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RESUMO

Nos ultimos anos, o sequenciamento de diversos organismos tem gerado
uma grande quantidade de dados Dbiolégicos. Para possibilitar o
armazenamento, gerenciamento e disponibilizacdo destes dados de forma a
potencializar ao maximo sua utilizacdo, a bioinformatica se desenvolveu
conjuntamente, e numa velocidade também impressionante. O resultado desta
parceria entre a biologia molecular e a informatica pode ser visto na
quantidade crescente de genomas completos sendo seqiienciados, e também no
sucesso do Programa de Sequenciamento de Genomas (ONSA-FAPESP), que
levou o Brasil ao pequeno grupo de paises com esta capacidade cientifica. O
desenvolvimento e adaptacao de ferramentas computacionais e a formacao de
recursos humanos tém apresentado crescimento constante no Brasil e no

mundo.

Este estudo envolve o desenvolvimento de bioinformatica através da
adaptacao desta ao Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP,
de anotacdo de genes nas bactérias Xylela fastidiosa (XCVC), Xanthomonas

axonopodis pv. citri (Xcitri), Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcamp) e
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Xylella fastidiosa | Pierce’s Disease (XPD) e de estudo de genes relacionados ao
metabolismo do ferro, que inclui estudo filogenético do gene fur e de alguns
receptores dependentes do sistema TonB. O gene fur mostrou-se
suficientemente conservado para ser Util na comparacdo de grupos proximo de
bactérias. No caso dos receptores, uma maior divergéncia foi encontrada,
indicando uma grande variacdo entre receptores da mesma classe, e algumas
possiveis falhas no processo de anotacdo ou novas classes de receptores fecA

em Xanthomonas.

A anotacao em Xcitri envolveu parte da categoria Processos Celulares, e
parte da categoria Patogenicidade, Viruléncia e Adaptacdo. A anotacdo em XPD
incluiu a categoria Biossintese de Pequenas Moléculas, sendo feita uma
comparacao entre as quatro bactérias citadas. Entre XCVC e XPD néo existem
diferencas significativas nesta classe de genes, o mesmo ocorrendo entre Xcitri
e Xcamp. O mesmo foi refletido na totalidade dos genomas. Na classe
estudada, as espécies de Xanthomonas apresentaram alguns genes a mais que

os isolados de Xylella.
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SUMMARY

In recent years the sequencing of diverse organisms has generated a
large quantity of biological data. To facilitate the storage, management and
availability of this data in a form that maximizes its utilization bioinformatics
has had to develop at an equally astonishing rate. The result of this
partnership between molecular biology and informatics can be clearly seen by
the increasing number of complete genomes being sequenced and also the
success of the Genome Sequencing Program (ONSA-FAPESP) uniting Brazil
with the small group of elite countries with this capacity. The development and
adaptation of computational tools and the formation of human resources has

presented constant growth in Brazil and worldwide.

This study involves the development of bioinformatics through the
adaptation of this laboratory, Cellular and Molecular Biology at CENA/USP, for
the annotation of genes from the bacteria Xylella fastidiosa from citrus (XCVC)
and grape vines (XPD) and Xanthomonas axonopodis pv, citri (Xcitri) and
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcamp). Genes associated with iron

metabolism were also studied, including phylogentic analysis of the fur gene
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and some of the TonB dependent receptors. The level of conservation of the fur
gene was shown to be adequate for the comparison of related groups of
bacteria. In the case of the receptors a greater divergence was observed
indicating a large variation between receptors of the same class and a few
possible annotation errors or a new class of FecA receptor found in

Xanthomonas.

Annotation of Xcitri involved the categories for cellular processes and
pathogenicity, virulence and adaptation. The annotation of XPD included the
biosynthesis of small molecules and this category was used to compare all four
of the bacterial genomes. Between XCVC and XPD no significant differences
within this gene category were observed, the same was found between Xcitri
and Xcamp. This situation was reflected when the entire genomes were
compared. More genes were observed in this class in Xanthomonas when

compared with Xylella.
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RESUMEE

Dans les derniéres années, le séquencage de diverses organismes a
généré une grande quantité de donnés biologiques. Pour rendre possible la
stockage, manipulation et disponibilité de ces donnés de facon a potentialiser
au maximum son utilisation, la bio informatique s’a développée en méme
temps et dans une vélocité aussi impressionnante. Le résultat de ce
partenariat entre la biologie moléculaire et 'informatique peut étre vu dans la
quantité grandissante de génomes complets en train d’étre sequénces, et aussi
dans le succés du Programme de Séquencage de Génomes (ONSA-FAPESP) qui
a emmené le Brésil au petit nombre de pays avec cette capacité scientifique .
Le développement et adaptation des outils informatiques et la formation de
ressources humains s’agrandisse constamment au Brésil comme dans le

monde.

Cet étude comprends le développement de bio informatique a travers de
son adaptation au laboratoire de biologie cellulaire et moléculaire du
CENA/USP, de la annotation des génes dans les bactéries Xylela fastidiosa
(XCVC), Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xcitri), Xanthomonas campestris pv.

campestris (Xcamp) et Xylella fastidiosa |/ Pierce’s Disease (XPD) et de 1’étude
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des génes relatione au métabolisme du fer, qui incluse I'’étude phylogénétique
du géne fur et de quelques récepteurs dépendants du systéme TonB. Le géne
fur s’a montré suffisamment conservée pour étre utile dans la comparaison de
groupes proches de bactéries. Dans le cas des récepteurs, une plus grande
divergence a été rencontrée, ce qui indique une grande variation entre les
récepteurs d'une méme classe, et quelques possibles failles dans le processus

de notation ou des nouvelles classes de récepteurs fecA en Xanthomonas.

La notation en Xcitri a inpliqué une partie de la catégorie Processus
Cellulaires, et une partie de la catégorie Pathogénicité, Virulence et
Adaptation. La notation en XPD a inclus la catégorie Biosynthése de Petites
Molécules, une comparaison ayant faite entre les quatre bactéries citées. Entre
XCVC et XPD il n’existent pas des différences significatives dans cette classe de
génes, le méme occurrent entre Xcitri et Xcamp. Le méme a été refléeté dans la
totalité des génomes. Dans la classe étudiée, les espéces de Xanthomonas ont

présentée quelques génes de plus que ceux isolées de Xylella.



1. Introducao

Uma area da biologia molecular que tem evoluido espetacularmente
nesses ultimos anos tem sido a bioinformatica, que permite a aplicacao da
tecnologia de informacado ao gerenciamento de dados biologicos (Gibas &
Jambeck, 2001). Em outros termos, a bioinformatica é a aplicacdo da
informatica na biologia molecular, e consiste na utilizacdo e no
desenvolvimento de ferramentas computacionais para estudo e resolucédo de
problemas biologicos. Ela permite o desenvolvimento de pesquisa de ponta
aumentando velocidade e qualidade de informacodes, através da analise de

grande quantidade de dados com grande precisao e tempo reduzido.

Essa forma de integracdo entre a pesquisa pratica e a maquina tem
gerado diversas ferramentas poderosas que tém sido disponibilizadas para
gerenciar, acessar e apresentar os dados biologicos de forma inteligivel e

funcional.

O estudo de genomas, ou gendémica, tem sido um dos campos de maior
desenvolvimento da bioinformatica no Brasil e no mundo. Houve um grande
salto neste campo com o projeto de sequenciamento do genoma humano, tanto
em equipamentos quanto em programas e recursos humanos. O Brasil, com o
Projeto Genoma da Xylella fastidiosa (Simpson et al., 2000) e posteriormente,
de outras bactérias - Xanthomonas axonopodis pv. citri, Xanthomonas
campestris pv. campestris (Silva et al., 2002), Xylella fastidiosa / Pierce’s
Disease e Leifsonia xyli, ingressou no seleto grupo dos paises que dominam

esta tecnologia com a proposta inovadora do trabalho interligado através da



internet (Rede ONSA!). Esta opcao, compativel com a estrutura brasileira, foi
viabilizada principalmente pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo - FAPESP e pela bioinformatica adaptada e desenvolvida no Instituto
de Computacao da Universidade de Campinas — SP (UNICAMP).

A parte final e mais importante do sequenciamento de um genoma é a
anotacdo. Anotar é postular uma funcao ao produto de um ORF, o que define
genes potenciais, com a maior chance de acerto possivel. Para tanto, os ORFs
passam por inUmeras revisoes, em diferentes fases: anotacdo automatica,
verificacdo inicial, verificacdo mais detalhada, e anotacdo baseada na
categoria. A ultima envolve uma verificacdo dos genes presentes e posterior

anotacao por vias metabdlicas.

O estudo filogenético, ou estudo de relacdées evolutivas, é uma das
formas de utilizacdo de dados de sequenciamento, ja que estas informacodes
permitem um estudo mais preciso do que caracteristicas morfolégicas e

fisiolégicas.

Neste estudo, a analise dos dados incluiu desde a submissao de clones
sequenciados até a anotacao de ORFs em diferentes genomas. Nas fases finais,
genes associados a Biossintese de Pequenas Moléculas foram comparados
entre as espécies anotadas, e foi realizado estudo filogenético de alguns genes

relacionados ao metabolismo do ferro.

! P4gina da rede ONSA no site da FAPESP — http://watson.fapesp.br/onsa/Genoma3.htm




Objetivos

v

Instalar e adequar sistemas de bioinformatica para analise e montagem
de sequéncias de DNA dos genomas de Xylella fastidiosa, Xanthomonas
axonopodis pv. citri, Xanthomonas campestris pv. campestris, Xylella

fastidiosa | Pierce’s Disease e Leifsonia.

Utilizacao de ferramentas de bioinformatica para anotacdo de ORFs nos
genomas das bactérias Xylella fastidiosa, Xanthomonas axonopodis pv.
citri, Xanthomonas campestris pv. campestris e Xylella fastidiosa [

Pierce’s Disease.

Estudo filogenético de genes associados ao metabolismo do ferro em

Xanthomonas.

Analise comparativa da Biossintese de Pequenas Moléculas das quatro

bactérias anotadas.



2. Revisao de Literatura

A bioinformatica é a aplicacdo da informatica na biologia molecular, e
consiste no uso e desenvolvimento de ferramentas computacionais para estudo
e resolucdo de problemas biologicos. Ela permite o desenvolvimento de
pesquisa de ponta aumentando velocidade e qualidade de informacédes, através
da analise de grande quantidade de dados com grande precisdo e tempo

reduzido.

Com o aumento do numero e ritmo no seqlenciamento de genomas
bacterianos, ha maior necessidade de desenvolvimento de técnicas acuradas
para comparacao de genomas e de banco de dados para facilitar a derivacdo da
funcionalidade dos genomas, a identificacdo de enzimas, de operons putativos
e caminhos metabdlicos e derivar a classificacdo filogenética dos

microrganismos (Bansal, 1999).

Para documentar a funcionalidade de regides gendmicas associadas a
utilizacdo do ion férrico e ao metabolismo de pequenas moléculas em quatro
bactérias (Xylella fastidiosa— CVC = XCVC, Xylella fastidiosa — Pierce’s Disease
= XPD, Xanthomonas axonopodis pv. citri — Xcitri, Xanthomonas campestris pv.
campestris — Xcamp), alguns aspectos relevantes devem ser abordados para

permitir a analise comparativa entre os genomas bacterianos.

Bioinformatica e Genomica

Segundo Waterman (2000), o acuimulo de dados genéticos gerou a
necessidade da criacdo de bancos de dados de acesso internacional para

nucleotideos e proteinas, e conseqlentemente surgiu uma area de



especialidade para esta nova realidade, na interface entre as ciéncias biologicas
e de informacdo. Baxevanis & Ouellette (1998) afirmam que mais do que uma
interseccdo entre as biologias molecular e a computacional, a bioinformatica é
um novo caminho de trabalho exaustivo e significativo. Segundo Gibas &
Jambeck (2001), a bioinformatica € um subconjunto da biologia
computacional, a aplicacdo de técnicas analiticas quantitativas a modelagem
de sistemas biolégicos. Setubal & Meidanis (1997) definem a biologia
computacional como o desenvolvimento e uso de matematica e técnicas

computacionais para ajudar a resolver os problemas da biologia molecular.

No Brasil os termos bioinformatica e biologia computacional ainda se
confundem, e ambas sdo tratadas como a aplicacdo da informatica na biologia
molecular, consistindo no uso e desenvolvimento de ferramentas
computacionais para estudo e resolucao de problemas biolégicos. Ela permite o
desenvolvimento de pesquisa de ponta aumentando velocidade e qualidade de
informacodes, através da analise de grande quantidade de dados com grande

precisao e tempo reduzido.

O estudo de genomas, ou gendmica, tem sido um dos campos de maior
desenvolvimento da bioinformatica no Brasil e no mundo. Houve um grande
salto com o projeto de sequenciamento do genoma humano, tanto em
equipamentos quanto em programas e recursos humanos. Segundo Ferreira
(2000), “a determinacao de sequiéncia do genoma de organismos patégenos tem

se destacado pela necessidade do entendimento e controle dos mesmos”.

O interesse na determinacdo da sequéncia do genoma esta na
possibilidade de identificacdo de genes de importancia econémica, cientifica ou
social (Pallen, 1999). Mas o conhecimento dos genomas € a parte inicial das
respostas, que embasara a parte mais importante da pesquisa, conhecida
atualmente como genoma funcional (Jordan & Passos, 2000). Este tipo de

pesquisa busca aplicacoes praticas das informacdes obtidas. Existem, por



exemplo, diferentes projetos funcionais estudando os dados gerados da Xylella
fastidiosa da CVC2.

Os diversos genomas sequenciados, de bactérias, arqueobactérias e
eucariotos? podem abrir novos caminhos em pesquisa, na busca de respostas e
de questdes atualmente obscuras nessa area da ciéncia (Strauss & Falkow,
1997).

O Brasil, com o Projeto Genoma — Xylella fastidiosa, ingressou no seleto
grupo dos paises que dominam esta tecnologia com a proposta inovadora do
trabalho interligado através da internet (Rede ONSA¢%). Esta opcao, compativel
com a estrutura brasileira, foi viabilizada principalmente pela Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo - FAPESP e pela bioinformatica
adaptada e desenvolvida no Instituto de Computacdo da Universidade de
Campinas — SP (UNICAMP).

A rede de servicos desenvolvida foi incorporada a outros projetos, como
os o sequenciamento de genomas de Xanthomonas axonopodis pv. citri,
Xanthomonas axonopodis pv. campestris e Xylella fastidiosa da uva, e de ESTs,
como do cancer e da cana-de-aciicar. A cada novo projeto os recursos
computacionais e humanos sdo melhorados, cumprindo um dos objetivos do

programa ONSA, que é a qualificacdo dos recursos humanos no Brasil.

Os servicos disponibilizados nestes projetos incluem desde a submissao

de clones seqUienciados até uma estrutura que facilite a anotacdao dos ORFs.
Sequenciamento de DNA e Montagem
Sequenciamento de DNA é a determinacdo de sua sequéncia

nucleotidica, em parte ou por completo (Docena, 2000). O seu principal

objetivo é a predicdo das funcées dos produtos dos genes, uma vez que as

? Pagina do Genoma Funcional da Xylella CVC — http://watson.fapesp.br/funcional/main.htm
? Lista do NCBI de genomas seqiienciados — http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/allorg.html
* Pdgina da rede ONSA no site da FAPESP — http://watson.fapesp.br/onsa/Genoma3.htm




caracteristicas biologicas dos organismos dependem diretamente destes genes.
A determinacao das sequiéncias oferece informacdes detalhadas que auxiliam a
compreensido dos processos quimicos, bioquimicos e biologicos (Ferreira,
2000). Muitos genes s6 sao descobertos quando o genoma é sequenciado
(Docena, 2000).

O seqUenciamento de um genoma prové informacdes experimentais
sobre as quais pode-se inferir sobre a importancia de determinados processos

metabdlicos para o mesmo (Ferreira, 2000).

Na década de 60, quando os primeiros sequenciamentos (de tRNA) foram
realizados, nédo se considerava possivel o conhecimento de um genoma inteiro.
O DNA s6 comecou a ser sequenciado nos anos 70, mas o sequenciamento s6
comecou a se desenvolver realmente a partir do Método de Terminacdo da
Cadeia (Chain Termination Method), desenvolvido pelo Dr. Fred Sanger e equipe

(Hausmann, 1997).

Em 1986 surgiu o seqlUenciamento automatico com marcadores
fluorescentes (Smith et al., 1986). O primeiro organismo a ser inteiramente
sequenciado por este método foi o do poxvirus (causador da variola), com
186.000 pares de bases (Massung et al., 1993).

Estratégias de seqiienciamento de genomas

Segundo Lin (2001), os sequenciadores atuais conseguem ler no maximo
1000 pares de bases, o que exige que o DNA gendmico, para ser seqienciado,
seja quebrado em pequenos pedacos, chamados doravante de clones.
Posteriormente, estes clones sdo comparados e alinhados, e o DNA original

remontado.

Existem diferentes estratégias para clonagem e montagem de genomas,
e algumas delas podem ser associadas no mesmo sequenciamento. Segundo
Docena (2000), alguns organismos foram sequienciados com base em diversas

informacodes preliminares, como mapa fisico, biblioteca ordenada de cosmideos



e Lambda. No método de “shotgun”, que envolve a fragmentacdo aleatoéria do
genoma total, estes dados preliminares nao sao indispensaveis. Apesar disso, €
recomendavel a utilizacado do mapa fisico para maior confiabilidade da

montagem.

As duas estratégias mais freqientemente utilizadas atualmente sdo: a
construcao de bibliotecas de grandes fragmentos de inserto para construcdo de
mapa fisico, com clones sobrepostos cobrindo todo o genoma; e o

sequenciamento direto de clones de shotgun, a mais utilizada (Docena, 2000).

Um método complementar ao shotgun € o OSS (Ordered Shotgun
Sequencing), que foi proposto em 1993 para amenizar os problemas de
montagem. Sua inovacdo é a utilizacdo de clones grandes, de dois mil até
centenas de milhares de pares de bases (pb). Inicialmente somente suas
extremidades sao sequenciadas (Lin, 2001). Estas pontas sequenciadas
permitem que os clones sejam localizados na montagem de shotguns. Séo
utilizados para corrigir regides especificas do genoma que apresentam
problemas de montagem. Como exemplo, pode-se escolher um cosmideo (clone

de cerca de 40.000 pb) para resolver um ou mais complicadores de montagem.

A montagem dos fragmentos de DNA e o fechamento do genoma séao o
proximo passo no sequienciamento. Ocorrem desde o inicio da obtencao dos
cromatogramas sequenciados, e permitem um acompanhamento da qualidade
destes e da evolucdo do progresso e da qualidade do trabalho. Docena (2000)
indica trés fases para a montagem: (1) a conversdo de cromatogramas em
sequéncias nucleotidicas; (2) a montagem de contiguos gendmicos; e (3) a

montagem destes contiguos numa sequiéncia consenso.

Podemos dividir didaticamente a montagem em duas fases distintas:
micro e macro-montagem. Na micro-montagem pode-se incluir as montagens
realizadas com cromatogramas, que possuem valores de qualidade para cada
posicdo, e que vao determinar trechos de seqiiéncia consenso. E o caso das
montagens iniciais de shotgun, e de bibliotecas de cosmideos e de plasmideos

(clones pequenos).



A macro-montagem, por trabalhar com grandes trechos de seqtiéncias,
utiliza os consensos gerados pelas micro-montagens ao invés dos inumeros
cromatogramas que cada uma possui. Esta opcao agiliza e viabiliza estas
montagens, além de evitar uma perda de tempo e de poder de processamento

ao nao refazer um trabalho ja realizado.

