis de estruturacdo proteica

Aminoécidos sao unidades estruturais formadoras de uma proteina e sdo precisamente
denominadas como a-aminodcidos (CHOUDHURI, 2014). A localizacdo de aminodcidos na
conformagdo proteica consequentemente dita a funcdo da proteina e a interacdo com 0 meio:
proteinas em meio hidrofébico dispdem de cadeias laterais apolares que interagem com
membranas lipidicas, enquanto proteinas em meio aquoso, como citosol, possuem cadeias

laterais polares para interagdo com o meio (CHOUDHURI, 2014).

Uma proteina compreende quatro niveis de estruturacdo: estrutura primdria, estrutura
secunddria, estrutura tercidria e estrutura quaternaria (CHOUDHURI, 2014). A estrutura
primdria abrange a sequéncia de aminodcidos enquanto a secunddria refere-se a conformacao

polipeptidica, sendo a-hélice e a folha-f as principais estruturas (CHOUDHURI, 2014).

A estrutura tercidria consiste na estrutura secunddria em espaco tridimensional

causado pelo enovelamento da cadeia e a estrutura quaterndria se dd por uma estruturacio
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alcancada por proteinas com mais de uma cadeia polipeptidica onde cada cadeia € uma

subunidade com estruturacdes especificas (CHOUDHURI, 2014).

A diversidade de fungdes moleculares realizada por proteinas sucede da sua
estruturacdo tridimensional, determinada por sequéncias de aminodcidos codificadas

geneticamente (KUHLMAN & BRADLEY, 2019).

1.5.2 Modelagem Molecular: método threading

Entende-se por modelagem molecular como um conjunto técnico e tedrico que gera
representacdes de estruturas moleculares e simula seu funcionamento (GU & LI., 2011).
Atualmente a modelagem computacional € estabelecida pela unido da bioinformética

estrutural e a fisica molecular computacional (BRINI; SIMMERLING & DILL, 2020).

No que se refere a predicdo estrutural 3D de uma proteina, seus métodos sdo
categorizados em trés principais vias: métodos ab initio, Threading e Modelagem por

Homologia/ Comparativa (KUMAR et al., 2019).

A predicao de enovelamento de proteinas (7Threading), consiste no reconhecimento de
similaridade do modelo de estrutura enovelada (JONES; TAYLOR; & THORNTON, 1992)
onde o alinhamento comparativo considera fatores como por exemplo: a preferéncia a
acessibilidade ao solvente, preferéncia por uma estrutura secunddria especifica e interagcdo

entre segmentos vizinhos e consequentemente pontua esses alinhamentos (ALMEIDA, 2016).

1.6 Resisténcia bacteriana

O cobre pode acontecer em duas formas idnicas em um sistema bioldgico, sendo elas:
Cu(I), dominante no ambiente intracelular de natureza redutora e Cu(Il), dominante no meio

extracelular de natureza oxidativa (PALUMAA, 2013).

De modo geral, no que se refere ao termo resisténcia bacteriana, diversos mecanismos
estdo relacionados, sendo esses mecanismos: alteracdes de permeabilidade na

parede/membrana das células, restringindo o acesso antimicrobiano a sitios de acdo; efluxo
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ativo do antimicrobiano para o meio externo; mutagdes no sitio de acdo; modificacdo ou
degradacdo do antimicrobiano por enzimas e obten¢do de caminhos metabdlicos alternativos

para os ja inibidos (MCDERMOTT et al, 2003).

Os primeiros padrdes de resisténcia e homeostase relacionada ao cobre em bactérias
Gram-negativas foram oriundos do sistema de efluxo de cobre, que ocorre no cromossomo da
E. coli e sistema pco da E. coli que ocorre no plasmideo assim como o sistema cop de
Pseudomonas syringae (COOKSEY, 1994) (RENSING & GRASS, 2003) (BONDARCZUK
& PIOTROWSKA-SEGET, 2013).

A identificacdo de resisténcia ao cobre por uma bactéria em plantas teve seu primeiro
caso apenas em 1980. A partir desta identificacdo, comegcaram a surgir inimeros estudos
voltados para a caracterizagdo de cepas sensiveis ao cobre e os possiveis mecanismos por tras

dessa resisténcia em bactérias causadoras de patégenos em plantas (MARQUES et al., 2009)

1.6.1 Operon cop

Em 1961, proposto por Jacob e Monod, o termo operon refere-se a genes controlados
por um unico promotor (JACOB; MONOD, 1961) sendo o operon cop e seus quatro genes
(copABCD) de resisténcia ao cobre pela primeira vez identificados em 1986, por meio de
estudos voltados a espécie Pseudomonas syringae (COOKSEY, 1994). No mesmo ano, o
operon cop também foi identificado pela primeira vez no género Xanthomonas, espécie X.

campestris (COOKSEY, 1994).