As macro-montagens também atuam na resolucdo de alguns problemas
de fechamento, ao indicar regides que devem ser melhoradas, seja pelo
resequienciamento de clones ou pela construcao de bibliotecas de cosmideos ou
plasmideos. Lin (2001) cita trés complicadores do processo de montagem: (1)
erros nos clones, como fragmentos quiméricos ou contaminacdo com vetores;
(2) regides repetidas; e (3) falta de cobertura. Cabe ainda ressaltar, como
problemas a serem resolvidos: regides de transposons, que podem confundir a
montagem; e trechos de queda de qualidade abrupta no sequienciamento
(“compressao”), causados normalmente por estruturas secundarias ou trechos

muito ricos em GC.
Anotacao

Foi realizada anotacdo nas quatro bactérias citadas. Na Xylella CVC
iniciou-se o aprendizado, com participacdo da fase inicial da anotacao que foi
feita por cosmideo sequienciado. Posteriormente, nas Xanthomonas, em duas
categorias: Processos Celulares e Patogenicidade, Viruléncia e Adaptacdo. Na
Xylella PD auxiliando a coordenacdo da categoria Biossintese de Pequenas

Moléculas.

Anotacado é o processo de interpretacdo de novas sequiéncias genomicas
em informacdes biologicas Ttuteis, através da integracdo de analises
computacionais com dados biolégicos (Lewis et al., 2000). Também pode ser
vista como determinacdo e caracterizacdo de genes, elementos ativos ou
funcionais, ou de espacos intergénicos ou genes nado funcionais, elementos
inativos (Lee, 2001).
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O passo inicial da anotacdo de genes é a localizacao de ORFs, que
segundo Docena (2000) sdo sequiéncias de DNA com coédon iniciador na
extremidade 5° seguida da regido codificadora do gene e de uma regido de
término. O termo ORF significa “open reading frame”, e pode ser traduzido
como “quadro aberto de leitura”. A traducao dos nucleotideos em aminoacidos
€ possivel em trés fases de leitura para cada lado da fita de DNA. Quando estao
na mesma fase de leitura um coédon iniciador, um trecho de nucleotideos e um
codon terminador, nesta ordem, temos um ORF. Docena (2000) afirma que

todos os genes sdo ORFs, mas nem todo ORF é um gene.

Anotar é postular uma funcdo ao produto de um ORF, um gene em
potencial. Este trabalho € realizado através da comparacdo dos ORFs com
seqiiéncias de genes conhecidas. E a parte final e mais importante de um
seqUenciamento de genoma. Segundo Lee (2001), a anotacdo €é muito
importante em genomas sequenciados por fornecer informacédes preliminares
sobre a presenca ou auséncia de vias metabolicas. Exige diferentes fases para
filtrar as inumeras informacodes encontradas no meio cientifico e obter uma
lista de ORFs que represente, com a maior chance de acerto possivel, a

sequéncia de genes reais do organismo.

Processos Celulares

Durante a anotacdo da categoria V (Processos Celulares) da
Xanthomonas, houve uma divisdo das familias existentes entre os integrantes
do grupo, e foram estudadas as familias de transporte 2.C.1, 9.A.1, 1.B.18,

8.A.3 e 1.B.14, segundo classificacao de Milton Saier.

A familia 2.C.1 é a familia de proteinas auxiliares para energizacao de
transporte ativo mediado por receptores da membrana externa. Possui dois
sistemas paralogos: TonB-ExbB-ExbD e TolA-TolQ-TolR. A familia 9.A.1 é de
transportadores de  polissacarideos, incluindo a exportacao de
exopolissacarideos. Possui proteinas auxiliares, pertencentes as familias
1.B.18 — proteinas auxiliares da membrana externa, e 8.A.3 — auxiliares da

membrana periplasmica. A familias 1.B.14 inclui diversos receptores da
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membrana externa, normalmente dependentes do sistema de energizacdo da
familia 2.C.15.

Biossintese de Pequenas Moléculas

Segundo Docena (2000), a Biossintese de pequenas moléculas inclui a
biossintese de aminoacidos; nucleotideos; acucares; cofatores, grupos

prostéticos e transportadores; acidos graxos; e poliaminas.

Os aminoacidos incluem as familias:
v glutamato — arginina, glutamato, glutamina e prolina;
v aspartato/piruvato — alanina, valina, leucina, aspartato, asparagina,
metionina, treonina, lisina e isoleucina;
v’ glicina - serina, glicina e cisteina;
v' aminoacidos aromaticos — histidina, corismato, fenilalanina, triptofano

e tirosina.

Os nucleotideos :

v' Ribonucleotideos de purina;

v Ribonucleotideos de pirimidina;
v' 2’-Deoxiribonucleotideos;
v

Salvamento de Nucleotideos e Nucleosideos;

Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores:
v' Biotina;

Acido félico;

Lipoato;

Molibdopterina;

Pantotenato;

Piridoxina;

N N N N RN

Nucleotideos de pirimidina;

> Informagdes obtidas nas paginas organizadas pelo Dr. Milton Saier — http:/www-
biology.ucsd.edu/~msaier/transport/2 C_1.html para a familia 2.C.1, final 9_A_1.html para a familia
9.A.1 e assim por diante.
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Tiamina;

Riboflavina;

Tioredoxina, glutarredoxina, glutationa;
Menaquinona, ubiquinona,;

Protoheme, siroheme;

Proteina transportadora de carboxil biotina;
Cobalamina;

Enterobactina; e

LN N X X X X X X

Biopterina.

Mecanismos Associados ao Ferro

Ferro € considerado um fator limitante para o crescimento da bactéria
tanto em seu ambiente natural quanto em associacdo com seu hospedeiro
infectado. Para manter a homeostase do ferro, muitas bactérias sintetizam um
regulador global, a proteina Fur (Ferric Uptake Regulator), codificada pelo gene
regulador da absorcao do ferro fur (Guerinot, 1994). De um modo geral, Fur
atua como um repressor transcricional (Litwin & Calderwood, 1993). Por outro
lado, a regulacao transcricional negativa mediada pelo Fur tem sido descrita
pelos mesmos autores. Em adicdo ao controle da absorcao do ferro, Fur
também regula os genes envolvidos em viruléncia (Litwin & Calderwood, 1993;
Ochsner et al., 1995), tolerancia a acidez (Foster & Spector, 1995; Hall &
Foster, 1996), os genes protetores ao stress oxidativo (Hassettet al., 1996) e
outros fatores codificados por genes regulados por ferro tais como os sistemas
de aquisicdo de ferro (ex. sider6foros), hemolisina e toxinas (Litwin &
Calderwood, 1993). Fur €, portanto, um importante regulador global no
metabolismo geral (Hantke, 1987; Tsolis et al., 1995).

Apesar de abundante na natureza, a biodisponibilidade do ferro é
extremamente baixa. Ao longo da evolucdo bacteriana, complexos sistemas
para absorcao do ferro foram gerados para permitir a sua sobrevivéncia. Como
exemplo, citamos o processo da aquisicdo de ferro pela bactéria através da
secrecao de sideroforos e a subseqiiente absorcdo de complexos sideréforos de

ferro, governada em grande parte pela proteina Fur (Bagg & Neilands, 1987Db).
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Na presenca de ferro, Fur inativo € ligada a ions ferrosos disponiveis no
citoplasma e se torna um repressor ativo de transcricdo que se liga a uma
regido de DNA localizada nas vizinhancas da seqtiéncia do promotor conhecido
como caixa Fur (Loprasert et al., 1999). A ligacdo ao repressor Fur na caixa
Fur bloqueia a transcricdo do gene (Bagg & Neilands, 1987a; Escolar et al.,
1998).

O gene fur tem sido caracterizado em muitas bactérias Gram-negativas
(Staggs & Perry, 1991; Beall & Sanden, 1995; Hassett et al., 1996; Achenbach
& Yang, 1997) e recentemente em bactérias Gram-positivas (Bsat et al., 1998).
Fur é uma proteina pequena (15-18 kDa) contendo muitas regides altamente
conservadas, importantes para a sua funcao (Braun et al., 1990; Coy et al.,
1994). A analise de seqUiéncias em genomas bacterianos tem indicado que
algumas bactérias tém multiplas proteinas Fur (Bsat et al., 1998). B. subtilis
tem pelo menos trés Fur homologos estruturais. Essas proteinas tém diversas
funcdes, sugerindo que muitas funcées do Fur e proteinas semelhantes a Fur
ainda estdo para serem identificadas (Bsat et al.,, 1998; Vasil & Ochsner,
1999).

Na caracterizacdo, organizacdo gendmica e analise filogenética do gene
fur em Klebsiella pneumoniae, demonstrou-se a capacidade da sequiéncia desta
proteina em refletir uma relacdo filogenética entre espécies, sugerindo que o
gene fur de modo semelhante ao 16S rRNA, pode ndo estar sujeito a
transferéncia horizontal entre as diversas bactérias avaliadas (Achenback &
Yang, 1997).

Relacoes Filogenéticas e Evolucao

O sequenciamento de genes e, em especial, de genomas inteiros, pode
ajudar no entendimento da evolucdo das bactérias em seu ambiente. A
evolucdo biolégica tem como pré-requisito a variacdo genética, dada
principalmente por mutacoes, que aparentam ocorrer em maior freqiiéncia em

situacoes de estresse ambiental (Schloter et al., 2000).
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Li (1997) cita trés principais motivos para explicar a grande importancia
da utilizacdo de sequiéncias de DNA para estudos evolutivos. Inicialmente, o
DNA (e as proteinas) evoluem de maneira mais regular do que caracteres
morfolégicos e fisiolégicos. Em segundo lugar, estes dados permitem melhor
tratamento quantitativo do que dados morfologicos, e ainda sdo mais
abundantes. Esta abundancia é um fator muito util principalmente no caso de
microrganismos, que tém poucas informacoes morfologicas e fisiologicas
disponiveis para estudo. Li (1997) lembra que embora os dados moleculares
tenham revolucionado o estudo da taxonomia bacteriana, ndo se deve esquecer
que as demais caracteristicas sao complementares e, portanto, ndo se deve

abandonar estudos morfologicos e fisiologicos.

Diversos genes relacionados a patogenicidade estdo associados a
elementos transponiveis, como ilhas genomicas, plasmideos e transposons. Os
elementos transponiveis (TEs) sdo trechos de DNA com capacidade de alterar a
sua localizacdo no genoma, produzindo mutacdes e/ou rearranjos sé possiveis
por este meio, o que delega aos TEs um importante papel evolutivo,
principalmente nas interacdes entre microrganismos e seus hospedeiros
(Hentschel et al., 2000; Li, 1997).

Estes eventos de transferéncia horizontal de genes sado passos chave em
processos de especiacdo (Schloter et al.,, 2000). E o DNA também pode ser
passado entre diferentes espécies. Bactérias podem “absorver” DNA do meio e
integra-lo ao seu genoma, mantendo sua funcionalidade. Este processo é
conhecido como transformacao (Li, 1997). De La Cruz & Davies (2000) afirmam
que a viruléncia, ou capacidade de colonizacdo de um novo nicho, acontece
mais pela aquisicdo de genes patogénicos devido a transferéncia horizontal do

que por mutacao.

Segundo Droége (1998), pode-se classificar os eventos de transferéncia de
genes na natureza em trés caminhos distintos: a deteccao de genes homologos
em diferentes espécies; demonstrar a transferéncia experimentalmente em
laboratério; e em estudo de campo. O estudo de genes homologos, através da

analise de sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos, permite verificar se os
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genes seguem o padrao evolutivo dos organismos, ou se diverge deste. Doolittle
(2000) afirma que quanto mais recente a transferéncia, mais parecidas serao

as sequéncias homologas.

A analise filogenética é o processo de desenvolver hipéteses sobre a
relacao evolutiva de organismos utilizando as suas caracteristicas observaveis.
Sua utilizacdo foi iniciada com anatomia macroscépica, na arvore de vida de
Lineu. Atualmente, a natureza quantitativa das seqUéncias permitiu o
desenvolvimento de regras mais rigorosas para o desenho da arvore (Gibas &
Jambeck, 2001).

A analise de filogenia inicia com a comparacdo das seqUéncias dos
genes. Segundo Li (1997), o primeiro passo é o alinhamento de seqiiéncias, que
sobrepde as mesmas e identificam locais de possiveis delecoes e insercoes. Lee
(2001) afirma que estas comparagoes sdo importantes para melhor visualizar

as diferencas entre as sequiéncias estudadas.

A arvore filogenética derivada de dados de seqiiéncias pode ter ou nao
uma raiz, pois embora se siga o pressuposto da existéncia do ancestral
comum, os métodos empregados permitem que se calcule a semelhanca entre
as sequéncias e que se determine onde colocar pontos de ramificacao (Gibas &
Jambeck, 2001).

Segundo Li (1997), os objetivos dos estudos filogenéticos sao a
reconstrucdo das ligacoes genealdgicas entre os organismos e estimar o tempo
de divergéncia entre os organismos e seu ancestral comum. Pode-se estender
este conceito para a busca de vinculos genealdgicos de genes, e sua

comparacao com a evolucao dos organismos.

Uma arvore pode representar uma filogenia, mas é preciso mais do que
uma Unica analise evolutiva para tirar conclusdes sobre a filogenia de um
organismo completo. Somente quando as filogenias sdo construidas com base
em quantidades suficientes de dados estas podem dar evidéncias para se

inferir sobre a histéria evolutiva do organismo (Gibas & Jambeck, 2001).
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As arvores filogenéticas sao a forma de ilustrar a relacdo evolucionaria
entre um grupo de organismos (Li, 1997) ou genes. Segundo Li (1997) a arvore
filogenética € composta por noés e ramos, onde somente um ramo conecta dois
nos adjacentes. Os noés representam as unidades taxondmicas, e os ramos as

relacdes entre estas.

Estas arvores podem ser classificadas em arvores de espécies, quando
representam caminhos evolutivos de um grupo de espécies, ou arvores de
genes, quando comparam genes que nao seguem necessariamente a escala

evolutiva da espécie (Lee, 2001).

Gibas & Jambeck (2001) descrevem quatro métodos para a construcdo
das arvores filogenéticas. A baseada na distancia entre pares produz arvores
com raiz. E definida uma matriz de distancia entre cada par de seqiiéncias e
estas sdo agrupadas de acordo com estas distancias. O tamanho dos ramos

teoricamente reflete o tempo evolutivo.

A arvore baseada na juncao de vizinhos também utiliza uma matriz de
distancias. Sequéncias mais préximas sdo consideradas vizinhas e o algoritmo
pesquisa as menores distancias e também conjuntos de vizinhos que

diminuam o tamanho total da arvore.

O método da parcimodénia maxima pesquisa o conjunto de arvores
possiveis para localizar a que exige o menor numero de substituicoes para
explicar as diferencas entre as seqUéncias. Analisa apenas os locais que

fornecem evidéncias evolutivas.

Além deste, o método baseado na estimativa de probabilidade maxima,
que também avalia todas as topologias de arvores possiveis, mas utiliza
métodos probabilisticos. Atribuindo probabilidade a cada alteracdo possivel,

calcula a melhor escolha.



3. Material e Métodos

Tanto o material quanto os métodos utilizados sofreram modificacdes ao
longo do trabalho. Programas foram atualizados e novos equipamentos

adquiridos, permitindo ainda a utilizacdo de novos programas.

Muito tempo se gastou nos primeiros cosmideos com verificacdo manual
da montagem, retirada de trechos de vetores ou de baixa qualidade mal
cortados, ja que o programa sequencher € limitado neste aspecto. O processo
de montagem no laboratério, inicialmente restrito ao sistema Macintosh e ao
programa sequencer, ganhou muito em qualidade, velocidade e facilidade com
a chegada dos PCs I e II e com a instalacdo dos programas phred, phrap e
consed no sistema linux. A propria experiéncia com estes programas permitiu
melhor aproveitamento de seus recursos e o desenvolvimento de uma

estrutura para evitar erros.

Na anotacdo, com o decorrer dos projetos, a experiéncia foi permitindo
melhorias tanto nas ferramentas de bioinformatica disponibilizadas quanto nas
estratégias de anotacdo dos grupos. Embora em cada projeto existam diversos
anotadores iniciantes, a evolucao dos recursos humanos ¢é facilmente
perceptivel, principalmente se comparada ao projeto inicial (X. fastidiosa CVC).
Além de uma melhor utilizacao de ferramentas ja existentes, como PFAM e
COGnitor, os seqUienciamentos dos projetos anteriores serviram como base de
referéncia para a anotacdo. A comparacdo de genes das quatro bactérias
(XCVC, XPD, Xcitri e Xcamp) permitiu, em muitos casos, maior precisdo nas
conclusodes e até correcoes em anotacoes anteriores. O meio cientifico mundial
€ muito dinamico, e a cada momento podem surgir novas informacodes que

permitem a definicdo da anotacdo de um ORF.
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O estudo da filogenia de alguns genes foi realizado apo6s o fim da

anotacdo por categorias da XPD. Foram estudados alguns programas, e foi
escolhido o PAUP (Swofford, 2002), utilizando o alinhamento do CLUSTAL

(Thompson et al., 1994). Dentre os programas acessiveis, o PAUP apresenta o

recurso bootstrap, utilizado no trabalho.

Encontram-se em anexo os programas utilizados, enderecos de paginas

dos projetos e de paginas de busca e consulta (anexo 1).

3.1.

Computadores

Estrutura pertencente ao Laboratério de Biologia Celular e Molecular do

CENA, de uso compartilhado com outros pesquisadores.

v

Mac G3 - Power Macintosh G3 (160 Mb RAM, 6 Gb Disco Rigido, Mac
OS 8.1, zip drive interno, gravador de CDs externo) — analise de géis,
montagem, copias de seguranca;

Mac 7300 — Power Macintosh 7300/200 (160 Mb RAM, 2 Gb Disco
Rigido, zip drive externo) — sequenciamento (acoplado ao sequienciador
ABI Prism™ 377 DNA Sequencer);

PC I (Dual Pentium III 550 MHz, 256 Mb RAM, 20 Gb disco rigido) -
Sistemas Operacionais Linux e Windows 98, prioritario para montagem
em linux. Também utilizado para anotacao e outros;

PC II (Processador Pentium III 550 MHz, 256 Mb RAM, 20 Gb disco
rigido) — Sistemas Operacionais Linux e Windows 98, reserva para casos
de atualizacdes e problemas técnicos no PC I. Montagem em linux,
anotacdo e demais demandas;

PC III (Processador Pentium III 700 MHz, 256 Mb RAM, 30 Gb disco

rigido) — Sistema Operacional Windows 98, utilizado em anotacao.

3.2. Sequenciamento
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Os métodos em bioinformatica incluem a manutencdo basica de
computadores porque a exigéncia de prazos e qualidade dos projetos muitas

vezes impede que sejam seguidos os caminhos normais da instituicao.

Também servicos relacionados diretamente aos projetos genoma, como
no sequenciamento e na montagem, e de forma indireta nestes e em outros

projetos através do auxilio a pesquisadores.

O trabalho envolve desde o primeiro projeto genoma do Brasil, da Xylella
fastidiosa, e demais citados no item 4.1, sendo seis programas de
sequenciamento no total. HaA uma evolucdo natural das paginas de servicos
com o passar do tempo, mas as diferencas nao justificam uma descricdo para
cada projeto. Serao descritos os processos mais importantes e os principais

itens a se considerar em cada caso.

3.2.1. Analise de géis

Sequienciador ABI Prism 377; sistema operacional MACOS 8;
sequenciamento realizado com Mac 7300, acoplado ao seqUienciador; passagem

para o Mac G3 com o auxilio de um disco zip; programa Sequencing Analysis.

v Abre-se arquivo de gel;

v' Traqueamento — centralizar as linhas de extracdo nas colunas referentes
a cada clone;

v' Verificacdo do traqueamento — cada linha deve corresponder ao clone
descrito, ou seja, deve-se ter certeza de que possiveis falhas no
sequenciamento néo levem a um erro de nomenclatura dos clones;

v Ajuste fino — aumentar o zoom para escolher a melhor regido de leitura
da coluna;

v' Extrair os cromatogramas dos clones;

AN

Verificar clones que nao podem ser aproveitados e apaga-los;

v' Verificar nomenclatura.

3.2.2. Submissao de clones seqiienciados



20

AN

Selecionar os cromatogramas a serem submetidos e coloca-los em uma
pasta;
v' Compacta-los, utilizando o programa pkzip;

v' Acessar a pagina de servicos do organismo;

AN

Completar os campos com codigo do laboratorio, e-mail e arquivo a ser
enviado;
v'  Submeter;

v" No caso de submissao aceita, verificar e arquivar relatorio;

<

No caso de problema na submissao, resolver problema (podem ocorrer
erros na nomenclatura, problemas na compactacao, problemas no script

de submissédo etc. Se necessario, buscar auxilio no laboratoério central).
3.2.3. Submissao de montagens
v' Compactar o arquivo “nome.ace” da montagem:

o No linux: gzip <nome do arquivo>

v Acessar a pagina de servico do organismo;

AN

Completar os campos com codigo do laboratorio, e-mail e arquivo a ser
enviado;
v Submeter;

v" No caso de submissao aceita, verificar e arquivar relatorio;

<

No caso de problema na submissao, resolver problema (podem ocorrer
erros na nomenclatura, problemas na compactacao, problemas no script
de submissédo etc. Se necessario, buscar auxilio no laboratoério central).

3.2.4. Download de dados

v Acessar a pagina do servico de download;

AN

Digitar a lista de nomes de clones que se deseja, sendo um nome por
linha;
v Submeter e busca;

v' Salvar o arquivo da busca;

AN

Descompacta-lo.
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3.2.5. Comparacao de cromatogramas com Sequencer — MacOS

Iniciar programa;

Adicionar pasta de cromatogramas;

Selecionar cromatogramas;

Corte seletivo das pontas de baixa qualidade (trim ends);

Corte seletivo de fragmentos de vetor (trim vector);

AN N N N NN

Regulagem de parametros de montagem:
o Tamanho minimo - 40;

o Identidade minima — 90;

AN

Montagem automatica;
v' Regulagem de parametros de montagem:
o Tamanho minimo — 30;
o Identidade minima - 80;
v" Montagem automatica;
v Se restarem cromatogramas fora dos contiguos, ou se nao se alcancou o
numero desejado de contiguos;
o Regulagem de parametros de montagem:
= Tamanho minimo — 10;
= Identidade minima — 60;
o Montagem Interativa. Neste caso, estuda-se individualmente cada

montagem possivel.

Sequencer - Depois de gerados os contiguos, pode-se visualizar e editar
as montagens. Utilizado para visualizacao inicial de montagens, e comparacao
de sequiéncias. Substituido para montagens de cosmideos e afins pelo

programa phred, phrap e consed.
3.2.6. Desenho de primers
A escolha de oligonucleotideos (primers) € um passo muito importante.

O primeiro motivo é sua utilizacdo para cobrir regides ndo representadas, seja

pela auséncia de clones ou por problemas de sequenciamento. Esta demanda
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ocorre principalmente no fechamento de cosmideos, época de muita pressa.

Em segundo lugar, sintetizar um primer ¢ um trabalho caro, e normalmente se

utilizam servicos internacionais.

Estas caracteristicas tornam a escolha de primers um trabalho

criterioso e importante, pois um primer mal feito custa dinheiro e tempo

preciosos. O programa utilizado para o desenho de primers foi o Consed, com

informacdes geradas nos programas Phred e Phrap. Este possui parametros

padrédo para a escolha de primers, que normalmente nao sdo alterados. Além

destes, existem informacodes relevantes utilizadas para escolher as melhores

opcoes dentre os primers escolhidos pelo programa consed.

v

Tamanho — o considerado ideal € 18 bases. O minimo utilizado foi 16, e
o maximo 20. Pode ser um pouco maior se necessario, mas nao é
recomendavel que seja menor do que 16;

Porcentagem GCs/ATs — busca-se entre 50 e 60% de GCs, sendo 50% o
ideal. Estes valores dizem respeito as bactérias seqlienciadas, podendo
este parametro mudar de acordo com o organismo;

Distribuicao das bases — quanto mais distribuidas, melhor. Seqtiéncias

maiores do que 3 repeticoes da mesma base sao evitadas. Ex.: boa

distribuicado - ACCTGTAGGATCACTAGC, ma  distribuicao -
AAGTTCTTAAAGGGGCGAG;
Distancia em relacao ao trecho alvo — no caso de trechos sem

problemas, a distancia vai depender do tamanho do “buraco” a ser
coberto. Pode ser necessario o desenho de mais de um primer. No caso
de problemas de sequenciamento, o primer deve estar o mais proximo
possivel de uma distancia ideal, cerca de 80 a 100 bases. Se estiver
mais proximo, pode nao estar estabilizado quando chegar ao trecho
problematico, e nao apresentar qualidade neste, ou até mesmo néo
cobrir a regido. Se estiver mais longe, a capacidade de ultrapassar o
problema diminui com a distancia;

Verificar anelamento multiplo — o programa realiza a busca de outros
anelamentos na regido montada no projeto utilizado. Se for utilizado o

DNA do organismo inteiro, ou de regidoes diferentes da montada, ou
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mesmo se o vetor a ser utilizado nao constar no arquivo especifico do
programa, sera necessario comparar os primers escolhidos com a
seqUéncia conhecida do DNA em questao. Pode-se utilizar, por exemplo,
0 programa cross-match.

v" Dentro de clones — no caso de regidoes problema, é recomendavel que os
primers estejam dentro dos limites de um clone sequienciado. Isto
facilita o processo de sequenciamento;

v' Ponta 3’ — existem opinides divergentes sobre a que bases se deva dar
preferéncia no final da seqtiéncia. Alguns afirmam que seja melhor ATs,
outros CGs. Foi utilizado preferencialmente o final com um ou dois CGs,

com bom funcionamento dos primers.

3.3. Montagem de Fragmentos de DNA

Programa

A montagem é realizada utilizando-se o pacote de programas phred,
phrap e consed (Ewing et al, 1998; ewing & Green, 1998; Gordon et al., 1998),
em ambiente operacional linux. O pacote inclui outros programas, como o
Repeat Master e Cross-match, e diversos scripts para facilitar a interacéao entre
os mesmos. Apos devidamente instalados, estes programas executam grande
parte do servico, restando ao operador alguns trabalhos mais especificos e a

resolucao de problemas.

Estrutura minima

E exigida uma estrutura especifica de diretérios para que os programas
funcionem corretamente. Para cada montagem a se realizar, devem ser criados
quatro diretorios: (1) <nome da montagem>, (2) “edit_dir’, (3) “phd_dir’, e (4)
“chromat_dir’, sendo os trés ultimos dentro do primeiro. Por exemplo, para a
montagem de um cosmideo de nome O0C10, cria-se um diretério com este
nome e dentro dele os trés outros diretorios. O nome dos diretorios internos
nao pode ser alterado, por uma determinacdo do proprio programa.

No diretério chromat_dir serdo colocados os cromatogramas que se quer
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montar inicialmente, assim como futuros novos cromatogramas. A partir do
diretério edit dir serao executados todos os comandos, e todos os arquivos
gerados para visualizacdo de dados e saida de informacdes tteis estardo neste

diretorio.

Estrutura utilizada

Além da estrutura minima para o programa, foi adotado um modelo de
estrutura de diretorios para facilitar as montagens de cosmideos e plasmideos,

e evitar ao maximo a possibilidade de erro.

No diretério do cosmideo, 00BO1, p. ex., criam-se 5 diretorios:
“00B01bkce”, “O0B0O1fim”, “externos”, “blast” e “pontas”. Em cada um dos dois
primeiros, cria-se a estrutura basica dos trés diretorios edit dir, phd_dir e
chromat_dir. Em externos, cria-se o diretorio “selecao”, e em blast o diretoério

“resultados”.

Na pasta 00BOlbkce estara a montagem somente com o0s
cromatogramas do proprio cosmideo, que servira como prova na comparacao
com montagens posteriores feitas na pasta 00BOlfim, que contera
cromatogramas de shotgun (aleatorios), utilizados para a finalizacdo da
montagem. Este acompanhamento, auxiliado pelo uso do Blast 2 sequences,
permite que se detectem diferencas nas montagens, que podem ser corretas ou

nao, mas que devem ser examinadas com cuidado.

A pasta “externos” serve como um depésito de cromatogramas de
shotgun buscados para serem introduzidos na montagem. Facilita o controle. A
pasta pontas é apenas um depositorio dos cromatogramas que marcam as
pontas de cada cosmideo. Eles auxiliam a localizacdo das pontas do cosmideo

que se esta montando.

Na pasta blast sdo colocados arquivos fasta de contiguos e
cromatogramas que se queira comparar com bancos de dados gerais ou

especificos do organismo. Na pasta interna, “resultados”, podem ser guardadas
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comparacoes para futuras analises.

Funcionamento

O programa utiliza scripts, que sdo arquivos com sequéncias de
comandos e parametros. O script principal do pacote é o “phredPhrap.perl”,

que aciona os programas phred, repeat master, cross-match e phrap.

Inicialmente, o programa phred cria para cada cromatograma presente
na pasta chromat_dir um arquivo correspondente na pasta phd_dir, com
valores de qualidade atribuidos aos picos do sequenciamento de cada base. A
seguir, estes arquivos sdo comparados, pelo programa cross-match, e depois se
constroem contiguos, que sao agrupamentos de pedacos de DNA com partes
sobrepostas, que formam pedacos maiores de fita através do consenso dos

cromatogramas reunidos - phrap. Também é gerado um arquivo em formato

[43 ”»

ace”, que permite a visualizacdo e edicdo desta montagem através do

programa consed.

Os principais scripts utilizados sao:

v' phredPhrap.perl — para casos comuns de montagem — descrito acima;

v fasta2Phd.perl — cria arquivos “phd” a partir de arquivos em formato
fasta, sem a necessidade de cromatograma. Atribui qualidade uniforme;

v" phd2Ace.perl - cria arquivos “ace” a partir de arquivo “phd”. Permite o
uso do consed em sequéncias que nao participam de alinhamento;

v ace20ligos.perl — gera arquivo com primers presentes em arquivo de

montagem (.ace).

O programa Consed permite a visualizacdo de montagens e edicao de
dados para facilitar a finalizacdo dos fragmentos de DNA. Inclui diversos
recursos, como:

v" Mostra valores de probabilidade de erro nos contiguos;

v' Escolha de primers, com diversos parametros editaveis;

v" Busca automatica de problemas especificos (menu navigate);
v

Escolha automatica de clones para fechamento;
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v' A visualizacao de montagens ainda permite:
o escolha manual de clones a serem feitos ou refeitos;
o determinacao de problemas;
o auxilio na resolucao destes;

Visualizacdo de cromatogramas alinhados;

Busca de trechos de DNA (search for string);

Busca de clones, com utilizacdo de caracteres coringa;

<N X X

Marcacgdes diversas (tags).
3.4. Anotacao

A anotacdo de ORFs € realizada através da comparacdo das sequiéncias
de nucleotideos e aminoacidos de cada ORF com diversos bancos de dados
genéticos (ja descritos) em diferentes programas. A partir do cruzamento das
inameras informacodes de alinhamento e homologia encontradas, determina-se

a homologia do ORF.
3.4.1. Ferramentas para Anotacao

O processo de anotacdo de genes € dinamico, e utiliza as informacoes
atuais dos bancos de dados genéticos publicos internacionais. Diante do
crescente numero de informacoes adicionadas diariamente, muitos casos de
anotacdo podem ser alterados com novas descobertas. Mas as ferramentas
utilizadas para buscar estas informacdes, embora sofram também
atualizacoes, podem ser descritas de forma mais precisa para que o método
empregado possa ser repetido. Novas ferramentas computacionais podem (e

irao) surgir.

Neste item sera feita uma descricdo das principais ferramentas
utilizadas no processo de anotacdo, assim como forma de entrada e saida de
dados. Nos itens seguintes sera descrita a forma como cada projeto utilizou

estas ferramentas, sem a preocupacao de descrever detalhes de utilizagao.

3.4.1.1. A Pagina de Anotacao
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Cada projeto de sequienciamento do programa ONSA contou com
facilidades bioinformaticas, e a maioria delas esta reunida nas paginas de
anotacdo. Estas paginas apresentam facilidades para agilizar o processo de
anotacdo, através de informacdes organizadas, consultas automaticas e uma

interface amigavel.

Como base, sera descrita a pagina de anotacdo da bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. citri. A pagina da Xylella CVC, anotada
anteriormente, possuia menos recursos, e foi descrita em detalhes em Docena
(2000) e Ferreira (2000). Os recursos adicionais encontrados no projeto da

Xylella PD serao descritos posteriormente.

Os ORFs foram inicialmente localizados com o auxilio dos programas
Glimmer 2.0 e Genemark 2.4, e foram pré-categorizados e anotados através de
uma busca com o programa blastp. Este trabalho foi realizado pelo laboratorio
central de bioinformatica do projeto — LBI/UNICAMP. Varias informacées do
primeiro hit foram colocadas automaticamente numa pagina gerada
automaticamente para cada ORF. Os principais itens fornecidos na ultima
versdo desta pagina sao:

v" Product, com nome da proteina codificada pelo gene;

v' Gene name, com nome do gene;

v' Chunk, com informacdes sobre a localizacdo do ORF, e links para a
verificacdo de codon inicial, as seqiiéncias em bases e aminoacidos, e
ainda a qualidade da seqUiéncia;

v' TC number, codigo para genes de transporte;

v' COG (Tatusov et al.,, 2001) — Cluster of Orthologous Groups, com
informacodes geradas pelo programa cognitor, quando existentes;

v Links para resultados de: BLASTP/NOFILTER, COG, PSORT e PFAM;

v' Accession number, nimero da entrada do gene homologo nos bancos de
dados genéticos GenBank (Benson et al., 2000) ou Swiss-Prot (Bairoch
& Apweiler, 2000);

v' Organism, com organismo do primeiro hit;
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v Identity, que apresenta a porcentagem de semelhanca do ORF com o
gene homoélogo, ou seja, a porcentagem de acertos;

v' Coverage Query, porcentagem que demonstra relacao entre tamanho do
alinhamento e tamanho do ORF (neste caso no papel de query);

v' Coverage Subject, porcentagem da relacdo entre o tamanho do
alinhamento e o tamanho do gene homoélogo (no papel de subject);

v' E-value, apresenta a possibilidade do alinhamento ter sido feito de forma

aleatéria. Quanto menor, mais provavel é a veracidade do alinhamento.

Além dos campos descritos, somente para visualizacdo de dados, a
pagina apresenta campos editaveis, onde o anotador que tem permissdo pode
alterar ou adicionar informacées: Product, Gene name, TC number, Primary
Category, Secondary Category, Remarks e Notepad. Ainda apresenta os campos
que permitem marcacao (sim/nao), que apontam a presenca de problemas no
ORF (Frameshift, Poin Mutation, Both, None, Orf with problem), o término da
anotacdo por parte de cada fase da mesma (by category member, by category
resposible, by member of scan team), ou ainda mudancas no cédon inicial ou
localizacadfo do ORF em um intron (Change start codon e Intron,

respectivamente).

A busca avancada (advanced search) do gene editor apresenta opcoes de
busca bastante variadas, permitindo busca simultanea nos campos: Chunk,
Primary Category, Secondary Category, Product, Gene name, Remarks, Notepad,
by category member, by category responsible, by member of scan team, Orf with
problem e tRNA. A busca basica procura a palavra nos campos gene ID, gene

name, remarks e product.

A pagina da Xylella PD apresentou algumas mudancas em relacado a da
Xanthomonas, embora a totalidade de recursos tenha sido pouco modificada.
Uma diferenca funcional importante € que os links levam a abertura de novas
janelas, ao contrario do que acontecia em Xanthomonas. Foram introduzidos
também campos de numeros EC (Bairoch, 2000) e TC, links para resultados da
pagina de busca SMART (Schultz et al, 1998), para BLAST (Altschul et al.,

1997) contra a propria Xylella PD, e para mapas de vias metabdlicas da pagina
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do KEGG (Kanehisa et al., 2002), descritos abaixo:

v" Numero EC — nimero de categorizacdo de enzimas segundo sua funcao.
Cada EC representa uma funcao;

v' Numero TC - categorizacdo de funcodes relacionadas somente ao
transporte;

v SMART - programa de comparacao que utiliza diversos processos de
busca, incluindo dominios;

v BLASTP - um blast local que permite a comparacdo com os dados do
organismo ainda nao submetidos. Permite comparacoes com montagens
prévias, contra sequéncias, e contra ORFs (blast descrito no item
3.4.1.2);

v' Mapas KEGG - a partir do numero EC encontrado para o ORF, sao
colocados automaticamente links para cada uma das vias metabolicas

em que este ORF pode estar presente (KEGG descrito no item 3.4.1.6);

3.4.1.2. BLAST (NCBI)

O blast € uma ferramenta de acesso via internet ou de instalacao local
que permite a comparacdao de uma seqUéncia com um banco de dados
genéticos. Sua utilizacdo no acesso via internet consiste em se colocar a
seqUiéncia que se quer comparar no campo determinado e rodar a procura. Dos
parametros colocados como padrao, o Unico alterado normalmente é a retirada
do filtro para regides de baixa complexidade, como caudas poli-A e regides com
repeticoes de poucas letras (aminoacidos ou nucleotideos). As sequéncias
devem estar em formato FASTA, ou seja, texto sem formatacdo, mas com
quebras de linha e aproximadamente cinqiienta caracteres por linha. A
primeira linha de cada seqliéncia € a do nome da sequiéncia, precedida de um

“>” Por exemplo:

>exemplo
ATGAAACTCTACAATCTTAAAGATCACAATGAGCAGGTCAGCTTTGCGC
GCAAAAATCAGGGGCTGTTTTTTCCGCACGACCTGCCGGAATTCAGCC
TTTACCGAATGTGAAAGTGGTTATCCTTTATACTGA
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Programas para diferentes tipos de comparacgoes segundo a tabela 3.1:

Programa Seqiiéncia para busca (query) Banco de Dados (subject)
BLASTP Aminoacidos Aminoacidos
BLASTN Nucleotideos Nucleotideos
BLASTX Nucleotideos (traduzidos) Aminoacidos

TBLASTN Aminoacidos Nucleotideos

TBLASTX Nucleotideos (traduzidos) Nucleotideos (traduzidos)

Tabela 3.1 — Tipos de programas blast.
BLAST P

O blastp permite a comparacdo de seqiéncias de aminoacidos contra
proteinas. Como mostrado na fig. 3.1, coloca-se a seqiiéncia de aminoacidos no
campo “Search” e realiza-se a procura contra proteinas (clicando em “BLAST!”).
Pode-se regular o alvo da procura, através dos diferentes bancos de dados
disponiveis para comparacdo (em “Choose database”). A opcao “Do CD-Search”

aciona a busca de dominios (exemplo de resultado na fig. 3.2).