Designadas como proteinas do espago periplasmético, a copA e a copC sao codificadas
pelo operon cop assim como a copD, que é considerada uma proteina da membrana interna e a
copB, proteina localizada na membrana externa bacteriana (COOKSEY, 1994). Em estudos
realizados em 1991 e 1992, foram atribuidas a essas proteinas as fungdes de sequestro e
regulacdo de comportamento do cobre no espaco periplasmatico e membrana externa (CHA;

COOKSEY, 1991) (COOKSEY; AZAD, 1992).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Realizar uma comparacdo gendmica da Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417
com outras duas espécies filogeneticamente mais proximas, identificar os genes resistentes ao
cobre na Xaj 417 por meio de andlise genOmica e expor possiveis fundamentos para a

resisténcia do organismo ao cobre com o estudo in silico.

2.2 Objetivos especificos

e C(Coleta de dados do organismo Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417.

e Visualizacdo gendmica da Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417 utilizando o

software CGView.

e Construgdo da arvore filogenética e diagrama de Venn no software EDGAR 3.0 para

comparagdo gendmica do organismo com outras duas espécies mais proximas.

e Alinhamento comparativo da Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417 com as
sequéncias das duas outras espécies mais préximas utilizando o software Mauve para

encontro de similaridade gendmica.

e Alinhamento comparativo entre copBs utilizando o software EMBOSS.

e Predi¢do estrutural e funcional das copBs por meio do servidor C-I-TASSER.

e Alinhamento estrutural pelo software UCSF Chimera.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Organismo e levantamento de dados

3.1.1 Organismo

O genoma da proteobacteria Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417, foi o referencial

escolhido para o desenvolvimento deste estudo.

3.1.2 Distribui¢ao de dados

Inicialmente, foi utilizado o banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) que fornece a qualquer um que o acesse, informagdes gendmicas

de qualquer organismo ja estudado.

A sequéncia de nucleotideos referente a Xaj 417, foi baixada em formato FASTA
(LIPMAN & PEARSON, 1988) que é um algoritmo para comparacdo de sequéncias e depois
submetida ao BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al, 1990) por
meio do software Blast2GO com o objetivo de identificar locais de grande similaridade em
alinhamentos com outros organismos através de sequéncias de nucleotideos ou proteinas

(FRANKEL;RICHTER, 1998).

3.2 Genomica Comparativa

Nesta etapa foi trabalhado o grau de relagcdo entre o genoma da X. juglandis 417 com

genomas de outras espécies pertencentes ao género Xanthomonas.

3.2.1 Visualizacao do genoma bacteriano

Circular Genome Visualization (CGView) (http://cgview.ca/) é uma ferramenta de
comparacdo gendmica que gera mapas de alta qualidade de genomas circulares como o de

bactérias.
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A sequéncia em formato FASTA foi submetida ao programa que por meio de BLAST,
comparou a sequéncia genomica da Xaj 417 com outras sequéncias, convertendo os resultados

em um mapa da sequéncia gendmica completa.
3.2.2 Arvore Filogenética e Diagrama de Venn

O software EDGAR 3.0 (https://edgar3.computational.bio.uni-giessen.de), auxilia na
andlise comparativa entre genes combinada a representacdo visual desta comparacio (BLOM

et al, 2016).

Nesta etapa, foi originada pela ferramenta, uma arvore filogenética contendo o género
Xanthomonas e consequentemente os dois organismos mais proximos a Xanthomonas
arboricola pv. juglandis 417, por meio do método neighbor-joining, proposto por Saitou e
Nei em 1987, onde o par de sequéncias que apresentar a menor distancia € identificado, unido

por um né que representa o ancestral comum deste par de sequéncias e incorporado na arvore

(VERLI, 2014).

Ja na construcdo do diagrama de Venn, os genomas das duas espécies mais proximas
filogeneticamente da Xaj 417, foram utilizados no célculo da equiparacdo entre os genomas

para representacao visual pelo diagrama.
3.2.3 Alinhamento de sequéncias

Nesta etapa, com o uso do software Mauve (Multiple Genome Alignment)
(http://darlinglab.org/mauve/mauve.html), o genoma da Xaj 417 juntamente com 0s genomas
de outras duas Xanthomonas que se encontram proximas na drvore filogenética, foram
submetidos a um alinhamento com o objetivo de identificar o grau de similaridade entre esses

organismos além da visualiza¢do das sequéncias gendmicas e regides especificas das bactérias.
3.3 Genes referentes a resisténcia ao cobre

Mediante a distribuicdo de dados gerada pelo software BLAST2GO, os genes

relacionados a resisténcia ao cobre foram manualmente filtrados para estudo conceitual dos
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mesmeos.