> NCBI

Mucleatide

BLAST
protein=profein = | i e

B T e
ranslations

Protein Retrieve results for an RID

>gi| 5532604 | gby| AADS4807.1| ferric uptake regulator Fur _"_J

METHDLEFVGLEVTHPENRILELLEORKSNHHHL SAED IVROQLLDHGDEIGLATHYRVLTO
Search |[FEAAGLVLEH

NFECGOAVYELDRGCHHDHNV DV D TCHV IEFESEETEALQROT AAKHGYELEEHSLYL T

EEKRFER ;I
Set subsequence From | TD:I
Chooge databage Iswisspmt _ﬂ

Do CheBearch [

R LAST! R weserauen Fmeseran)

Figura 3.1 — Parte superior da pagina de entrada de dados no blastp.
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Apds o processamento da busca, € reportada uma pagina (fig. 3.2)
contendo o resultado da busca de dominios, se a opcéo foi acionada; o nimero
de identificacdo da procura — para facilitar a utilizacdo do programa sem
precisar esperar cada uma das buscas; e opcoes de formatacao dos resultados.
Apbs o tempo estimado, clicar em “FORMAT!”.

formatting B l.- :\. ST

Your request has been seccessfidly sdbmitted and pat inte the Elast Cuase

Query = g5532604|gb| A ATMAR0T 1] feme uptake regatator Fur
METHDLEEVGLE VTHFEMEILELLEQE SHMHHHL S AEDIYRQLLDHSDEIGLATMYEVLTOFEAAGLVLEH (56 letters)

Putative conserved domains have heen detected

[Click an the image belowor deteiled CO-Search results

Thie request ID Bi':tﬂ?‘i‘iééﬂ’ﬂﬁﬂ‘ﬂ?i-?
I -
The reeulis ime eetimated 10 be seady in 3 pecands but may ke Ssne soomer

Fleass press *PORMAT!® when you wishio check your resubis. You may change the fomuaiting options for yoar resalt wis the fom below snd press "FORMATI® sgun. You may also
erquaal seuls of & defferent s aeh by enlesmg ay ether valid sequest 10008 see othes crcend jobs

—

Furmu!

Show B eaphieal Ovarvisw ¥ HOEL ] Mignment =] o [HTML =] farma

Hamiber of! Dy periptione] 100 7] Agnmerse 50 TI

Abgndi vere |F‘m.—\.q-|53 ﬂ
Fommat for B
Blasy | mithnchsson threckeld 0 005
ﬂ.lll.f.‘.;'\l'-'q.'l: l o salect En-n[l:l'll:r'i.‘"l j

#

Figura 3.2 — Pagina de resultado intermediario do blastp, apresentando dominio

encontrado, identificacao da requisicao e opcoes de formatacao do resultado.
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O resultado da busca é apresentado em uma pagina que esta dividida
aqui em trés figuras para facilitar seu entendimento. Na figura 3.3 o resultado
grafico, permitindo visualizacao do tamanho dos genes homologos em relacao a

sequéncia inicial, além de diferentes cores que facilitam a analise.

Distribution of 31 Blast Hits on the Query Sequence

IMouse-over to show defline and scores. Click to show alignments

Color Key for Alignnent Scores
40=5i) i

1#

Figura 3.3 — Apresentacao grafica dos resultados, com variacao de cor segundo o
escore (score), e graduacao para comparacao do tamanho da seqtiéncia da busca

(query) com os genes homologos.

Na figura 3.4, encontra-se um exemplo da lista encontrada logo abaixo
do grafico, contendo os genes homoélogos encontrados com alinhamento
significante (aqui chamados de hits). Para cada um deles, apresentado em uma
linha, temos: (1) Numero de identificacdo em banco de dados genéticos, que &
também um link para o registro deste gene; (2) Inicio do nome do produto do
gene; (3) Escore (Score), que também € um link para o alinhamento do query
com este gene (figura 3.12); e (4) Valor E (E value), o principal parametro na

escolha dos alinhamentos significativos.
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Score E

Sequences producing significant alignments: {bits) Value

1] 3913700 ]| = 520833 | FUR_PSEFU FERRIC TUPTAEE REGULATION FRO... _B0 Se-16
i) 417010 =p| Q03456 | FUR PSEAE FERRIC UPTAKE REGULATION FROT... 75 3e-14
gi] 1346056)|3p|P33086| FUR YERPE Ferric uptake regulation pro... _ 70 Ee=—=13
gi] 3913693 | =2p| 068563 | FUR PSEFL FERRIC UPTAKE REGULATION PRO... _B68 2e-12
gi]| 2826519 sp | P45599 | FUR KLEPN FERRIC UPTAKE REGULATION PRO... _B& 3Je-12
gi] 120614 |=sp|POS9?S| FUR ECOLI FERRIC UPTAKE REGULATION PROT... _B67 4de-12
gi|9911066|=p| Q57298 | FUR NEIMA FERRIC UPTAEKE REGULATION PRO... _64 4de-11
gi]3913699|=sp| Q51008 | FUR NEIGO FERRIC UPTAEKE REGULATION PRO... _64 Se-=11
gi]3913691|=p|030330|FUR ALCEU FERRIC UPTAEE REGULATION PRO... _62 1e-10
gi]3913707 | =p|024755| FUR VIEFA FERRIC UPTAEE REGULATION FPRO... _62 Ze-=10
gi] 12644009 | =p|P33087|FUR VIBCH FERRIC UPTAEE REGULATION FR... _62 Ze=10
gi]| S85162 | sp|P3T7TI6|FUR VIEAN FERRIC UPTAEE REGULATION PROT... _60 Te-10
gil 417012 |sp|P33117|FUR VIEVU FERRIC UPTAKE REGULATION PROT... _&60 Se=10
gi]3913696|ap| Q45765 | FUR BORFE FERRIC UPTAEE REGULATION PRO... _&0 Se-10
gi] 3913692 | sp| O30976| FUR_BRUAE FERRIC UPTAKE REGULATION FRO... =8 Ze-08
gi] 39136588 3p| 007315 FUR RHILY FERRIC UPTAKE REGULATION PRO... _56 1le-08
gi|3913694|3p|PT1333 | FUR HAEDU FERRIC UPTAKE REGULATION PRO... _55 Ze-08
gi] 3913698 | sp| Q48835 FUR LEGPN FERRIC UPTAKE REGULATION PRO... _54 ¢e-08
gi]| 1169780 | =p|P44561| FUR HAEIN FERRIC UPTAKE REGULATION PRO... _54 ¢ge-08
gi] 3915681 | =p | P483796| FUR CAMJE FERRIC UPTAEKE REGULATION PRO... _47 6e-08
gi]3913697|=sp| 046463 |FUR CAMUFP FERRIC UPTAEKE REGULATION PRO... _42 2e-04
gi]3913690|=p| 025671 | FUR HELFY FERRIC UPTAEE REGULATION PRO... _39 0.002
gi] 11386771 | =p|09ZN26| FUR HELFJ FERRIC UPTAKE REGULATION FR... _38 0.004
gi]3913701|=sp| 055244 | FUR SYNFY FERRIC TUPTAEE REGULATION PRO... 30 0.52
gi] 2493424 | 2p| Q28060 DSC3 BOVIN DESHMOCOLLIN 3A/3E FRECURSOR 27 5.4
gil 125960 |=p|P23420| LANSG XENLA LAMIN L(III), ISOFORM 2 (LAM... 27 6.6
gi]1255955|sp| P10399) LAN3 XENLA LAMIN L{III), ISOFORM 1 (LAN... 27 6.7
gi] 1706377 | sp|P51110| DFRA VITWI DIHYDPROFLAVONOL-4-FEDUCTASE. .. 27 6.9
gi] 125962 |sp| POZ545) LAMA HUMAN LAMIN A/C (70 KDA LAMIN) 2% 7.4
gi] 1346413 | sp|P45679 | LANA RAT LAMIN A _2% 8.5
gi] 1346412 | sp|P45675| LAMA MOUSE LANIN A 26 9.3

Figura 3.4 - Lista de alinhamentos significativos com links para o registro de cada

gene e para os alinhamentos.

Na figura 3.5 encontram-se exemplos de alinhamentos. Para cada
alinhamento s&do descritos: Identificadores do gene; nome do produto;
normalmente o nome do organismo; tamanho do gene; dados do alinhamento e
o alinhamento. Os valores no inicio de cada linha do alinhamento indicam o
numero da primeira letra, e no final, da ultima. Estes valores permitem a
verificacdo da cobertura do alinhamento, se este abrange inicio e fim de ambos

os genes ou se apresenta homologia parcial.
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Aligrments

> | 35913700 ap| Q52083 | FUR_PSEFU FERRIC UPTAKE REGULATICH FROTEIN (FERRIC UPTAKE REGULATOR)
Length = 134

ScoeEe = 9.7 bilta (195), Expect = Se<lpb
Identities = 42/64 (65%), Positives = 52764 ([B0%)

Query: 1 NFEGGQAVYELDRGGHHDHNVDWD TGHVIEFESEEIEALQROQIAAKHGYELEEHSLVLYYV 60
NF+GG RV+EL GGHHDHMV+Y+T VIEF EIE QR+I A+HG+EL +H+LVLYTV
Sbhjcc: 71 NFDGGHAVFELADGGHHDHEVNVETSEVIEFHDAEIEKRQREIVAEHGFELVDHNLVLYWV 130

Query: 61 EHER 64
REE+
Sbjcc: 131 REEE 134

i |417010] sp| 003456 FUR PSEAE FERRIC UPTAKE REGULATION PROTEIN (FERRIC UPTAKE REGULATOR)
Lengch = 134

Soore = 74,7 bita (182), Expect = 3e=14
Identitie=s = 40/64 (62%), Positives = 4964 [76%)

Query: 1 NFEGGQAVYELDRGGHHDHAVDWVD TGHV IEFESEEIEALQRQIAAKHGYELEEHSLVLYV 60

NF+GG AV+EL GHHDHMY YDTG VIEF EIE Q++I + G+EL +H+LVLYV
Sbhjcc: 71 NFDGGHRVFELADSGHHDHEVCWVDTGEVIEFHDAEIEKROQEEIVRERGFELVDHNLVLYWV 130
Query: 61 EREER 64

REE+
Sbjocc: 131 REEEK 134

Figura 3.5 — Exemplos de alinhamentos significativos entre o query e os genes (subject).
BLAST N

O blastn permite a comparacao de nucleotideos contra nucleotideos.
Coloca-se a sequiéncia no campo “Search” e realiza-se a procura (“BLAST!”). Da
mesma forma, pode-se regular o alvo da procura através dos diferentes bancos
de dados disponiveis para comparacdo. E indicado para altos valores de

similaridade.
BLAST 2 Sequences

Permite o alinhamento entre duas seqiiéncias quaisquer, apresentando
resultados da comparacdo de forma grafica e detalhada. Importante em
diferentes momentos quando se busca uma definicdo precisa da homologia
entre sequiéncias, ou mesmo na comparacdo de uma sequéncia com ela

mesma. Pode ser utilizada tanto com blastp ou blastn. A figura 3.6 apresenta a
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entrada de dados de duas seqiiéncias de aminoacidos, para um blastp sem

filtro. Para rodar o programa, clica-se em “Align”.

| seast | Ewample | felp |
BLAST 2 SEQUENCES

This te] prodeces the slignment of two given sequences using BELAST engne for local algnment

The stand-alone executable for blasting teo sequences (M25eq) can be retneved Fom MCET Bp gite

Reference: Tahana A Tatasowa, Thomas L. Madden (1999, "Blast 2 sequences - a new tocd for companng protem and macleotde sequences”, FEME Microbeo]
Lett 174:247-250

Proggam [biesp =] Mai [BLOSUME? =]

Parameters used in BLASTHN program oy,
Reward for & match: Penalty for a mismatch:
" Tie Mega BLAST  Swand option | Mot Applicabla :l*

Open gap |5 and extension gag |2 penaihes
WI_&UPOEIE expect |10 woord size [11 Fiker T

Sequence 1 Enter accesseon of (Gl of dewnload froe fle [Frocume..

or sequence in FASTA format from te

NIDLSKTLEELS AERGHRNTO AR IARVLOESADHP DVEEL YRRSSAVIFR IS IS TV YR =
TVELFEDAGT

IERMDFRDGRIATE TVPEEMNDNL IDLINSVV IET ESFE T EALOER TARENGT KLVD MAL
ELYGVFLEFE

ER

El
Sequence 2 Enter accesson or GI or dowmload from file Procures_.
or sequence m FASTA format from to

HTIRFALFHAGLENTLFRLE ILEVLONFACHEVIAERLTEIL ID IGIEIGLJ.T‘-"!T'JLHH
GFDBASIVTR

HHF EGOESVFEL TOOHHEDEL ICLDCGRV IEF SHES TESLORE TARQHE IRL THHELYLY
CECETCHCRE

DES LHSKR

| o |

Comments and suggestions to: blast-helpEmcbi nhw ik, gov

Credits to: Tatiana Tintueov and Tom Madden

]

Figura 3.6 — Pagina de entrada de dados do Blast 2 Sequences
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A figura 3.7 apresenta os resultados da comparacdo. Inicialmente,
mostra os parametros utilizados na comparacdo. Abaixo destes, dados das
sequéncias alinhadas, e depois um grafico mostrando os trechos homologos.
Na presenca de trechos repetidos nas seqtiéncias, seriam mostrados dois ou
mais alinhamentos parciais. Quanto mais reta a linha do grafico, mais perfeito
¢ o alinhamento. A seguir, o alinhamento é mostrado com as barras
horizontais, que facilitam a visualizacdo de gaps e de possiveis desencontros
no inicio ou final das seqiéncias, e com o alinhamento normal do blast, ja

descrito.

f.'._-; NCBI Blast 2 Sequences results

Pubhed Entraz ILAS Ol Taxonomy Structure

BLAST 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTP 2.2.2 [Dec-14-2001]

MatixlELQSUMEE "'l gap ope.n;lr gap extension: |1_

%_dropoff [ﬁ expect]10.000 wordsize: ]3_ Filter = Align

Sequence 1 lcljseq 1 Length 142 (1 .. 142)
Sequence 2 lcljseq 2 Length 148 (1 .. 148)
2

s 1

MOTE The statistics (bitscore and expect value) 15 calculated based on the size of nr databacse

Score = 106 hits (264), Expect = la-23
Identities = 58/135 (42%), Positives = 81/135 (59%), Gaps = 5/135 (3%)

Query: 1 HIDLSKTLEELCAERGMRNTDORRVIARVLOESA-DHPDVEELYRRISAVDPRISISTVY 59
H D +K L+ G+H++T B I VLD A H E+LY+ + I ++TVY
Sbijct: 1 HTDNNEALENA====GLEVTLPRLEILEVLONFPACHHVSAEDLYEILIDIGEEIGLATVY 56

Query: 60 RTVELFEDAGIIERHDFRDGRSRYETVPEEHHDHLIDLENSVVIEFHSPEIEALQEKIAR 115
R + F+DAGI+ RH+F G+5 +E + HHDHLI L VIEF + IE+LQ +IA+
Shjet: 57 RVLNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTOOHHHDHLICLDCGEVIEFSNESIESLOREIAK 116

Figura 3.7 — Pagina de resultados do Blast 2 Sequences
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PSI-BLAST

O psi-blast € uma ferramenta de alinhamentos multiplos sucessivos. A
partir do primeiro resultado de similaridade € construida uma matriz de
pontuacdo de posicionamento especifica, que ira direcionar as préximas
comparacoes. A lista de sequiéncias homologas estabiliza apos alguns

alinhamentos. O numero destes depende da sequiéncia.

As figuras 3.8 e 3.9 mostram um exemplo de resultado obtido. Na
primeira, os resultados da primeira interacdo, semelhantes a um blast comum.
Na fig.3.9, os resultados da segunda interacdo. O banco de dados é restringido,
os valores E do alinhamento do mesmo gene sado alterados, e um marcador
amarelo ou verde marca os genes que ja faziam parte do grupo selecionado de

melhores homologias e os que foram promovidos a este grupo.

Seguences with E-value BETTER than threshold

Score E
Segquences producing significant alignments: (bits] Value
= W gi|15673458|ref|NP_267632.1| (NC_002662) ferric uptake regulator... 243 Ze-64
® ¥ pgi|15924851|ref|NP 372385.1| (NC_DOZ756) transcription regulacor... _73 7Je-15
o W gi|6002650)gh| AAFOODTS. 1| AFOSSE9S 1 [AFO95596) ferric uptake reg... _7% 9e=15
® ¥ gi]|16077938)ref|NP_368753.1| (NC_DOO964) similar to transcripeic... _TE  1e-14
® ¥ gi|15613514|ref|NP £41817.1| (NC _002570) transcriptiomnal regulat... _77 3e-14
w F gi|i16803723 | ref|NP 465206.1| (NC_003210) similar to transcriptio... 27 =14
L W gi)16800859 | ref |NP 471127.1] (WC_003212) simllar to tcranscriptio... _T6& 5Se-14
o M gi|i5467829 | gb| AMLODS63. 1| AF401675 2 (AF401675) putative cranscr... _68 2e-11
R [ gli|15791767 | ref|NP Z281590.1| (MC_002163) Terric uptake regulacor... _BB8 Ze-=11
o WM gi|15922441)cef|NP 378110.1) (NC_003106) 14laa long hypothetical... _&67 2e-11
® ¥ gi|15606445|ref|NP_213825.1| (NC_D00915) transcriptional regulat... 67 4e-11
il ¥ gi|15674392|ref|NP_268566.1] (WC_002737) Ferric transport regula... _87 4qe-11
® ¥ gi|1667516|gh| AAB1BTIS.1 [U76538) Fur-like protein [Streptococc... 66 de-11
b M gi|511113| ewb| CAMS4S52S,1] [235165) ferric uptake regulation prot... _66 Te-11

Figura 3.8 — Parte da pagina de resultados de primeira interacéao do Psi-blast.
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Legend:
¥ . peans that the alignwent score was below the threshold on the previous iteracion
@ - mean= cthar the alignment was checled on the preavious iteracion

Run FS1-Blast teration 3

Hic list size I25U

Segquences with E-value BETTER than threshold

Score E
Sequences producing significant alignments: {bits) Value
@ ¥ gi| 15673458 | raf|NP 267632.1] (NC_DDZ662) ferric uptake regulator... 163 3e=40
@ F gi]16803723|cef|NF 465208.1] (NC_O03210) similar to transcriptic... 161 1e-39
@ gi|15613514|ref[NP 241817.1] (WC_00Z570) transcriptional regulat... 157 Ze-38
@F gi|16077938|ref|NP_388753 .1 (NC_000564) similar to transcriptioc... 156 3e-38
@ ¥ gi] 16600859 |ref |NF 471127.1]| (NC_003212) =imilar to transcriptio... 156 4=-38
- [+ i| 6002650 AAFDDO7S.1| AFD95596 1 (AFDS5596) ferric uptake reg... 155 5Se-38
@ w gi| 15524851 |ref |NP 372385.1] (NC_002758) transcription regulator... 155 Be-38
@V gi|ze:e519|sp|P45559| FUR_KLEFN FERRIC UPTAKE REGULATION PROTEIN ... 154 1e=-37
@F gi|i15642108|ref|NP 231738.1] (NC_002505) ferric uptake regulatio... 153 3e=37
@V gi|z82080|pir||A92262 ferric uptake regulator - Vibrio choleras ... 152  4e-37
@F gi|417012|=p|P33117|FUR VIEVU FERRIC UPTAKE REGULATION PROTEIN (... 151 1e-36
® ¥ gi|3513707]sp|024755| FUR_VIEFA FERRIC UFTAKE REGULATION PROTEIN ... 151 le-=316
@ gi|16759637|ref|NP_455254.1] (NC_0031598) ferric uptake regulatio... 150 2e=36

Figura 3.9 — Parte da pagina de resultados de segunda interacdo do Psi-blast.

BLAST X

O blastx compara uma seqiéncia de nucleotideos traduzidos com
proteinas, nas seis fases de leitura possiveis (trés de cada lado). A forma de
utilizacdo é semelhante ao blastn. Seu uso é recomendado para sequéncias de
sequenciamento de qualidade ndo comprovada, ou para deteccdo de ORFs que
possuam mutagoes pontuais que insiram ou deletem um numero de bases

diferente de um multiplo de trés.

Este tipo de mutacdo, nomeado nos projetos como frameshift, causa
uma mudanca na fase de leitura, que ndo pode ser detectada pelo blastp,
utilizado normalmente. Busca-se blastx no caso de homologias parciais, para

verificacdo da existéncia de frameshift.
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3.4.1.3. COGnitor

COGnitor (Tatusov et al., 2001) — compara uma seqiéncia com banco de
dados genéticos pré-classificados em COGs. Apresenta o resultado da
comparacao (fig. 3.11) e informacdes sobre os COGs que apresentaram
homologia. O processo de comparacdo ¢ semelhante ao do blast. Coloca-se a
sequéncia em formato fasta e roda-se a procura (compare to COGs) — fig.3.10.
Também sao considerados os valores E e de identidade para determinar até

quais genes podem ter homologia significativa.

>gi| 15673456 | cef |NP_267632.1| ferric uptake regulator [Lacctococcus lactis
subsp. lactis]
MEQDLEELLOSHGLEATPORLIVLEYLIKHQTHPTAEQIHEDLENISLATYYNTLDKLVDSELVIAINDG
SERRYDYYGEPHYHVVHNETTGEINNVDNFDFRPLEEAARKASGLNITGYEVEITGVED

Figura 3.10 — Pagina de entrada de dados do programa COGnitor.
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(Mo low-complemty filterng)
gil156 73458 ref]NF_267632.1| ferric uptake regulator [Lactococcus lactis subsp, lactis] (128 letters)

BeTsto 18 clades

pet-gcors: 108 ‘ Help

Fel+/#nl+ uptake regulation proteins I

51
l ; F‘ COGOT3S

1328 leccers
£63 =>L10S533 (128) - COGOTIS
198 =>B3 psrR (145) = COGO73S

— > 192 = BHO9S1 (145) - COGO73S
! » 183 =>Cj0400 (157} - COGOTIS
175 = S5PyD187 (155) - COGD73S5

2
ra

=>aq 1207 (144) - COGO73S
= CJ0322 (136) - COGO73S
=>alri738 (13%) - COGO73S
=>Tal362m (149) - COGOT3S
= £CO0057 {135) - COGOT3S
= TVNDZS2 (148) - COGOT3S
=>TH1515 (136) - COGO735
= PEO3SZ ([146) - COGO73s
= BH1527 (150) - COGO73S
=>APE2021 (142) - COGO73S

1L
i
o
o

-
T
=1
1]
Lk

I

e
t
=]

o [
Lot ()
= i

8l

T
=
=
-]

| A
e
a
-

Figura 3.11 — Pagina de resultados do programa COGnitor — parte superior.
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3.4.1.4. PFAM

PFAM (Bateman et al., 2002) — compara sequéncia com banco de dados
de dominios ou regides de genes conservadas. Como mostrado na figura 3.12,
coloca-se a seqUiéncia no campo “Protein sequence query’ e executa-se a
procura (Enviar Consulta). Os resultados sao apresentados com valor E e
escore para cada dominio homologo (fig. 3.13). Para cada dominio encontrado,
tenha ele uma boa homologia ou nao, existe um link para maiores detalhes do

dominio, como no exemplo da fig. 3.14.

: s Pfam
@ HMM Search
AL LA VERST Y] A Analyre a query sequence usmg the Fram HI database

| Bfamn (St Lows) | Plam (Cambndge) | Pfam (Stockholm) | Flam (France) | HWMER | WashTl/Genetcs |
| Hang | Brotem ssarch | DA ssarch | Browss ahienents | Beyword pearch | SwsesFinen | Help |

Analyze a query sequence by searching Pfam HMMs

Protein sequence query. Tt and paste your sequence here. FASTA format or raw sequence are acceptable

Qi 15573458 eef[HP_Z67632.1| ferric uprake regulator [Lactooooous 3
laptis sunsp. laccis]
HEQULEELLOSEILEATRORL IVLEYL IRFHOTHFTAEQIHEDL ENTISL ATV YNTLDELVES ELV I ATHDG
KRR DY YCEPEYEWNETTCE IHNVENFOFRP LHE LARFASCLN ITC TEVE IVCUED

E
Oz Select the query sequence file you wish bo use M
Enviarconsulls | Fadafine |
More advanced options
g E-vadee cxtoff level (seqoesce E-value). Setto 10 for a snore sensitive search, bt ff you o, expect & firw filse postoves

Standard Flam search j" The Stasdard Pfam 2earch i the mest sensitive peethod for findng complete domaing. However it maay miss partial domaing, 2o if esthing
is found with the standard search, it may be weath using the Fragment search eplion, in particadar f your sequence is a known Bagment. There ame no tnasted cuteff

soores for the Fragment search, only Evalaes

Cowmments, guestions, Sames? Bmail =p e Mgenditics vt ad =,
Last mockfied: Thursday, 16-Aug-2001 104648 COT

Figura 3.12 — Pagina de procura de proteinas do programa PFAM.
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Pfam 6.6 (5t. Lowis) : Home | Analyze a sequence | Browse alpnments | Text search | Swisspfam | Help

Starting search. Estimated time: 16 seconds (assuming all Wulfpack nodes are running). Please wait...

Pfam HMM search results

[S2 here for an explanation of the format of the results]

Model Seq-from Seq-to HVDM-from HMM-to Seore E-valae Deseription

I FUE 11 124 1 124 244 1.2e-22 Fernic uptake regalator farrdy
HIH 5 12 86 1 g2 76 053 Bactenal regulatery protem, arsE family

+0uEr |5 4

FUR 11-124

Aligrments of Cop=3coring dommins:
FUR: dogemin 1 of 1, from 11 cto 124: score B4.49, E = 1.Ze=23
TerenGlELTpgRikILevicksdecElalEevire l lneadpnilS 14TV
+ GLE+TpgRL +Le+l k+ + H++AE #+++ L+ RiS1ATV
gi] 1867348 11 SHGLEATPORLIVLEYL IKHOT-HP TAEQIHEDLE—————| NISLATV 51
YReLkl lasazivkr lefeggesr £E lageaghHHdH] ICakCGk. . . wi
T+El L +4+ #V 44+ &  +40+4 @4 H+H++ 4G+ +v

gi) 1567345 SE YNTLDELVDSELVIAINDG=3KRRYDYT===GEFHVHVWNETTGE innV D 27

Figura 3.13 - Pagina de resultados do programa PFAM.

Pfam entry: FUR

Accession nunmber: PFO1475

Definition: Feeric uptake regulator family
Author Bateman A

Alignment method of seed: Clustalw

Source of seed members: Prodom_2003 (release 99.1)
Gathering cucoffs: oo

Trusced cucoffis: 15.50 15.50

Noise cutolfis: =14.70 -14.70

HHE build command line:
HHEM build command line:
Reference Number:
Reference MNedlinet
Reference Title:
Reference Ticle:
Reference huchor:
Reference LOCAarion:
Dacabase relerénce:
Dacabase Reference
Comment :

Comment:

Comment

Commnent :

HNumiber of members:

hmmbuild -F HMN SEED

hmmealibrate =--seed O HMH

[1]

99003343

Binding of the fur (ferric uptake cregulator] repressor of
Eacherichia coli to arrays of the GATAAT sequence.
Egcolar L, Perez-Martin J, de Lorenzo Vi

J Mol Biol 1998:283:537-547.

PFANE: PBOSSGOS:

INTERFRO: IFPROOZ481:

This family includes metal ion uptake regulator proteins,
chat bind vo the operator INA and controls cranscription
of metal ion-responsive genes. This family is also Known
ag the FUR family.

71

Figura 3.14 - Pagina de detalhes do dominio encontrado — PFAM.
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3.4.1.5. PSORT

PSORT (Nakai & Horton, 1999) - o processo de comparacdo ¢é
semelhante aos demais (fig. 3.15), sendo exibidos como resultado dados da
provavel localizacao na célula do produto do gene, em valores de zero a um (fig.
3.16).

PSORT Prediction

{using the form-filling feature of HTML)

Source of Input Sequence:

o« O Gram-positive bacterim
¢ & Gram-negative bacteriurn
e O yeast

« O ammal

« O plant

Sequence ID (Default is MYSEQ):

[

Enter your Amine Acid sequence below (by copy & paste):

**% Characters except the standard 20 codes will be removed off

>=gi| 15673458 |ref|NP_267632.1| ferric uptake regulator ﬂ
[Lactococcus lactis subsp. lactis]

HECDLEELLOSHGLEATPORL IVLEYLIEHOTHP TAEQIHEDPLEN IS LATVYNTLDELVD
SELVIAINDG

SERRY DYV GEPHTHVVHETTGE INNVINFDFRPLHE AAREASGLNITGTEVE IVGVED

To submit the query, press this buiton: 4Bl

To clear the form, press this bution: _“1280

Last update November 24, 1999
nakaifimeb.osaka-wac o

Figura 3.15 - Pagina de entrada de dados do programa PSORT.
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Query Information

ORIGIN Gram=negative bacterium

EEGIN

>=HYSEQ

GIREFNPFER RICPTAEKERE GLATRLACTC CCSLACTISS SPLACTISHE
QDLEELLQSH GLEATPQRLI VLEYLIKHQT HPTAEQIHED LENISLATVY
HTLDELVDSE LVIAINDGSE RRYDYYGEPH YHVVNETTGE IMNVDNFDFR
PLMEAARKAS GLNITSYEVE IYGVED

Result Information
FPS0ORT =--- Prediction of Protein Localization Sites

version 6.4 (WWW)
HYSEQ 176 Residues

%% WParning: The lst amino acid iz not methionine
Species classification: 2

*tt Reamoning Step: 1

Lipop: Examining lipoprotein consensus (Klein et al.:modified)
Possible wodific. site: =1 CRend: 10

HeG: Exminina signal segusnce (HoeGeoch)
Length of UR: 5
Peak Walu= of UR: 1.01
Net Charge of CR: 1
Discriminant 3core: -8.93
GwH: Examining signal segquence (von Heiijne)
Signal Score (-7.5): -2.56
Possible cleavage site: 46
>»> Heems to have no N-terminal signal sedq.
Amino Acid Composition of Predicted Mature Form:
calculated from 1
ALOM: Finding transmembranse regions (Hlein st al.)
count: 0 wvalue: D0.26 threshold: 0.0
PERIPHERAL Likelihood = 0.26
mwodified ALOM score: -0.55
Rule: cytoplasmic protein

*%*% Reasoning Step: 2

——-—— Final Results —-———-

bhacterial cytoplasm —-- Certainty= 0.180{Affirmative
bacterial periplasmic space =--- Certainty= 0.000{Hot Clear}) -
bacterial outer membrane —-- Certainty= 0.000{Hot Clear) -
bacterial inner membrane --- Certainty= 0.000{Hot Clear) -

ccns= Ehe Bl ==sc-

Figura 3.16 — Pagina de resultados do programa PSORT.
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3.4.1.6. KEGG

KEGG (Kanehisa et al., 2002) — a Enciclopédia de Genes e Genomas de
Kyoto (KEGG) apresenta um sistema de busca com diversas alternativas. Inclui
vias metabodlicas e regulatérias, através da procura por nome de vias, nomes de
produtos ou codigos (numero EC), ou ainda pela comparacdo de uma

seqUiéncia ao seu banco de dados.

O processo de busca por similaridade de seqiiéncia consiste na colocacao de
uma seqUiéncia no campo apropriado, selecdo de aminoacidos ou nucleotideos,
e execucao da busca (Exed). As figuras 3.17 e 3.18 mostram parte da pagina

deste servico no site do KEGG.

W Search KEGG GENES database by BLAST

Select Target Species Al Species Complete Genomes Bactena [ Archass | Eukaryotas ] Feset |
Category Species Selection %n;::fl':t:
Escherichia coli E-12 MG1655 [ F | ses
Escherichia cob K-12 W3110 I yes
[Escherichia coli 0157 EDL933 r yes
Escherichia coll 0157 Sakai r yes
Zalmeonella typha r yes
Salmonella typhmunum rC yes

Figura 3.17 — Parte inicial da pagina de procura por genes do banco de dados do
KEGG, utilizando o blast.
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Enter your amino acid or nucleotide query sequence below (copy & paste):

=l

£

Select either & Amino acid sequence database (using blastp), or
T MNucleotide sequence database (using hlastn)

Set the maximum number of database sequences to be reported: |1EIEI
Set the maximum number of alignments to be displayed: [100

(This section is ophional -- see the BLAST manual for detal )
If necessary, select the scoring matrix (only for amine acid sequences):
& BLOSUMSG2, © BLOSUMS0, © PAM30, © PAM7T0, ¢ PAM2S0

If necessary, specify additional options (delimited hy whitespaces) helow:

To execute the query, press this button: EW:'
To dear the form, press this button: _Clear |

Figura 3.18 — Parte final da pagina de procura por genes do banco de dados do KEGG,

utilizando o blast.

Pode-se utilizar o banco de dados para localizar genes a partir do
numero EC, como no exemplo da fig. 3.19. Na figura seguinte, 3.20, encontra-

se o resultado da busca, e na fig. 3.21 um dos mapas citados.



Search Enzymes in the Pathway Database

Search against: |Stnndnrd dataset ﬂ

Enter EC number(s) below:

i.1.1.1

™ Display EC number(s) NOT found in the search

To execute the query, press this burton; ExEC

To clear the form, press this button: Clear

EC and Compound numbers may be found by searching LIGAND database usmg DEGET

Click here to view the help window.

Figura 3.19 — Busca de informag¢ées no KEGG por numero EC.

Pathway Search Result

mapl0010 Glycolysis / Gluconeogenesis
EC 1.1.1.1 Aleohol dehydrogenase;

map00D71l Fatty acid metabolism

EC 1.1.1.1 Alcohol dehydrogenase:
mapl0120 Bile acid biosynthesis

EC 1.1.1.1 Alcohol dehydrogenase:
mapl0350 Tyrosine metabolism

) o o [y i, A | Aleohol dehydrogenase:

map00561 Glycerolipid metabolism
EC 1.1.1.1 Alocohol dehydrogenase:

Aldehyde

Aldehyde

Aldehyde

Aldehyde

Aldehyde

reductase

reductase

reductase

reductase

reductase
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Figura 3.20 — Resultado de busca por numero EC no KEGG — mapas onde o EC citado

€ um dos componentes da via.
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Hucleotide sugars
e taholizm

- Pentose and glucuronate
Interconsersions

- holism
3.1.3.10 e
[=1=q} D-Clucose
3139 © extras Iular)
oi-D-Crlue o 2711
il p—m———— ey .
27163
2712
2711 — - O—— 531 —— ——————
PD-Glco® o1 es Pentze
phosphate
- A rbutin-6F cycle
Arhutin
(exctrane Inler) O 27169 —WO—{32186 Froctose and
Salicin mannos metabolizm
O—| 27169 '—PO—' 3.2.1.86
{extrace lular) Salicin-6F L

Glyce rone-P

[
Ty T S o

5311
(-

Glyrerolipid
e tahalizmm

Amninophosphomate
metabolism

~—— —£=| Lyzine biozynthesis
-

12151

| ekl |

2-Hndwoxs-
ethyl ThPF | 1.24.1

41.1.1

degradation
of ketone hodies

1241

6-§-Acetyl-
didrolipoamide

O
Dihwdrolipoamide

Ethanal 1111
oAcetale -1 1112 —— =) Avetaldehirde
1117
1213 11.1.99.5] I
1215 |
L T ———— 4

oooio s2wol

Ciyclic
glycerate-Z 32 |

¥
Glycerate-2 3Pz
3

Thi armine

metabolisi

biosvothe sis

|
|
|
|
— —4={ Photosynthesis |
|
|
|

| | i
l Propanoate me tabolism

I

.

I —D(Cs—Branched dibaszic acid metaholism)
|

| |L— —D(Bunanoane metaho]ism)

|
| |L —D(Pa.mmhsnate and Cod bios;mﬂvasis)

|
| P—D(Ala.nim and aspartate melabolism)

| L D-alanine metaboliam
|
-

Figura 3.21 - Exemplo de mapa de via metabélica do KEGG - “map 00010 Glycolysis /

Gluconeogenesis”
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3.4.2. Xylella — CVC

Cada projeto apresentou diferentes fases de anotacao. Neste item serdo
apresentadas diferentes fases de maneira a evitar sobreposicao e demonstrar a

evolucao do método empregado.

Foi o primeiro processo de anotacdo no projeto Genoma. A anotacao foi
feita por trecho de DNA - cosmideo, e apds esta fase algumas pessoas
realizaram a anotacdo por categorias. Nao havia a estrutura atual de anotacao,

e os resultados eram formatados e enviados ao laboratorio central.

Neste projeto, a anotacdo dos genes consiste na postulacdo de funcao

para a proteina correspondente ao gene e preparacado das informacdes para a
submissdo a um banco de dados genético. O programa utilizado para esta
organizacao dos dados foi o Sequin, que formata os dados para submissédo ao
GenBank. Neste programa, para cada gene sdo introduzidas as informacdes
(exemplo da anotacao da Xylella):

v' Descricéao - funcao postulada; em region/protein/description,;

v' Comentarios — justificativa; em properties/coments;

v' Categorizar segundo classificacao de E. coli;

v' Submissao do cosmideo anotado para o laboratorio central através da

pagina de servicos.

Para a comparacdo dos genes com os ORFs da Xylella, utilizam-se os
resultados de comparacao no blastp. Um exemplo de interpretacdo dos
resultados € (segundo a analise do valor E):

v' Maioria dos hits mais fortes que le-5 correspondem a mesma proteina:
A funcao postulada é a dos hits de valor menor;

v' Alguns hits fortes (mais do que le-5) correspondem a uma proteina e
outros a outra: Auxilio do Psi-blast para decidir entre as opc¢odes, mas
ambas devem constar no comentario;

v Hits mais fortes entre le-5 e le-3: Utilizacao do Psi-blast para confirmar

se esta clara a funcao ou nao;



50

v' Hits mais fortes tem valor inferior a le-3: Mesmo procedimento que a

anterior caso haja interesse na orf.

3.4.3. Xanthomonas

Diferentemente do previsto no plano inicial, o sistema de anotacéo
adotado no projeto nao foi o de resolucdo por perguntas, mas um sistema
composto por trés partes, independente dos métodos adotados pelos chefes de
cada categoria: na primeira etapa, os membros de cada categoria verificaram
os ORFs a eles destinados e fizeram uma anotacdo inicial; num segundo
momento, os chefes de categoria verificaram estes ORFs e deram seu aval; e
finalmente, num terceiro estagio, um grupo chamado scan team realizou a

verificacao final dos ORFs.