3.4 Andlise comparativa estrutural e funcional das copBs

3.4.1 Analise estrutural

3.4.1.1 Alinhamento global de sequéncias

EMBOSS (The European Molecular Biology Open Software  Suite)
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/), ¢ um pacote de software que pode ser
operado por meio de linha de comando no navegador web e que contém mais de 100

aplicacdes, sendo uma das principais o alinhamento global de sequéncias que utiliza o

algoritmo Needleman-Wunsch (RICE; LONGDEN & BLEASBY, 2000).

As sequéncias de entrada das proteinas copB 119 e copB 3389, foram enviadas de

modo respectivo e as op¢des de alinhamento global do software mantidas como padrao.

3.4.1.2 Predi¢do estrutural e funcional

O C-I-TASSER (https://zhanggroup.org/C-I-TASSER/), servidor online utilizado
nesta etapa do estudo, consiste em um método com alta precisdo de predicdo de estrutura
proteica e funcdo, de modo que a partir de uma sequéncia submetida é gerada a estrutura e

consequentemente fungdes bioldgicas relacionadas (ZHENG et al., 2021).

Anteriormente geradas pelo software BLAST2GO, as duas sequéncias submetidas
(Fig. 5) (Fig. 6) ao servidor correspondem a proteina de resisténcia ao cobre: copB, que

ocorre duas vezes durante a anotagdo gendomica da Xaj 417.

copB 119 - 253 residuos
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Figura 5 - Sequéncia da copB 119 submetida ao servidor C-I-TASSER.

C-I-TASSER On-line Server (View example output):

Copy and paste your sequence below ([10, 750] residues in FASTA format). Click here for a sample input:
megmdhaamghsattseprtpipkvtdidraaavpppsdhpvhdntighyvlfnrleawnadpgtggawegqgs

wigtdlnrlwlrsegerndgrteaadlevlygrsvapwwdlvagirqdfkpgssgtyaafavgqglapmkfevs
stayigerggtaarfeaeyellltnrwilgqplasielfgkddpargigsglstaclglrlryeftrgfapyis
lvyerafgntadlrrdeserdddtrivegirtwf

Fonte: C-I-TASSER.
copB 3389 - 212 residuos

Figura 6 - Sequéncia da copB 3389 submetida ao servidor C-I-TASSER.

C-I-TASSER On-ine Server (View example output):

Copy and paste your sequence below ([10, 750] residues in FASTA format). Click here for a sample input:
mhapginhyvlldrleafdttrgsgqdwearawiggdtdrlwlrsegergdgrtgaasvealyghaispwwdl

lvgarqdigadehrswaafgvgglapykfeteatlyvgsgsraalrlegeyevlltnrlilgprveadialtd
ddrrgvgsgleqvdaglrlryeitrrfapyigwvhsrsfgdtarraaiddepardsrfvagyrinf

Fonte: C-I-TASSER.

3.4.2 Anotacao funcional: processo biolégico

A predi¢do foi baseada no sistema de pontua¢do Cscore®° de predi¢do de termos da

Ontologia Genética. A pontuacdo em questdo tem uma faixa de valores (Fig. 7) entre O e 1,

que, quanto maior o valor, maior a confiabilidade da predi¢dao funcional, sendo o intervalo de
0.4 a 1.0 de confiabilidade codificado por cores (ZHENG et al., 2021).
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Figura 7 - Pontuagdo de confiabilidade - Cscore®©.

[DXI615) [0 5.0 6) SN [0 7.0 5) [0.8.0.9) NN

Fonte: C-I-TASSER.

3.4.3 Alinhamento estrutural das copBs

O sistema de modelagem molecular, UCSF Chimera, é um programa de visualiza¢ao
interativa e que analisa estrutura moleculares e aspectos relacionados (HUANG et al., 2014).
Ao submeter as predicdes estruturais de ambas copBs, a ferramenta MatchMaker, que é uma
extensdo de alinhamento estrutural encontrada no programa, sobrep0s as estruturas

submetidas (MENG et al., 2006).

A sobreposicdo pode ser baseada nos algoritmos de Needleman-Wunsch e Smith-
Waterman, de alinhamento global e local ou ainda, baseada no score do alinhamento para

assim identificar a melhor combinagdo entre cadeias (MENG et al., 2006).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Organismo

Segundo o banco de dados usado como fonte, NCBI, o organismo Xanthomonas
arboricola pv. juglandis 417, de nome infraespecifico: Xaj 417, foi submetido pela
Universidade Federal de Londrina no ano de 2015, sendo o comprimento total da sequéncia
nucleotidica de 5.218.943 pares de base. Seu cddigo de acesso CP012251 atualmente

encontra-se na versao CP012251.1.

4.2 Distribuicao de dados
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Figura 8 - - Distribuicao de dados gendmicos da Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417.

DISTRIBUICAO DE DADOS - Xaj 417
sequéncias
0 250 500 750 1,000 1,250 1,500 1,750 2,000 2,250 2,500 2,750 3,000 3,250 3,500 3,750 4,000 4,250 4,500 4,750 5,000

Total

Com Blast
(sem hits)

Com Blast
hits

Mapeados

GO Anotados

Fonte: Software BLAST2GO.