Os chefes de categoria tiveram liberdade para definir as proprias regras
internas aos grupos, ja que ficaram responsaveis pelas informacdes obtidas.
Houve diferentes sistemas de anotacdo, e a seguir serdo descritos os métodos

empregados nas duas categorias em que o autor participou (V e VII).

O Laboratorio de Bioinformatica (LBI) do Instituto de Computacao (IC)
da UNICAMP disponibilizou uma pagina com ferramentas de anotacdo e
informacoes obtidas de forma automatizada, descrita anteriormente no item
3.4.1.1.

Além das ferramentas e informacodes apresentadas nas paginas de
anotacdo, a estrutura criada permitiu a troca de informacdes através da
disponibilizacao de relatorios parciais, da troca de e-mails para as diferentes
listas criadas, dos links para outros servicos, das trocas de dados e também
pela assessoria em casos de duvidas, tanto entre a coordenacdo e os membros,

como entre os membros da anotacéo.

E possivel obter muita informacdo sobre cada ORF, mas existem

informacdes mais importantes e uma ordem mais adequada para analisa-las:
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v O primeiro passo é verificar o cédon inicial (start codon), ou seja, o
tamanho mais provavel do ORF;

v Verifica-se a qualidade da sequiéncia, que é boa na maioria absoluta dos
casos (boa em todos os casos apds ter terminado a fase de
sequenciamento);

v' Verifica-se o resultado do blastp, onde serdao analisados os hits mais
fortes. A pré-categorizacao ja separou os ORFs com hits muito fracos (E-
value maior do que e-5), enviando-os para as categorias VIII e IX. Entao
se verificam os hits mais fortes e a cobertura dos mesmos (coverage
query e coverage subject). Quanto menor o E-value, melhor o hit, e

quanto mais proxima de 100% a cobertura, melhor.

Podem ocorrer casos de facil solucdo, quando a maioria dos hits fortes
bate com um mesmo gene, ou mais complicados, quando existem hits fortes
com diferentes genes. No segundo caso, exige-se uma pesquisa mais
aprofundada para verificacdo dos genes, se sdo nomes diferentes para o
mesmo gene, se sdo genes naturalmente semelhantes, ou se € o caso de uma
anotacao anterior errada. Ainda pode ser necessaria a busca da vizinhanca do
gene para definir a inclusdo num cluster ou operon. De qualquer maneira,
exige-se um estudo mais detalhado, e talvez até a consulta a um especialista

na area para a resolucéao do caso.

Existem outras ferramentas para ajudar nesta decisao:

v O blastx apresenta uma visdao diferente da mesma busca, podendo
mostrar um resultado mais definido nos casos de insercoes e delecoes;

v' O Psi-blast gera buscas sucessivas, e pode ajudar a definir o gene mais
proximo;

v' Dados adicionais como COG e PFAM podem auxiliar a escolha;

v' Os organismos dos genes homologos também sao importantes, ja que €
dada preferéncia a propria Xanthomonas, € a organismos mais

proximos.

Nao é possivel criar regras aplicaveis a todos os casos, mas existem

varias ferramentas onde buscar informacdes, e o projeto definiu quais dados
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seriam prioritarios. O padrao principal de busca € o blastp sem filtro, de onde &
retirado o valor E oficial de cada ORF. Os demais recursos do blast podem ser
usados, mas para os casos de duvida, e acompanhados das demais

informacoes auxiliares.

A anotacdo por categorias verificara a anotacdo anterior, fazendo o
caminho reverso e buscando os genes que deveriam estar no genoma. Neste
caso, a maioria das anotacdes foi confirmada, mas alguns casos foram

corrigidos em funcao do contexto mais completo da anotacao.

O nome do gene seguiu sempre que possivel o padrdo E. coli, de trés
letras minusculas, e se necessario uma letra maitscula ou nimero. Os casos
de genes novos foram definidos e padronizados no final do projeto. A seguir as

particularidades do processo de anotacdo de cada categoria.

3.4.3.1. Anotacao na Categoria V — Processos Celulares

Coordenador: Joao Meidanis
Membros: Eduardo Fernandes Formighieri; Jeny Rachid dos Santos; Nilce

Maria Martinez Rossi

Ha citacoes de dois tipos de categorias, sendo a primeira a categorizacao
oficial do projeto (anexo 2) e a segunda utilizada apenas na anotacdo da
categoria V do mesmo, que € a de familias de proteinas de transporte
organizada pelo Dr. Milton Saier (pagina inicial do site na fig. 3.22). Esta

segunda define o nimero TC de cada gene associado a transporte.



Transport Links Page

This site dassifies many if not all transport systems Ina T & MassiBrat
arioty of che i [ransport Classification

Genomic Transport Analysis
Transport Family Phylogeny

Biotools
Grasp-DNA
Align
Softwrare
About the Las

E E E & &

Figura 3.22 — Pagina do site de transporte do Dr. Milton Saier.

O sistema de anotacdo adotado nesta categoria foi composto por trés
fases principais. Num primeiro momento, os ORFs foram divididos por faixas
da numeracédo entre os quatro integrantes do grupo (autor responsavel pela
faixa entre 6000 e 7999).

Os seguintes passos foram seguidos:

Checar se o codon inicial esta correto, e corrigir se for o caso;
Verificar categorias primaria e secundaria;

Verificar nome do gene e do produto;

Verificar a presenca de frameshift;

Determinar o ntimero TC;

A N NI N N NN

Anotar observacoes, quando for o caso.

A verificacao do numero TC é realizada utilizando-se o blastp contra
banco de dados de proteinas relacionadas a transporte, na pagina de blast
local da UNICAMP - figura 3.23.
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BLAST LBI

Choose a program to use and a database to search:

Program: Iblastp vI Diatabase: ITranspDrtreIated pruteinsj

Enter here vour input data as sequences in fasta format:

>gi| 5532604 | gb| AAD44307.1] ferric uptake regulator Fur d
METHDLEREVGLEVTHPEMRILELLEQOKSNHHHLIAED I¥ROQLLDHGDE IGLATHYREVLTO
FEAALGLVLEH
NFEGGOAVYELDRGGHHDHMYDVYD TGHVIEFESEETEAL QROTAAKHGYELEEHSLVL YW
REERFR

=

T'o recetve your answer by e-mail, type it here: |

Submit query Feset farm |

Display options:

¥ Display graphical overview.
Meazzarmm mamber of hits to show, |5':|

Blast options:

™ Filter for low complexity regions.

Expectation threshold: |1 0a

[T Perform ungapped alignment.

Figura 3.23 — Parte da pagina de blast da UNICAMP - servico de banco de dados de

proteinas relacionadas a transporte.
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A segunda fase ocorreu pela anotacdo por familias de transporte,
sendo o autor responsavel pelas familias:

v' 1.B.14 — The Outer Membrane Receptor (OMR) Family;

v' 2.C.1 - The TonB-ExbB-ExbD / TolA-TolQ-TolR (TonB) Family of Auxiliary
Proteins for Energization of Outer Membrane Receptor (OMR)-Mediated
Active Transport;

v" 9.A.1 — The Polysaccharide Transporter (PST) Family;

v' 1.B.18 — The Outer Membrane Auxiliary (OMA) Protein Family;

v' 8.A.3 — The Cytoplamic Membrane-Periplasmic Auxiliary-1 (MPA1) protein
with Citoplasmic (C) Domain (MPA1-C or MPA1+C) Family).

Inicialmente a busca foi baseada nos numeros TC definidos na fase
1, e em seguida nos sistemas destinados a cada anotador. Para cada sistema,
foram procurados os genes correspondentes para a descricdo de cada familia
de transporte envolvida. Nesta fase, ocorreu a descricdo de ORFs pertencentes
a outras categorias, principalmente a VII - Patogenicidade, Viruléncia e
Adaptacédo, devido a preferéncia dada a mesma devido a sua importancia. Ou
seja, ORFs relacionadas a transporte, mas que tém envolvimento com a
categoria VII tiveram a categoria primaria colocada como VII, mas foram

incluidas nos relatérios da categoria de transporte.

A diferenca principal da anotacdo desta categoria em relacdo as
demais € a utilizacdo dos numeros TC, e da classificacdo por familias de
proteinas de transporte. Apos a anotacao por familias de transporte e o envio
de relatorios, restaram algumas duvidas, e houve a inclusdo de ORFs vindos
de outras categorias que estavam terminando sua anotacdo. Nesta fase final,
os casos foram discutidos entre os componentes do grupo e os ORFs novos

foram anotados.

3.4.3.2. Anotacao na Categoria VII — Patogenicidade,
Viruléncia e Adaptacao.

Coordenadores: Jesus A. Ferro; Luis Roberto Furlan; Rui P. Leite Jr.

Membros e subcategorias: segundo tabela 3.2.



Membro Subcategoria
Alessandra de Souza D, H
Alexandre do Amaral C
Ana Cristina Davila C
Antonio Rossi Filho H
Christian Greggio
Daniela Truffi A, C
Eduardo Formighieri A, B, E
Eduardo Hilario
Eliana Lemos Pil
Haroldo Pereira Jr C,F, H
Linda Lee A, B, E, H
Luciano Oliveira
Luis Antonio Peroni C
Luis Eduardo Aranha Camargo B, C
Manoel Victor Lemos Pil
Marco Aurelio Takita A, B, H
Marcos Antonio Machado
Maria Teresa Novo C
Marilia Franco A B
Regina Maria Barretto Cicarelli G
Roberto Noda C,G

Tabela 3.2 — Distribui¢ao das subcategorias entre os integrantes da

categoria VII de anotacao.
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Numa primeira fase, os ORFs destinados a categoria VII foram

distribuidos aleatoriamente aos integrantes da categoria, cabendo oito ORFs

por pessoa, para uma verificacao inicial da anotacao automatica.

A N N N NN

Os seguintes passos foram seguidos:

Checar se o codon inicial esta correto, e corrigir se for o caso;
Verificar categorias primaria e secundaria;

Verificar nome do gene e do produto;

Conferir se o accession code confere com o melhor hit;

Verificar no medline se existe alguma informacao importante

colocar no campo notepad,;

para
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v" No caso de informacoes muito seguras e evidentes, adicionar ao campo

remarks.

Na segunda fase, a anotacdo foi realizada através de grupos
responsaveis por subcategorias, segundo a tabela 3.2. Os resultados da
anotacao foram enviados na forma de relatérios para os coordenadores da
categoria e posteriormente disponibilizados na pagina de anotacdo do projeto.
Os chefes de categoria tém permissdo para mudar a categoria primaria dos

ORFs. Foram gerados relatérios para as trés categorias.

Além da verificacdo inicial nos casos de ORFs novas na categoria, os
grupos responsaveis por subcategorias desenvolveram um relatorio sobre cada
subcategoria, incluindo:

v' Genes presentes;
Funcao dos mesmos;
Possiveis envolvimentos em mecanismos de patogenicidade;
Atualizacao do mesmo relatorio apos prazo dado;

Inclusao de figuras e/ou esquemas, se necessario;

N NN NN

Referéncias bibliograficas importantes.

Assim como no caso das familias da categoria de transporte, houve uma
revisdo bibliografica das subcategorias, a busca dos genes presentes nos
principais bancos de dados contra o DNA da Xanthomonas, a verificacdo da
falta ou sobra de genes nos clusters encontrados, e o relato dos processos

celulares possivelmente presentes ou ausentes.

3.4.4. Xylella — PD

Este item descreve a estrutura adotada na anotacdo do organismo e

informacodes sobre processos nao descritos anteriormente.

Na fase 1-A cada anotador ficou responsavel por 40 ORFs, segundo lista

disponibilizada em pagina da internet. Esta pagina foi a mesma para as fases
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seguintes, sendo a lista de cada anotador atualizada. Nesta fase foram
verificados:

v" Nome do produto do ORF;

v" Nome do gene;

v Categorias primaria e secundaria.

Na fase 1-B, houve redistribuicdo dos ORFs ndo anotadas na fase
anterior, sendo distribuidas 4 ou 5 ORFs para cada um. O objetivo era o
mesmo da fase 1-A. Na fase 2 os ORFs foram redistribuidos para que cada
anotador verificasse ORFs anotados por outra pessoa (checagem dupla).
Quarenta e trés para cada um. Os objetivos foram:

v' Confirmar a anotacao da fase 1;
v Indicacao de frameshift ou point mutation;

v' Ajuste de codon inicial.

ORFs que deveriam ser apagadas foram organizadas em listas e
enviadas a central de bioinformatica, que posteriormente fez a remocao.
Na fase 3 cada anotador recebeu um intervalo diferente de ORFs, e foram
verificados:

v' Confirmar a anotacao da fase 2;

v" Verificar o namero EC ou TC;

v' Verificar os mapas do KEGG e do Ecocyc (fig.3.24) em que o ORF seja
um dos componentes — se via estd completa ou nao, e buscar genes
faltantes;

o Comparacao do gene faltante com genoma - blastn;

o Comparar similar do componente faltante com clones de shotgun
- blastn;

o Comparar sequiéncia similar & do componente faltante com ORFs
- blastp;

o No caso de encontrar ORF nédo anotada corretamente, relatar no
notepad;

o Enviar relatorio com vias incompletas.
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Pathway Tools Query Page

This form provides several diferent machanisms for quenying PattwanyGenoma Databases
Select a dataset: [Cas=n 5

Links to summary information about the selected organism:

Summary page for dataset
Metabolic Overview Diagram/Expression Viewer [nol avalakle for Metalyc)
Higtory of updates to this dataget

Pathologlc Pashway Anabysis (no o

.
.
.
. ¥l

« Choose from a list of pathways

« Query by name or EC number:[Fos =
I £ o

T retrienne objeacts by name, first seldect the tpe of object you wish 1o retrieve, then anter the name of the obyect and chidk Submil. Al objects
Comaining that name a5 a subsinng will De retumed

. Browse Classification Hierarchy: [Fens | EZEEN ®

Each dataset contairs classification hisrarchies for patiweys, for reacions [he enzyme nomanclabure systemn), for compounds, and for genas
Select a classification system to browse

Figura 3.24 — Pagina de busca do Ecocyc, que permite busca de genes e vias.

A fase 4 foi a anotacdo por categorias. A categoria II — Biossintese de
Pequenas Moléculas, foi coordenada por David Moon e Siu Mui Tsai. Os dois
outros integrantes foram: Eduardo Fernandes Formighieri e Fabiana

Cannavan.

Inicialmente, os ORFs atribuidos a categoria foram divididos entre os

integrantes e a anotacao foi verificada.

A segunda parte foi baseada nas vias metabdlicas da bactéria E. coli.
Foram conferidas todas as vias de biossintese de pequenas moléculas deste

organismo e buscados os elementos faltantes, como descrito na fase 3.

A seguir foram comparados todos os genes desta categoria das bactérias
Xylella fastidiosa CVC, Xanthomonas campestris pv. campestris e Xanthomonas
axonopodis pv. citri com os da Xylella fastidiosa PD (tabela resultante no anexo
3).

Antes da fase final, todos os procedimentos anteriores foram feitos para

ORF's destinadas a categoria durante o processo de anotacao.
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No fim da anotacgao, foi escrito o relatério final da categoria (anexo 4),
enviado para a equipe responsavel pela redacdo do artigo a ser submetido. O
rascunho deste artigo foi conferido. Posteriormente sera gerado relatorio de
sugestao de atualizacées de anotacdo nas bactérias anteriores do projeto
Genoma (X. fastidiosa CVC, Xcamp e Xcitri).

3.5. Filogenia
3.5.1. CLUSTALW

EMBL
European Bioinformatics Institute

Clusta[wi oo | [ Tom | [[emrome |
YOUR EMAIL ALIGNMENT TILE CPUMODE | AUGNMENT ME'-'-TEW : MZIR;EIE
formi@cana uep br frur teste :lduam}n_mpj . [ean =] ]a]nw:.'numbars :I [atigned =]
ALGNMENT | (WOBD SIZE) — —— e B
yes =] [aer =] [ed =] [percent =] [ael =] ded =]
e MATRIX GAP OPEN | ENDGAPS | GAP EXTENSION (GAP DISTANCES
TREE TYPE |nong 'lI . . . .
CORRECT DIST. [ott = del =] [det =] [det =] [dei =] [aet =]
IGHORE GAPS |off =

TREE TYPE: | pirylogram ""I TREE GRAPH DISTANCES: iEhl:fw "I
Enter ar Paste a s#1 of Saguences in 'gnI suppoted foomat
A | 17TIBESD | gb| ALL41376.1| feceic uptake regulator [Agrobacterium tumsfaciens) j

HIDLSKETLEELC AERGHRATOORRY IARVLOES ADHP IVEELYRESSANVDPRISISTVYRTVELFEDAGT
IERHDFRIGRERYETVFEEHHDHL IDLFENSVV IEFHISFEIEALQER I AREHGFELVIHRLELYGVFLEFE

ER

»gi| 15673458 | cat |HP_2 67632.1) fercic uptake regulatoer [Lactacoccus lactis)

HEQDLEE L L OSHGLEATFORL IVLEYL IKEOTHF TAEQ IHEDLEN ISLATVINTLDELVISELVIAINDG
SERRYDYYGEPHYHVVHETTGE I NVINF DFRFLEEAAREASGLNITGYEVEI TGVED

*gi| 1346056 | ap| P3I086]| FUR_YERPE Ferric uptake regulation protein
NTONNEALFHAGLEVTLPRLEILEVL GNP ACHHVS AR DLYR IL IDIGEE IGLATWYRVLNQFDDAGIVTR

EHFEGGESVFEL TOOHAHDHL ICLDCGEVIEFSNES IESLOREIARQHG IKLTHHSLYLYGHCETGNCRE :I

Upload a file [ Procurar |

RUNMCLUSTALW | RESETFORM |

This document was last modified on 12082001 14:54:29

Comments or suggestions supportieba o uk
© EBI 2000

If ywou plan to use these semces dunng a course pleasa contact us using the email above

Figura 3.25 - Pagina de entrada de dados em ClustalW. Seqtiéncias em formato fasta,

e alinhamento colorido acionado.
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Na figura 3.25 um exemplo de entrada de dados na pagina do ClustalW
(Thompson et al., 1994) do Europen Bioinformatics Institute. Sdo utilizadas
seqiiéncias em formato fasta. E inserido o e-mail (exigéncia do programa). A
opcao “color alignment” &€ acionada (yes) para facilitar a visualizacdo do

alinhamento multiplo. Executa-se o programa (Run CLUSTALW).

Existem outros parametros que podem ser alterados conforme a
necessidade. Serdo gerados: um alinhamento colorido das seqliéncias inseridas
e uma mapa filogenético das mesmas. A pagina de resultados é apresentada
nas figuras 3.26, 3.27 e 3.28. Pode-se utilizar o Clustaw localmente (clustalx).
Organizam-se as sequéncias num arquivo em formato fasta, abre-se este
arquivo e executa-se o alinhamento. O programa produz um arquivo com

extensdo “aln” onde se encontra o alinhamento gerado.

EMBL
European Bioinformatics Institute

Your ClustalW Results:

Use JalView Jaiow | SUBMIT ANOTHER JOB

Pairwise Scores:

CLUSTAL W [1.81) Mulriple Sequence Rligrments

Sequence format is Pearson

Sequence 1: gi| 17738652 | gh| AAL41376.1| 142 am
Sequence 2: gi| 15673458 |ref|NP_267632.1| 128 an
Sequence 3: gi|1346056| sp|P33086| FUR_YERPE 148 am
Sequence 4: gi|15880619| emb| CAC92876.1| 148 aa
Sequence 5@ gil| 15895892 |ref|NP_345241.1|Fe 136 aa
Sequence 6: gi| 15793093 |ref|NF_282915.1|fe 144 aam
Sequence T: gi| 15791767 |ref|NF_281590.1| 157 aa
Segquence B: gi| 15Z281308|db] | BABG3408.1) 147 aa
Segquense 9: gi| 120614|=p|POES7S|FUR_ECOLI 148 aa
3rart of Pairwise alignmencs

Aligming. ..