Graficamente (Fig. 8), a distribuicao de dados pelo software BLAST2GO apresentou
um total de 4.791 sequéncias avaliadas, denominadas como “Total” e representadas pela barra
horizontal de cor cinza. Partindo do valor total, 395 destas sequéncias nao obtiveram
alinhamentos identificados e foram classificadas como “Blast (sem hits)”, valor representado
pela barra em cor vermelha. J4 a barra de cor laranja e intitulada como “Blast hits” encontra-

se 2.142 sequéncias alinhadas a outras espécies.

No processo de notagdo, cinco ndo conseguiram ser anotadas e portanto apenas
mapeadas. Por fim, 2.249 sequéncias do valor total foram identificadas com genes funcionais
através da andlise de Gene Ontology (GO) feita pelo software. Andlise essa que é subdividida

em Func¢ao Molecular, Processo Bioldgico e Componente Celular (ASHBURNER, 2000).
4.3 Genéomica Comparativa
4.3.1 Visualizagdo do genoma bacteriano

A informacdo requerida para geracdo do genoma bacteriano foi a sequéncia gendmica

do organismo, neste caso utilizada em formato FASTA. A interface do programa, entdo,
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ofereceu opcdes que podem ser calculadas e onde foram escolhidas: c6don de partida, c6don

de parada e open reading frames (ORFs), além de configuragdes voltadas a organizagdo e

aparéncia do mapa gerado.

Figura 9 - Representagdo circular do genoma bacteriano da Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417.

Fonte: Software CGView.

A representacdo gerada (Fig. 9) apresenta em azul e vermelho, respectivamente, os cédons de

partida e parada e na cor verde os ORFs.

4.3.2 Arvore Filogenética e Diagrama de Venn
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Selecionado o organismo, género Xanthomonas, o software EDGAR 3.0 utilizou sua
propria ferramenta de alinhamento multiplo onde foi calculado uma matriz de distancia
juntamente com o auxilio do algoritmo neighbor-joining, sendo essa a principal base para
constru¢do da arvore filogenética (Fig. 10). Segundo a descricdo contida no software, a
utilizacdo do algoritmo neighbor-joining, minimiza o comprimento de ramos na arvore

filogenética a partir da juncdo de nds adjacentes que contenham maior similaridade entre suas

sequéncias. (Fig. 11).

Figura 10 - Arvore Filogenética projetada ao selecionar o género Xanthomonas e construida pelo método

neighbor-joining.
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Fonte: Software EDGAR 3.0.

Figura 11 - Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417 e os dois organismos mais préximos filogeneticamente

do referencial de estudo: Xanthomonas campestris pv. campestris € Xanthomonas hortorum pv. carotae.

Xanthomonas hortorum pv. carotae

Xanthomonas arboricola pv.
juglandis

Xanthomonas campestris pv.
campestris

Fonte: Software EDGAR 3.0.

7z

A Xanthomonas hortorum pv. carotae € responsavel pela ferrugem bacteriana
desenvolvida em culturas de cenouras, causando lesdes amareladas em folhagens, caules e
peciolos (GILBERTSON, 2002). A maior problemdtica relacionada a patogenia € sua
transmissdo e associacdo a sementes, afetando a produtividade (UMESH; DAVIS;

GILBERTSON, 1998).

Compartilhando o mesmo né, o patégeno Xanthomonas campestris pv. Campestris € o
principal causador da bacteriose comumente chamada de podridio negra que acomete o

género Brassica que engloba hortali¢as de importancia econdmica (WILLIAMS, 1980).

N

Posteriormente a geracdo da arvore filogenética (Fig. 10) e identificacdo dos dois
organismos mais proximos da Xaj 417 (Fig. 11), foi projetado o diagrama de Venn das trés
espécies envolvidas na etapa de genOmica comparativa utilizando suas sequéncias

nucleotidicas.
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Figura 12 - Diagrama de Venn: 1- Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417. 2 - Xanthomonas campestris pv.

campestris. 3 - Xanthomonas hortorum pv. carotae.

Fonte: Software EDGAR 3.0

O diagrama de Venn (Fig. 12) gerado pelo software apresentou uma equiparacio
gendmica entre a Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417 e as duas espécies mais
proximas filogeneticamente: Xanthomonas campestris pv. campestris e Xanthomonas

hortorum pv. carotae.

Por meio da representacdo foi possivel notar maior registro de compatibilidade
gendmica entre X. arboricola e X. campestris, com um total de 253 sequéncias compativeis,
enquanto a compatibilidade entre a X. arboricola e X. hortorum, corresponde a apenas 148

sequéncias.

Um total de 3.320 sequéncias apresentam-se como comuns (Core Genoma) as trés
espécies e analisando apenas o referencial deste estudo, a Xaj 417, existem 429 sequéncias

singulares a esse organismo. Em geral, genes especificos de uma cepa ocorrem por meio de
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transferéncia horizontal entre espécies e sofrem mutacdes frequentes (LEFEBURE &
STANHOPE, 2007) (LAWRENCE & OCHMAN, 1997), possibilitando a adaptacdo a meios
e condigdes especificas (LAPIERRE & GOGARTEN, 2009).

4.3.3 Alinhamento de sequéncias

Inicialmente foram fornecidos ao software Mauve as sequéncias em formato FASTA
dos trés organismos a serem comparados: Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417,
Xanthomonas hortorum pv. carotae e Xanthomonas campestris pv. campestris. O parametro
de alinhamento utilizado pelo software € por padrdo apropriado para o alinhamento de

genomas e portanto ndo foram alterados.

Figura 13 - Alinhamento de sequéncias em formato de blocos colineares 1 - Xanthomonas hortorum pv. carotae

2 - Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417 3 - Xanthomonas campestris pv. campestris.

200000 400000 600000 80000 1000000 1200000 1400000 1600000 1800000 2000000 2200000 2400000 2600000 2800000 3000000 3200000 3400000 3600000 3800000 4000000 4200000 4400000 4600000 4800000 5000000

— =
sequence (4).fasta <

7000 gadice o B 577000 g fi__iz00000__#Aoton0  seaboos_~Aedbooo  aokoon  saohi

ue — e
200000 02400000 2600000 2800000~ 3000000 — nﬁnnnii“xmem\wﬂ@/inhnvu 4000000 3208000 4400000 4600000 4800000/  500BAL

i

‘sequence Xanthomonas_campestris_8004 fasta

Fonte: Software MAUVE.

Gerado o alinhamento (Fig. 13), foi possivel observar um painel horizontal contendo
as sequéncias genOmicas das trés espécies: X.hortorum, X arboricola, X. campestris,

respectivamente, em uma escala mostrando as coordenadas da sequéncia.

Os blocos em diferentes coloragdes envolvem regides das sequéncias que alinham-se
as regides das respectivas espécies em comparacdo, mostrando presumidamente a presenca de

homologia. Sendo assim, a presenca de regides homdlogas entre as trés espécies € apresentada
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por meio das linhas interligando as respectivas regides de coloragdo iguais. De acordo com o
esquema padrdo do software, o ndo preenchimento de blocos pela coloracdo indicaria baixa

colinearidade entre as espécies analisadas.

4.4 Genes de Resisténcia

4.4.1 Genes referentes a resisténcia ao cobre

A anotacdo gendmica da Xaj 417, realizada por meio do software BLAST2GO e
baixada em arquivo FASTA, apresentou os seguintes genes relacionados a resisténcia ao
cobre: copA (575 aa), copB 119 (253 aa) copB 3389 (212 aa), copC (127 aa) e copD (242 aa)
e possiveis genes relacionados a funcionalidade da resisténcia: expressdo de amina oxidase,
expressao de transportador de cobre ABC ATPase, expressao de homeostase do cobre cutC,
expressao de multicobre oxidase (MCO), expressdo de regulador transcricional da familia

copG e expressdo de chaperona de cobre PCu(A)C.

Segundo estudos de 1994, em cepas de Pseudomonas syringae, a copA € uma proteina
periplasmadtica que liga multiplos d&tomos de cobre, diferentemente da copC que mesmo sendo
também uma proteina periplasmadtica liga apenas um atomo de cobre por polipeptideo. A
abundancia dessas proteinas no periplasma de células induzidas por cobre sugere uma

significativa contribui¢do na acumulacdo do mesmo (COOKSEY, 1994).

Sugere-se que as proteinas copC e copD ndo sejam exatamente necessirias no
funcionamento da resisténcia, porém necessdrias em uma maxima resisténcia ao cobre onde
seu proposito estd relacionado ao influxo de pequenas quantidades de cobre para auxilio do
crescimento celular em casos onde as proteinas copA e copB ja tenham alcangado o maximo
de inducdo (BROWN et al., 1995). Apenas a presenca da expressdo de copA e copB em
fitopatégenos do género Xanthomonas e Pseudomonas ja viabiliza o desenvolvimento de

resisténcia ao cobre nesses organismos (TEIXEIRA et al., 2008).

O gene copB € o codificador da proteina copB que estd envolvida no funcionamento
da resisténcia ao cobre (TEIXEIRA et al., 2008) e segundo estudos com a cepa PT23.2 de P.

syringae pv. tomato, esta fortemente associada a membrana externa (CHA; COOKSEY,
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1991). Segundo Cooksey (1990), a copB possui regido hidrofébica na porc¢ao inicial que se

assemelha a uma sequéncia de peptideo sinal, enquanto a estrutura remanescente ¢é

predominantemente hidrofilica.