Figura 3.26 — Inicio da pagina de resultados do CLUSTALW.



CLUSTAL W {1.81) multiple sequence

gi] 1346056| sp| P330B6| FUR_YERPE
gi| 15980619 emb | CACS2876. 1]

@i| 120614 |=p| POSYTS| FUR_ECOLI
gi| 15281308 | dbj | BABEI408. 1|

gi| 15793093 |ref|NP_282915.1|fe
gi| 17738692 | gh| AALE1376.1]

gi| 15791767 | cef |NP_281590. 1|
gi| 15673458 | ref |NP_267632. 1|
gi| 15695892 | ref |NP_349241.1|Fe

gi| 1346056| =p| P33086| FUR_YERPE
gi| 15980610 emb | CACIZETE 1]

gi| 120614 | sp| POSSTS| FUR_ECOLI
gi| 15281308 dbj| BABE3408. 1
gi] 15793093 | raf |NP_262915. 1| fe
gi| 17738692 | gb| ARLE1376.1|

gi| 15791767 | ref |NP_281590. 1]
gi| 15673458 | ref |NP_267632. 1|
gi| 15855892 | cef |WP_349241.1|Fe

gi| 1346056| sp| P330B6| FUR_YERPE
gi| 15980619 | emb | CACS2876. 1|

gi| 120614| =p| POSSTS| FUR_ECOLI
gi| 15281308 | dbj | BABE3408. 1|

gi| 15793093 | ref |NP_282915.1| 1=
gi| 17738692 | gh| AAL41376.1]

gi| 15721767 | ref|NP_281590. 1|
gi| 15673458 | ref |NP_267632. 1|
1| 15895892 | ref |NP_349241.1|Fe

g1] 1346056 =p| P33086| FUR_YERPE
gi| 15980619 emb | CACSZETE. 1]
gi| 120614 | sp| POES7S| FUR_ECOLI
gi| 15261308|db) | BABE3405. 1|
gi] 15793093 | ref|NP_282915.1|Te
gi| 17738692 | gb| AkL41376.1|

gi| 15791767 | et |NP_281580.1|
gi] 15673458 | ret |[NP_267632.1|
gi| 15835892 | cef |NP_349241.1|Fe

alignment
=HT-========DNNEALFNA-GLEVTLPRLEILEVLONFACHHVSAEDL
=HT=========DNNEALFNA=-GLEVTLPRELEILEVLONP ACHHVSAEDL
=HT========<DNNTALEEA-GLEVTLPRLEILEVLOEPDPNHHVSAEDL
=M ———— DNNOALEEKA-GLEVTLPRLEILEVLOEPECQHISAEDL
=HEE=====—- FNNIAQLEDS=-GLEVTGPRLEILDLFETHAEEHLSAEDY
HIPL-======3SKTLEELCAERGHARNTDQREVIARVLOES-ADHPDVEEL

MLIENVEYDVLLERFEEILROGGLEYTEQREVLLETLYHS-DTHYTPESL
---------- HEQDLEELLOSHGLEATPORLIVLEYLIKH=-QTHPTAEQL
mmmsmmme e =MD ISTIFEERKLEL TPOQRIAVYEYLEST-HEHPSAETI
' rr ¥ ® g . £ ®
YHIL=-=IDIGEEIGLATVYRVLNQFDDAGIVTRHENF EGGKSVFELTOOHH
YEIL-—IDIGEEIGLATVYRVLNQFDDAGIVTRHNF EGGESVFELTOOHH
YERL=-=IDNGEE IGLATVYRVLNCGFDDAGIVTRHNFEGGESVFEL TOOHH
YHEL==IDIGEEIGLATVYRVLNOFDDAG IVTRHHF EGGKSVFELATOHH
YRIL--LEEGVEIGVATIYRVLTOFEQAGILORHHFETGEAVYELDEGDH
TRRS=-=-SAVDPRISISTVYRTVELFEDAGIIERHDFRDGRSRYETVPEEH
THEIEQAEPDLNVGIATVYRTLNLLEEAEMVTSISFGSAGKEYELANKFH
HEDL-—-—--ENISLATVYNTLDELVDSELVIAIN-DGSERRYDYYG-EP
TEAI-=0SDYPTHSLATVYEALETLAEVHL IQELNVGEGNFRYDANS =33
HDPHLICLDCGEVIEFSNESIESLOREIARCHGIKLTHHSLYLYGHCETGN
HDHL ICLDCGEVIEFSNESIESLORE IAKQHGIKL TNHSL YLYGHCE TGN
HDHLICLDPCGEVIEFSDDSIEARQREIAAKHGIRLTNHSLYLYGHCAEGD
HDHLVCLDPCGEVIEFSDETIEQROROVAERYTNVRLTNHSL YLYGHCITGD
HDHIVCVECGEVTEFHNPEIEALODEIAEENGYRIVDHALYHYGYC Smu]
HDPHL IDLENSVVIEFHSPEIEALQEETAREHGF ELVDHRLELYGVPLEPE
HDHNICKNCGRITEFENPITERQQAL TAKERGF KL TGHLMOL YGVCGDCN
HYHVWNETTGE INNVDNFDF RPLEE AARKASGLNITGYEVEIVGVED ===
HPHIQCLSCGKVDDINGITFDNLNKDVSSHTD YDV ISNEL YFYGICKDCK

® 1: :1!

CREDESAHSKR 148
CREDESAHSKR 148
CREDEHAHEGE 148
CADNDDAMNA- 147
COARGER--—= 144
ER-=—====== 142
HOEARVEI-—- 157

PEA======== 138

Figura 3.27 — Alinhamento gerado pelo CLUSTALW

Gil 17738692 lgh|AAL 41376, 1) 0.33653

il 120614 |spP06975 FUR_ECOLLE D.07048

il 1346056 |sp|P 33086 FUR_YERPE: 0L00000
|—| Fill155|3!ﬁ'lilhﬂiI(ZI.'liilii..‘!',ll?'ﬁ.1|:l].IZIlII]
|

9i[15281 308 dbj BABG3408. 1) 011654

gil157A3093 refNP_282915.1 e 026071
ol 15673458 refNP_267632.1) 033792

WASTOTTET |redNP_281500.1E 020770

Figura 3.28 — Arvore filogenética gerada pelo CLUSTALW
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3.5.2. PAUP

PAUP (Swofford, 2002) — programa de filogenia que cria a partir de
arquivo com dados um arquivo de saida (output.txt) e alguns arquivos de

arvores filogenéticas (extensao “tre”), visualizados pelo programa Treeview.

Forma de utilizar:

v' Organizam-se as sequéncias em formato fasta;

v' Gera-se arquivo de alinhamento multiplo utilizando o programa clustaw
(conforme indicado acima - item 3.5.1);

v Cria-se arquivo input.nex (anexo 5, o nome pode ser alterado, mas deve
ser um arquivo do tipo texto), segundo orientacdo do arquivo de ajuda
do programa. Alguns dados importantes:

o Tipo: DNA ou proteina (datatype);
o Nomes das seqiiéncias, na ordem do alinhamento (tax labels);
o Matriz - alinhamento gerado no clustaw (matrix);
o Numero de seqiiéncias (dimensions n tax);
o Tamanho do alinhamento (dimensions n char);
o Bootstrap 1000, ou pelo menos 500.
v' Executa-se o programa PAUP no arquivo gerado (input.nex);
v Este gera diversos arquivos com os resultados do estudo filogenético:
o Output.txt — resultados intermediarios e finais;
o Consenso.tre — resultado intermediario;
o Trees.tre — filogenias geradas, resultado intermediario;
o Treeconsenso.tre — filogenia final;
o Bootstraping.tre — filogenia com valores de bootstraping na arvore

definida em treeconsenso.

A importancia da utilizacdo do bootstrap esta na maior confiabilidade na
interpretacdo dos dados. Este executa inuimeras repeticoes da filogenia com
diferentes ordenacodes, e com inclusao de seqUiéncias aleatorias. O resultado é
uma arvore com porcentagem de repeticoes nas divisoes. Se uma divisao

ocorreu em 100% das arvores formadas, o valor € 100. Se 34%, o valor é 34.



4. Resultados e Discussao

Este item apresenta resultados e discussbdes divididos em: (1)
bioinformatica — dados relacionados a sequenciamento, montagem e auxilio a
pesquisadores; (2) anotacdo - apresentados em ordem cronolégica de
participacdo, nos organismos Xylella fastidiosa (CVC), Xanthomonas
axonopodis pv. citri (e X. campestris pv. campestris); e X. fastidiosa (PD); e (3)
Mecanismos associados ao ferro — com listagem de genes presentes e estudo de

caso com filogenia.

4.1. Bioinformatica

4.1.1. Projeto Xylella fastidiosa

Foram depositados 162 clones de shotgun e sequiienciados e montados
dois cosmideos (07B11 e 11A09).

4.1.2. Projeto Xanthomonas axonopodis pv. citri

Foram depositados 9247 clones shotgun, dos quais 8625 foram
considerados validos. O laboratério recebeu cinco cosmideos para montar,
além de duas regides SGCs para finalizar. Os cosmideos séo selecionados para
resolver regides de dificil sequenciamento (compressdo - C), que ocorrem
principalmente por regides ricas em GCs ou GTs, ou por estruturas
secundarias. Podem também ser escolhidos para resolver regides repetitivas
(transposons - T), o que dificulta a montagem normal do trecho. A tabela 4.1

apresenta os dados finais destas montagens.
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Cosmideo | Contiguos de shotguns | Ne Placas | N2 Reads | Ne Oligos Inserto
1HFO02 490 T 510 7 721 14 39.465
1SCO08 489 C 425 T 456 C 432 9 689 4 16.309
1HBO1 516 C 442 T 455 T 467 14 453 19 36.534
1HC12 467 T 487 21 1688 3 41.351
0BBO03 489 C 425 T 456 C 432 16 1232 4 40.151

Tabela 4.1 — Informacdes adicionais sobre cosmideos montados.

A finalizacdo dos SGCs (shotgun contiguos) foi realizada com o download

das sequéncias do trecho, a montagem do mesmo no programa
phred/phrap/consed, e com a finalizacdo das regides problematicas através do
resequienciamento de clones e do sequenciamento utilizando oligonucleotideos
desenhados para as regioes mais dificeis. Em andamento a montagem de cinco

clones para sub-bibliotecas.

4.1.3. Projeto Xanthomonas campestris pv. campestris
Foram depositados 5068 clones shotgun, sendo 4394 considerados
validos.
4.1.4. Projeto Xylella fastidiosa / Pierce’s Disease
Foram depositados 5189 clones shotgun, sendo considerados validos
4454. Foi montado um cosmideo (07G02), com inserto de 42.205 bp.
4.1.5. Projeto Leifsonia xyli subsp. xyli
Depositados 8640 clones shotgun, sendo considerados validos 7077. A
montagem do cosmideo 01C0O2 esta em andamento, e o mesmo encontra-se
com dois contiguos de 19.399 e 14.089 bp e um gap. Estio sendo

sequUenciadas bibliotecas de clones das regides com problemas (repeticoes e

compressao). Ja foram fechados trés gaps entre os contiguos de shotgun.
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4.1.6. Auxilio a Pesquisadores

Diversos pesquisadores do departamento ou de outros foram auxiliados
através de discussao e definicao de ferramentas a serem utilizadas, sobre a
viabilidade de projetos, desenho de oligonucleotideos, montagem de trechos de
DNA sequienciados, auxilio na utilizacao de ferramentas e nos processos de

anotacao.

Foi ministrada aula pratica sobre “Bioinformatica no Projeto Genoma”,
para os alunos da disciplina de pos-graduacao Ecologia Experimental de
Microrganismos, do CENA/USP. E também foi realizada palestra e aula pratica
sobre “Bioinformatica e prospeccao de genes em genomas bacterianos”, para os
alunos do curso de poés-graduacdo em Vigilancia Sanitaria de produtos, do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS, FIOCRUZ, RJ).

4.2. Anotacao

Sao apresentados resultados de anotacdo nos quatro organismos.

Inicialmente
4.2.1. Xylella fastidiosa CVC

Foi anotado preliminarmente o cosmideo 11A05, que apresentou os
seguintes genes: XF1575, XF1576, XF1577, XF1578, XF1579, XF1580,
XF1582, XF1583, XF1584, XF1585, XF1589, XF1590, XF1591, XF1392,
XF1593, XF1594, XF1595, XF1596, XF1597, XF1599, XF1600, XF1601,
XF1602, XF1603, XF1604, XF1605, XF1606, XF1608, XF1609, XF1610,
XF1611, XF1613, XF1614, XF1615, XF1617, XF1618, XF1620, XF1621,
XF1622, XF1680, XF1681, XF1682, XF1683, XF1684, XF1685, XF1687,
XF1688, XF1689, XF1690.

Nesta fase, ndo € significativo apresentar cada um destes genes, ou
estatisticas sobre seu contetido, pois a anotacdo sequencial objetiva uma

anotacdo inicial dos genes, para verificar os genes que devem ser excluidos ou
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inseridos, verificar os dados automaticos e limpar o genoma para facilitar a
anotacdo posterior. Também serve para ajudar na montagem do genoma

indicando cosmideos contiguos.

Nesta época, existia uma grande demanda nas fases de sequenciamento
e montagem, e a participacdo na anotacdo ndo se estendeu as fases seguintes,

realizadas em sua maioria por anotadores mais experientes na época.

A necessidade de organizacdo dos dados no programa Sequin, e a
inexperiéncia da maioria dos anotadores e mesmo dos responsaveis pela
estrutura de bioinformatica tornaram o trabalho mais dificil. O organismo
tomado como base foi a E. coli, que apresenta varias diferencas metabdlicas. As
anotacdes posteriores foram facilitadas pela presenca do(s) genoma(s)

seqUenciado(s) anteriormente.

4.2.2. Xanthomonas

Nesta bactéria, a participacdo na anotacdo se estendeu dos passos
iniciais até a anotacdo por categorias, participando em duas distintas,
incluindo o auxilio na redacao dos relatorios da categoria para construcdo do

artigo.

Na categoria Processos Celulares, o trabalho foi realizado em diversas
fases por um numero reduzido de pessoas (quatro). A comunicacao foi
realizada via internet e com reunides esporadicas (integrantes pertencentes a

diferentes cidades).

Na categoria Patogenicidade, Viruléncia e Adaptacdo, o trabalho foi
dividido em grupos menores, sendo que trés pesquisadores do CENA ficaram
responsaveis por alguns subgrupos. Esta estrutura facilitou as discussoes e o
processo de anotacdo, pois as duvidas sao sanadas mais rapidamente e as
conclusodes das discussdes mais freqlientes evitaram uma menor eficiéncia de
trabalho, mais freqiiente na categoria processos celulares, pela maior distancia

fisica.
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4.2.2.1. Processos Celulares

Na primeira fase, foram anotados cerca de oitenta ORFs, entre os
numeros 6000 e 7999.

Abaixo se encontra um resumo das informacées obtidas na fase 2 da

anotacao desta categoria, divididas por familias de transporte.

Familia 2.C.1 — The TonB-ExbB-ExbD / TolA-TolQ-TolR (TonB) Family of
Auxiliary Proteins for Energization of Outer Membrane Receptor (OMR)-mediated

Active Transport

Esta familia apresenta dois sistemas que energizam o transporte ativo
mediado por OMR ("outer membrane receptor') através da pmf ("proton motive
force"). Ambos sistemas paralogos estdo presentes e completos. O primeiro
contém os genes tonB, exbB, exbD1 e exbD2, respectivamente representados
pelos ORFs 5419.1, 5417.1, 5414.1 e 5413.1. O gene exbD2 é provavelmente
uma duplicacdo do exbD1. O segundo sistema contém os genes tolQ, tolR e
tolA (ORFs 4507.1, 4509.1 e 4510.1, respectivamente), na mesma disposicédo
encontrada em Pseudomonas aeruginosa. Existem varios outros ORFs
homologos ao gene tonB, mas fora do cluster e com hits mais fracos e/ou

parciais.

Familia 9.A.1 — The Polysaccharide Transporter (PST) Family

O sistema de secrecdo de EPS ("exopolysaccharide") esta presente,
através do gene gumd (4276.1), e de dois genes correspondentes as suas
proteinas auxiliares, gumB (4289.1) e gumC (4288.1). O gumB faz parte da
familia de transporte OMA (1.B.18 — The Outer Membrane Auxiliary (OMA)
Protein Family), e o gumC da familia MPA1-C (8.A.3 - The Cytoplasmic
Membrane-Periplasmic Auxiliary-1 (MPA-1) Protein with Cytoplasmic (C) Domain
(MPA1-C or MPA1+C) Family).
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Familia 1.B.14 — The Outer Membrane Receptor (OMR) Family

Foram encontrados varios ORFs desta familia, principalmente TonB-

dependent receptors e ferric enterobactin receptors.

Na categoria V.A.7 — Cellular Processes/ Transport/Other, 44 ORFs:
66.1, 94.1, 124.1, 407.1, 630.1, 1361.1, 1567.1, 1715.1, 2113.1, 2119.1,
2146.1, 2290.1, 2437.1, 2851.1, 2874.1, 3077.1, 3162.1, 3367.1, 3446.1,
3448.1, 3671.1, 3893.1, 4192.1, 4203.1, 4314.1, 4403.1, 4480.1, 4551.1,
4621.1, 5074.1, 5079.1, 5100.1, 5118.1, 5303.1, 5547.1, 5603.1, 5697.1,
5701.1, 5739.1, 5806.1, 6107.1, 6219.1, 6314.1, 6861.1.

Na categoria V.A.4 — Cellular Processes/ Transport/Cations, 7 ORFs:
1576.1; 4392.1; 4446.1; 4459.1; 4462.1; 4466.1; 5444.1.

Na fase trés foram discutidos diferentes casos entre os integrantes do
grupo, e entre estas trocas de informacodes o autor gerou a tabela encontrada
no anexo 6 de genes relacionados ao TonB, das familias de transporte 2.C.1 e
1.B.14. A maioria dos ORFs foi advinda da categoria VIII — Hypothetical, e a

tabela foi sendo atualizada conforme a inclusado de novos ORF's na categoria.
4.2.2.2. Patogenicidade, Viruléncia e Adaptacao

Subcategoria VII.A — Aviruléncia

Dos sete possiveis genes de aviruléncia encontrados no DNA
cromossomal trés foram confirmados na anotacdo final, quais sejam: avrBs2,
avrXacA e avrXacB1l. Nos plasmideos (miniplasmideo e megaplasmideo) foram
confirmados outros cinco (quatro pthAs e um avrXacB2). A tabela 4.2
apresenta mais detalhes destes genes. Apesar da menor homologia dos ORFs
106.2, 7474.1 e 10271.1, estes genes apresentaram semelhanca suficiente

para sua inclusao no grupo de genes potenciais da X. axonopodis pv. citri.
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ORF Gene Produto Organismo E-value | Coverage Query e
Homaélogo C. Subject
35.11 pthA avirulence | Xanthomonas a. pv 0.0 103.3% / 100.0%
protein citri
55.11 pthA avirulence | Xanthomonas a. pv 0.0 100.0% / 100.1%
protein citri
100.21 pthA avirulence | Xanthomonas a. pv 0.0 100.0% / 100.1%
protein citri
106.21 avrXacB2 | avirulence | Pseudomonas s. pv. le-10 96.3% / 96.3%
protein phaseolicola
174.21 pthA avirulence | Xanthomonas a. pv 0.0 100.0% / 100.0%
protein citri
5300.12 avrBs2 avirulence | Xanthomonas c. pv 0.0 100.0% / 100.0%
protein vesicatoria
7474.12 | avrXacB1 | avirulence | Pseudomonas s. pv. 2e-07 91.8% / 96.3%
protein syringae
10271.12 | avrXacA | avirulence | Pseudomonas s. pv. 2e-22 84.8% / 85.3%
protein phaseolicola

Tabela 4.2 — Informagoes dos ORFs anotados na subcategoria VII.A.