A anotacdo genodmica da Xaj 417 apontou a duplicacdo dos seguintes genes pardlogos:
copB 119 e copB 3389. Na predi¢do génica da Xaj 417, por meio do programa FGENESB, a
copB 119 apresentou ponto de localizagdo entre as bases 13551 - 136312 em operon com a
copC (gene 118) na fita negativa. J4 a copB 3389 aparece localizada entre as bases 3704393 -

3705031 como unidade de transcri¢do e na fita positiva.

A duplicacdo de um gene consegue acelerar de forma significativa a evolucdo de
material genético, tornando ausentes as restricoes que possam impedir o desenvolvimento de
novas funcdes (OHNO, 1970). A duplicacdo do gene copB pode estar associada a:
Neofuncionalizacdo (um dos genes duplicados evolve uma nova fun¢do), Subfuncionaliza¢io
(funcdes ancestrais sdo dividas entre os genes duplicados) ou a Conservagdo de Genes (todas

as fungdes sdo conservadas pelos duplicados) (HAHN, 2009).

Um gene duplicado sé € mantido em um genoma se vantajoso para o organismo, ou
seja, quando a auséncia do gene causa decrescimento na aptiddo do organismo (ZHANG,
2014) que neste caso refere-se a resisténcia ao cobre. Em circunstancias de auséncia de
vantagem em perpetuar o gene, existiria a possibilidade de inativagdo do gene, por meio de
mutacdes, reduzindo-o a um pseudogene e posteriormente a ocorréncia de sua delecdo

(LYNCH & CONERY, 2000).

Um estudo voltado a investigacdo de duplicacdo de genes e retencio de pardlogos em
106 genomas bacterianos afirma que genes envolvidos em constantes adaptacdes ao meio sao
preservados, salientando a importancia da duplicacdo de genes na biologia evolutiva

(GEVERS et al, 2004).

Amina oxidases contendo cobre sdo consideradas ubiquas em organismos aerébicos e
sao responsaveis pela catalisacdo da desaminagdo oxidativa de aminas primarias (CHANG et

al., 2010). Os genes da homeostase de cobre da familia Cut: CutA, CutB, CutC, CutD, CutE e
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CutF, indicam envolvimento na absor¢do, armazenamento intracelular, transporte e efluxo de

cobre (LI et al., 2010).

Em estudo voltado a Xylella fastidiosa, também patégeno de plantas economicamente
importantes, o gene relacionado a homeostase de cobre, CutC, indica envolvimento na difusao
de cations (RODRIGUES et al.,, 2008) e em estudo referente a Escherichia coli e a
identifica¢do de tolerancia ao cobre, a mutacido ou delecdo do gene CutC consequentemente

aumentou a sensibilidade ao cobre quando em concentragcdes altas (GUPTA et al., 1995).

O transportador ABC ATPase consiste em quatros dominios associados a membrana
onde dois destes dominios sdo altamente hidrofébicos e cada um deles integra normalmente
seis segmentos transmembranares. Consequentemente esses dominios configuram caminhos
através da membrana e acredita-se que também determina a especificidade do substrato do
transportador. Os outros dois dominios localizam-se de forma periférica na face
citoplasmatica da membrana, ligando ATP e acoplando hidrélise de ATP ao processo de

transporte (HIGGINS, 1992).

As chaperonas periplasmaéticas de cobre da familia PCu(A)C estao presentes em varias
bactérias, sendo sua funcdo possivelmente relacionada a captura e transferéncia do cobre para
outras chaperonas (THOMPSON et al., 2012). Juntamente com chaperonas, a expressdao de
multicobre oxidase configura uma das estratégias das bactérias em lidar com a toxicidade por
metais, estratégia essa chamada de: armazenamento e desintoxica¢do (GILLET; LAWAREE;
MATROULE, 2019) a partir de ancoragens realizadas em trés sitios de ligacao de cobre: T1,
T2 e T3 (GALLI; MUSCI; PATTI, 2004).

Visando estudos aprofundados sobre o funcionamento da resisténcia ao cobre em
organismos causadores de patégenos em plantas economicamente importantes, testes
laboratoriais, realizado por Cooksey e Lim, utilizaram por meio de clonagem, uma cepa
sensivel ao cobre de uma Pseudomonas syringae e conjugaram a uma patovar de P. syringae,
também sensivel ao cobre mas com niveis baixos quanto a sua frequéncia de mutagdes
relacionados a resisténcia. Como consequéncia, o transconjugante obteve uma maior

frequéncia de mutacgdes espontaneas, indicando assim que na espécie em questdo, a resisténcia



38

ao cobre pode evoluir por meio da modificagdo do cop cromossomal (COOKSEY, 1993).

O mesmo estudo laboratorial, realizado com Xanthomonas campestris ndo detectou
forte homologia entre os genes de plasmideos carreadores de resisténcia ao cobre e seu DNA
cromossOmico, sugerindo que os genes podem ter sido recebidos por Pseudomonas ou outra
bactéria (COOKSEY, 1993). O estudo de relacdes evolutivas entre genes cromossdmicos € o
sistema de resisténcia de plasmideos indicam um possivel caminho no esclarecimento de

transporte e gerenciamento de cobre (COOKSEY, 1993).

4.5 Analise comparativa estrutural e funcional da copB 119 e a copB 3389

4.5.1 Alinhamento global de sequéncias

Figura 14 - Alinhamento global das proteinas copB 119 e copB 3389 de resisténcia ao cobre.
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# Length: 253

# Identity: 119/253 (47.0%)

# Similarity: 149/253 (58.9%)

# Gaps: 41/253 (16.2%)

# Score: 6408.0

#

#

#::::===================================

copB119 1 megmdhaamghsattseprtpipkvtdidraaavpppsdhpvhdntighy 50

S

copB3389 R e mhapginhy 9

copB119 51 vlfnrleawnadpgtgqawegqswigtdlnrlwlrsegerndgrteaadl lee
R e A R PR I R RN A RN RN B RN R N

copB3389 10 vlldrleafdttrgsgqdwearawiggdtdrlwlrsegerqgdgrtqaasv 59

copB119 181 evlygrsvapwwdlvagirqdfkpgssqtyaafgvgqglapmkfevaatay 15e
R R B N e A N RN RN R R

copB3389 60 ealyghaispwwdllvgarqdigadehrswaafgvqglapykfeteatly 1e9

copB119 151 igergqtaarfeaeyellltnrwilgplaeielfgkddpargigsglsta 200
R Y R R R R R RN N PR | PR B R N B )

copB3389 110 vgsgsraalrlegeyevlltnrlilgprveadialtdddrrgvgsgleqv 159

copB119 201 elglrlryeftrqfapyiglvyerafgntadlrrdeservddtrivvgir 250
NN AR R AR R N TN I N N | PRI P B B

copB3389 160 eaglrlryeitrrfapyigwvhsrsfgdtarraaiddepardsrfvagvr 209

copB119 251 twf 253
-

copB3389 210 iwf 212

# _______________________________________

- e L

Fonte: Software EMBOSS.

O alinhamento global (Fig. 14) entre as duas copBs obteve Identidade de residuos
igual a 47,0%, ou seja, 119 residuos compartilhados de um total de 253 e que estdo
representados por barras verticais. A presenga de homologia entre sequéncias é definida pela

porcentagem de identidade maior ou igual a 30% (PEARSON, 2013).

A Similaridade de residuos, que engloba residuos idénticos e residuos com presenga
de propriedades quimicas semelhantes, apresentou maior valor: 58,9% ou 149 residuos de um

@,

total de 253, representado no alinhamento por “:” e

[ 132

Por fim, o nimero de gaps presentes no alinhamento corresponde a 41 de um total de
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16,2%, representado por linhas horizontais. A presencga de gaps no n-terminal indica mutacdes

ocorridas na sequéncia da copB 3389, sendo essa mutagdo a delecdo de aminodcidos.

4.5.2 Predigdo estrutural

As predigdes estruturais da copB 119 (Fig. 15) e copB 3389 (Fig. 16) foram realizadas
pelo método de analise de agrupamentos (clustering), método esse usado pelo algoritmo
SPIKER de identificacdo de estruturas conformacionais de proteinas com base em

equiparagdes estruturais por similaridade (ZHANG & SKOLNICK, 2004a).

Os modelos de confianca sdo quantificados pelo C-score, responsdvel por estimar a
qualidade dos modelos preditos em um intervalo de -5 a 2 onde quanto maior o valor, maior a
confianca (ROY; KUCUKURAL & ZHANG, 2010). O valor de C-score correspondente a
predicao estrutural da copB 119 (Fig. 15) foi de -2.44 e o da copB 3389 (Fig. 16) foi de -0.47.

Figura 15 - Predi¢do estrutural da proteina copB 119 de resisténcia ao cobre.

Fonte: C-I-TASSER.
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Figura 16 - Predi¢do estrutural da proteina copB 3389 de resisténcia ao cobre.

Fonte: C-I-TASSER.

Cada estrutura predita, quando comparada as estruturas andlogas presentes no Protein
Data Bank, gera um ranking com base em uma métrica de avaliagdo da similaridade de
estruturas proteicas denominada TM-score. O alinhamento avaliado se d4 entre a estrutura
requerida e estruturas encontradas no Protein Data Bank e o valor encontrado € analisado com
base no intervalo entre O e 1, sendo 1 o valor indicativo de combinacao perfeita entre as duas

estruturas. (ZHANG & SKOLNICK, 2004b).

Além desta métrica outro valor também atribuido é denominado como RSMD (Desvio
Médio Quadrético), que avalia as posi¢des atdmicas e suas distdncias. Quanto menor o valor
de RMSD maior a similaridade entre as estruturas (REVA; FINKELSTEIN & SKOLNICK,
1998).

Com base no ranking de estruturas similares a copB 119, a estrutura com maior valor
de TM-score encontrada no PDB foi uma estrutura proteica cristalizada “COG4313” que estd
localizada na membrana, presente bactéria Pseudomonas putida F1 e que tem como sistema

de expressdo a Escherichia coli e é responsdvel pelo influxo de moléculas hidrofébicas. Seu
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codigo de entrada no PDB é: 4RL8 (VAN DEN BERG et al,. 2015) e um TM-score de: 0.66 e
RMSD de: 3.34.

A estrutura andloga a copB 3389 com maior valor de TM-score foi a porina NanC,
proteina essa de transporte encontrada na Escherichia coli K-12 e que tem como sistema de
expressao a Escherichia coli BL21 (DE3). Seu cédigo de entrada no PDB é: 2WJQ (WIRTH
et al, 2009) e um TM-score de: 0.80 e RMSD de: 2:36.

4.5.3 Anotagao funcional comparativa: Processo bioldgico

Baseado na ontologia genética e utilizando conceitos denominados Go terms, o C-I-
TASSER gerou um diagrama hierarquico (Fig. 17 e 18) contendo termos basais e termos mais

especificos relacionados ao processo biolégico de cada copB.
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Figura 17 - Diagrama da predi¢d@o de processo bioldgico da proteina copB 119 de resisténcia ao cobre.

GO:0008150
biological process

T

GO:0050896
response to stimulus

T

GO:0042221
response to chemical

N

GO:1990267 GO:0010035
response to transition response to inorganic
metal nanoparticle substance
GO:0010033

response to metal ion

Fonte: C-I-TASSER.

A predicdo do processo bioldgico da copB 119 (Fig. 17) apresentou um diagrama onde
a sensibilidade a fon de cobre apareceu como o tnico resultado com nivel de confiabilidade,
sendo este resultado com Cscore®® de 1.0, maior taxa de confiabilidade possivel de ser
encontrada. O termo GO em questdo € definido como: processos que possam de alguma forma

alterar o estado ou atividade da célula ou organismo (movimento, secrecdo, producdo de
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enzimas, expressao génica, etc.) quando estimulado por fon de cobre (QUICKGO, 2021).

Figura 18 - Diagrama da predi¢do de processo biolégico da proteina copB 3389 de resisténcia ao cobre.
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T
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GO:0010038
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Fonte: C-I-TASSER.

Assim como a predi¢do do processo bioldgico relacionado a copB 119, a predi¢do da
copB 3389 (Fig. 18) indica resposta a fon de cobre, sendo a taxa de confiabilidade também a

mesma: 1.0. Sendo assim, o processo bioldgico das duas copBs submetidas para andlise,
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indicam alta taxa de paridade quando comparadas.

4.5.4 Alinhamento estrutural das copBs

Figura 19 - Alinhamento estrutural das proteinas copB 119 e copB 3389 de resisténcia ao cobre.

Fonte: Software Chimera.

O alinhamento estrutural (Fig. 19) indica em colora¢do vermelha a copB 119 e em
azul a copB 3389. A partir do alinhamento foi possivel identificar o n-terminal como nao

transmembranar. O desvio médio quadratico (RMSD) entre 4tomos foi de 3.22.

Dado o exposto, a Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417 encontra na duplica¢do
de genes pardlogos como a copB, o que provavelmente pode estar associado a vantagens para
evolucdo da resisténcia bacteriana, tendo em vista a grande diversidade adaptativa gerada

como consequéncia da variedade funcional possivel de ser encontrada em genes duplicados.
(FARES et al., 2013).
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5. CONCLUSAO

A Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417 possui uma sequéncia nucleotidica de
5.218.943 pares de base. Os organismos mais préximos filogeneticamente da Xaj 147 sao as
espécies X. hortorum pv. carotae e X. campestris pv. campestris. As espécies possuem alta

taxa de colinearidade entre si.

O fitopatégeno Xanthomonas arboricola pv. juglandis 417, possui um sistema de
resisténcia ao cobre que compreende a duplicacdo do gene de resisténcia: copB, que possui

um processo bioldgico relacionado a sensibilidade a fon de cobre.

Houve constatacdo de delecdes de aminodcidos no n-terminal da copB 3389, que
obtém como estrutura andloga, a porina NanC, proteina essa de transporte. A estrutura
identificada como andloga a copB 119 foi a proteina de membrana: “COG4313”. O
alinhamento estrutural das copBs contém RMSD de 3.22, sendo o n-terminal nao

transmembranar.
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