1 — Encontrados no plasmideo; 2 — Encontrados no cromossomo.

As proteinas dos genes citados nesta subcategoria tém acdo no
citoplasma bacteriano, de acordo com analise feita pelo programa PSORT.
Ainda cabe ressaltar que estes genes ndo formam clusters, estando
distribuidos distantes entre si, o que é normal devido a acdo de aviruléncia ser

dependente do produto de um tnico gene (genes monocistronicos).

Subcategoria VII.B — Resposta de hipersensibilidade e patogenicidade

Foram encontrados vinte e seis ORFs no DNA cromossomal, detalhados
na tabela 4.3. Sao hrps (hypersensitive reaction and pathogenicity), que
elicitam reacoes de hipersensibilidade em plantas n&do hospedeiras e
patogenicidade nas hospedeiras; hrcs (hrp conserved) e hpas (hrp associated).
Os hrps e hrcs codificam componentes do Sistema de Secrecao Tipo III, e os

hpas codificam proteinas de funcao desconhecida, associada a patogenicidade.
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ORF Gene Produto Organismo E-value | Coverage Query e
Homoélogo C. Subject
30000.1 hpal Hpal Xanthomonas o. 4e-45 104.4% / 102.9%
protein oryzae
7433.1 hpa?2 Hpa?2 Xanthomonas o. le-72 98.6% / 84.0%
protein oryzae
7406.1 hpaA HpaA Xanthomonas c. pv. le-118 101.5% / 100.0%
protein vesicatoria
7399.1 hpaB HpaB Xanthomonas c. pv. 3e-83 100.0% / 96.3%
protein vesicatoria
7410.1 hpaP HpaP Xanthomonas c. pv. le-113 100.0% / 100.0%
protein glycines
7427.1 hrcC HrcC Xanthomonas c. pv. 0.0 100.0% / 100.0%
protein vesicatoria
7416.1 hrcJ Hrcd Xanthomonas c. pv. le-141 100.0% / 100.0%
protein vesicatoria
7420.1 hrcN HrcN Xanthomonas o. 0.0 100.0% / 100.0%
protein oryzae
7409.1 hrcQ HrcQ Xanthomonas c. pv. le-163 100.0% / 100.0%
protein glycines
7408.1 hrcR HrcR Xanthomonas c. pv. le-116 100.0% / 100.0%
protein vesicatoria
7407.1 hreS HrcS Xanthomonas c. pv. 2e-40 100.0% / 100.0%
protein glycines
7423.1 hrcT HrcT Xanthomonas o. le-146 100.0% / 100.0%
protein oryzae
7412.1 hrcU HrcU Xanthomonas c. pv. 0.0 100.0% / 100.0%
protein glycines
7411.1 hrcVv HrcV Xanthomonas c. pv. 0.0 99.2% / 100.0%
protein glycines
7413.1 hrpB1 HrpB1 Xanthomonas o. 8e-79 100.0% / 100.0%
protein oryzae
7414.1 hrpB2 HrpB2 Xanthomonas o. 8e-65 100.0% / 100.0%
protein oryzae
7418.1 hrpB4 HrpB4 Xanthomonas c. pv. le-111 100.0% / 100.0%
protein vesicatoria

Tabela 4.3 — Informacées dos ORFs anotados na subcategoria VII.B (continua).
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ORF Gene Produto Organismo E-value | Coverage Query e
Homoélogo C. Subject

7419.1 hrpBS HrpB5 Xanthomonas c. pv. le-125 100.0% / 100.0%
protein vesicatoria

7422.1 hrpB7 HrpB7 Xanthomonas o. 8e-83 100.0% / 100.0%
protein oryzae

7405.1 hrpDS5S HrpD5 Xanthomonas c. pv. le-162 100.0% / 100.0%
protein vesicatoria

7404.1 hrpD6 HrpD6 Xanthomonas o. 3e-31 98.8% / 98.8%
protein oryzae

7402.1 hrpE HrpE Xanthomonas o. 7e-39 100.0% / 100.0%
protein oryzae

7388.1 hrpF HrpF Xanthomonas c. pv. 0.0 98.3% / 100.5%
protein vesicatoria

5823.1 hrpG HrpG Xanthomonas c. pv. le-147 100.0% / 100.0%
protein vesicatoria

5819.1 hrpXct HrpX Xanthomonas a. pv. 0.0 100.0% / 100.0%
protein Citri

6804.1 hrpX HrpX Erwinia herbicola pv. 2e-33 72.2% [ 46.3%
protein gypsophilae

Tabela 4.3 — Informacoes dos ORFs anotados na subcategoria VII.B. (continuacao)

Ha um cluster de 20.644 bp que inclui vinte e trés destes ORFs (figura

4.1), e dois genes regulatorios (hrpG e hrpXct - figura 4.2) a 957.169 bp do

mesmo. O outro ORF (que produz uma proteina relacionada ao HrpX)

encontra-se mais distante do cluster, e apresenta menor similaridade. Este

cluster € muito semelhante ao encontrado na Xanthomonas axonopodis pv.

vesicatoria, tanto na orientacdo quanto no arranjo, sendo a Unica diferenca

entre os genes a auséncia do hpal na X.a.v. Apenas o ultimo ORF (6804.1 -

hrpX) nao apresentou alta homologia com genes descritos de Xanthomonas.

hpa2 Q

Figura 4.1 — Cluster do Sistema de Secrecao Tipo III




=

hrpG

hrpXct H 1

Figura 4.2 — Genes regulatérios
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O local de acdo dos produtos atribuido pelo PSORT esta dividido entre o

citoplasma bacteriano (10 casos) e a membrana interna da bactéria (15 casos),

além de um caso no espaco periplasmatico bacteriano.

Subcategoria VIL.E - Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos produzidos por bactérias patogénicas estéo

associados a habilidade em causar doenca nas plantas. Na Xanthomonas é

produzida a goma xanthana. Em Xanthomonas campestris pv. campestris este

polimero é produzido pelo chamado operon gum, e todos os doze genes

encontrados neste operon estdo presentes na X. a. citri, com mesmo arranjo

cromossomal e orientacdo. Estes ORF's estao descritos na tabela 4.4.

ORF Gene Produto Organismo E-value | Coverage Query e

Homoélogo C. Subject

4289.1 | gumB GumB protein Xanthomonas le-111 100.0% / 100.0%
campestris

4288.1 | gumC GumC protein Xanthomonas 0.0 99.8% / 100.0%
campestris

4286.1 | gumD GumbD protein Xanthomonas 0.0 100.0% / 100.0%
campestris

4285.1 | gumE GumE protein Xanthomonas 0.0 100.0% / 100.2%
campestris

4284.1 | gumF GumF protein Xanthomonas le-178 99.7% / 99.5%
campestris

4282.1 | gumG GumG protein Xanthomonas le-130 100.0% / 100.0%
campestris

4279.1 | gumH GumH protein Xanthomonas 0.0 100.0% / 100.0%
campestris

Tabela 4.4 — Informacdes dos ORFs anotados na subcategoria VII.LE (continua).
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ORF Gene Produto Organismo E-value | Coverage Query e
Homologo C. Subject
4277.1 | guml Guml protein Xanthomonas le-175 100.0% / 100.1%
campestris
4276.1 | gumd GumdJ protein Xanthomonas 0.0 100.0% / 101.0%
campestris
4275.1 | gumK GumkK protein Xanthomonas o. | le-167 100.0% / 100.0%
pv. oryzae
4274.1 | gumL GumL protein Xanthomonas o. | le-145 100.0% / 100.0%
pv. oryzae
4272.1 | gumM GumM protein Xanthomonas le-135 99.6% / 99.6%
campestris
3111.1 | xanA |phosphoglucomutase / | Xanthomonas c. 0.0 99.6% / 100.0%
phosphomannomutase | pv. campestris
3112.1 | xanB phosphomannose Xanthomonas c. 0.0 99.8% / 100.0%
isomerase / pv. campestris
GDP-mannose
pyrophosphorylase

Tabela 4.4 — Informacoes dos ORFs anotados na subcategoria VII.E (continuacao).

O operon (figura 4.3) encontra-se entre as posicoes 3.033.000 e
3.048.000 do DNA cromossomal, abrangendo 12.560 bp. A maioria dos ORFs
do operon gum tem homologia maior com Xanthomonas campestris pv.

campestris, e apenas os ORFs gumK e gumL apresentaram maior homologia

com Xanthomonas oryzae pv. oryzae.

Os dois ORFs que completam a categoria (xanA e xanB - figura 4) estao

fora do operon, a 1.196.804 bp deste, e estao relacionados a biossintese da
goma xanthana.

— D | DI > D D p| D > | p| D
[as] (@) a w N (0] T < X = =
E E E E £ E E £ E E E E
> 3 3 S S} > S} °© o 3 o )
Figura 4.3 — Operon gum
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xanA
xanB

Figura 4.4 — Genes relacionados a biossintese da goma xanthana.

O programa PSORT identificou a acdo dos produtos destes genes na
membrana interna da bactéria (10 casos), no citoplasma (trés casos) e um caso

no espaco periplasmatico bacteriano.

4.2.3. Xylella fastidiosa PD

Nenhuma diferenca significativa com a Xylella CVC foi identificada. A
Xylella PD é capaz de sintetizar uma grande gama de pequenas moléculas

necessarias a sua sobrevivéncia no xilema de varios hospedeiros.

Foram encontrados diversos genes bifuncionais, descritos no decorrer

dos resultados.

No anexo 3 encontram-se as tabelas de comparacao de genes presentes
em ambos os isolados de Xylella e ambas as espécies de Xanthomonas
estudadas. Também mapas de vias metabdlicas tratadas neste item. Os mapas
foram retirados dos sites do ECOCYCe¢ (Karp et al., 2002) e do KEGG?. Foi
utilizado o mapa considerado mais didatico para a visualizacdao da via
biossintética. Passos diferentes dos descritos nos mapas foram descritos

durante a discussao dos resultados.

As quatro bactérias apresentaram grande semelhanca em praticamente
todas as vias desta categoria, e preferiu-se apresentar os resultados para os
quatro organismos de uma vez. Toda e qualquer diferenca foi descrita e
destacada na apresentacdo, e também pode ser examinada nas tabelas

comparativas do anexo 3.

® http://ecocyc.pangeasystems.com/
" http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg html
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Em diferentes vias metabodlicas, uma ou mais enzimas presentes em E.
coli esta (estdo) ausente(s), mas este fato também ocorre em diferentes
bactérias gram-negativas, e aconteceu na maioria dos casos nas quatro
bactérias comparadas. Infere-se que estas enzimas ausentes ndo sejam

essenciais, ou tenham funcéo substituida por novas estruturas.

II.A. Aminoacidos

A maioria dos genes encontrados em E. coli necessarios a sintese de
aminoacidos a partir de corismato, piruvato, 3-fosfoglicerato, glutamato e acido

oxaloacético foi identificada.

II.A.1 Familia do Glutamato

Arginina

Na via da arginina, a partir do glutamato, apenas um gene nao foi
encontrado: argA (N-acetilglutamato sintase). Porém, o gene argB (N-
cetilglutamato kinase) apresente homologia com o dominio deste gene faltante
(argh), e infere-se que seja bifuncional. A ornitina carbamoiltransferase nao

esta representada pelo gene argl, mas o argF executa a mesma funcao.

Genes presentes: argB, argC, argD, argE, argF, argG, argH, gltX, carA e carB.
Gene ausente: argA.

Tabela comparativa na p. 125, mapa na p. 142.

Glutamato e Glutamina

O glutamato pode ser obtido a partir de alfa-cetoglutarato através dos
genes: gltB e gltD (glutamato sintase), tyrB (aspartato aminotransferase) e
gdhA (NAD-glutamato desidrogenase). A glutamina pode ser obtida a partir do

glutamato pelo gene glnA (glutamina sintetase).

Genes presentes: gdhA, gltD, gltB, tyrB (bifuncional), glnA e glnB.

Tabela comparativa na p. 125.
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Prolina

Também a partir do glutamato, obtém-se a prolina, através dos genes
proABC.

Genes presentes: proA, proB e proC.

Tabela comparativa na p. 125, mapa na p. 143.

II.A.2 Familia do Aspartato / Piruvato

Alanina

A alanina é formada a partir do piruvato, por transaminacdo. A reacao é
catalisada pelo gene ilvE (alanina transferase) (Docena, 2000). A via descrita
para E. coli apresenta também o gene avtA (valina piruvato aminotransferase),
que nao foi encontrado. A sintese de D-alanina ocorre com a mudanca da L-

alanina, pelo gene alr (alanina racemase).

Genes presentes: alr e ilvE. Gene ausente: avtA.

Tabela comparativa na p. 126.

Aspartato e Asparagina

O aspartato € sintetizado por transaminacdo do oxaloacetato (com
glutamato como doador de aminogrupo). Esta presente o gene envolvido: aspC
(aspartato transaminase). Também pode ser obtido a partir do fumarato,
através dos genes argH (EC# 4.3.2.1) e argG (EC# 6.3.4.5) ou dos genes purB
(EC# 4.3.2.2) e purA (EC# 6.3.4.4). A asparagina € obtida a partir do aspartato

por intermédio do gene asnB (asparagina sintase B).

Genes presentes: aspC, asnB, argG, argH, purA, purB e aspH.

Tabela comparativa na p. 126.
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Isoleucina / Valina

Ambas as vias estdo completas. A da isoleucina parte da treonina e
utiliza os genes ilvVAMGCD e E. A via da valina parte do piruvato e utiliza os

genes ilvMGCDE. As Xanthomonas apresentam duas copias do gene ilvA.

Genes presentes: ilvA, ilvC, ilvD, ilvE, ilvG, ilvM.

Tabela comparativa na p. 126, mapas nas p. 144 e 145.

Leucina

Via completa. O substrato inicial pode ser o piruvato ou o 2-

oxoisovalerato (que exige a mais o gene leuA).

Genes presentes: leuA, leuB, icdA/leuB (bifuncional), leuC, leuD, tyrB
(bifuncional) e ilvE.

Tabela comparativa na p. 127, mapa na p. 146.

Lisina

Nao foi encontrado o gene dapC (N-sucinildiaminopimelato
aminotransferase, EC# 2.6.1.17), nem uma via alternativa viavel para
completar a sintese da lisina a partir do aspartato. Existem outras
aminotransferases com certa homologia com o gene ausente, como o gene
aspC. Em Xylella PD, o resultado do blastp da comparacdo do gene dapC de E.
coli apresenta maior homologia com os genes 13441 e 12911, sendo os valores

E respectivamente 5e-30 e 1le-22.

Uma outra possibilidade seria a existéncia da diaminopimelato

dehidrogenase (1.4.1.16), sem gene associado conhecido, que é uma via
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alternativa apresentada pelo mapa 300 do KEGG (Lysine Biosynthesis8). Os
genes de numero EC mais proximo sédo os gltB e gltD (glutamato sintase, EC#
1.4.1.13).

Genes presentes: asd, dapA, dapB, dapD, dapE, dapE, dapF, lysA/lysC
(bifuncional) e lysC/thrA (bifuncional).
Gene ausente: dapC.

Tabela comparativa na p. 127, mapa na p. 147.

Metionina

Inicialmente a auséncia do gene metC parecia impedir a sintese de
metionina, mas existe um caminho alternativo entre a cistationina e a
homocisteina, através do gene metB, e tendo como produto intermediario a O-
Acetil L-homoserina. A auséncia do metH é compensada pela presenca do
metE, que apresenta caminho alternativo para a obtencao de metionina a
partir de homocisteina. A auséncia do gene metL é compensada pelo gene thrA,

de mesmo numero EC.

Genes presentes: metA, metB, metE, lysC/thrA (bifuncional), asd e masA.
Genes ausentes: metC, metH e metL.

Tabela comparativa na p. 127, mapa na p. 148.

Treonina

Via completa, a partir de aspartato e utilizando os genes thrA, thrB,
thrC e asd.

Genes presentes: lysC/thrA (bifuncional), thrB, thrC e asd.

Tabela comparativa na p. 128, mapa na p. 149.

II.A.3 familia Glicina / Serina

Cisteina

® http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/get_pathway?org_name=map&mapno=00300
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Embora no mapa de E. coli s6 seja descrita a via utilizando o gene
ausente cysE, o mapa 260 do KEGG (Glycine, Serine and Threonine
Metabolism?®) apresenta duas possibilidades de obtencdo da cisteina a partir da
serina. No primeiro caso, diretamente, através do gene cistationa beta-sintase
(cysM2, EC# 4.2.1.22). No segundo, o mesmo gene cysM2 leva a formacao de
cistationa, que através do gene metB (cistationa gama sintase, EC# 4.2.99.9)

chega a cisteina.

Genes presentes: cysM2, cysB, cyskK, metB e csdB. Gene ausente: cysE.

Tabela comparativa na p. 128.

Glicina / Serina

O gene serB é uma auséncia importante no biossintese de serina e
glicina. Existem outras fosfatases, mas as comparacdes com blast nao
mostram nenhum alinhamento significativo. Embora o gene glyA, que permite
a conversao entre serina e glicina esteja presente, ndo foi encontrada via

completa de sintese de serina a partir de 3-fosfoglicerato.

Genes presentes: serA, serC, glyA, ilvA e ydfG. Gene ausente: serB.

Tabela comparativa na p. 128.

II.A.4 Familia dos Aminoacidos Aromaticos

Corismato

Via completa, com gene aroQ substituindo o gene aroD, de mesmo
numero EC. Sao sete passos desde o eritrose-4-fosfato. No quinto passo, existe
a possibilidade de acdo de dois genes (aroK e L), mas apenas o aroK esta

presente.

Genes presentes: aroA, aroB, aroC, aroE, aroG, aroK e aroQ. Gene ausente:

aroL.

? http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/get_pathway?org_name=map&mapno=00260
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Tabela comparativa na p. 129, mapa na p. 150.

Fenilalanina

Via completa, composta por trés etapas a partir do corismato. Utiliza
trés genes que sao bifuncionais. Foi encontrada nos quatro organismos um
gene composto por uma parte do gene pheA. O gene corismato mutase nao
apresenta a segunda funcado do pheA (prepenato dehidratase), e ainda nao

existe um consenso quanto ao seu nome nos bancos de dados genéticos.

Genes presentes: pheA (bifuncional), tyrA (bifuncional) e tyrB (bifuncional).

Tabela comparativa na p. 129, mapa na p. 151.

Triptofano

Via completa, a partir do corismato. Os genomas apresentam mais de
uma copia dos genes trpD e trpE, sendo as consideradas funcionais descritas
na tabela correspondente. O gene trpD, que é originalmente bifuncional,
aparece em dois genes distintos, cada um com o dominio correspondente de

uma funcao.

Genes presentes: trpA, trpB, trpC, trpD, trpE, trpF e wrbA.

Tabela comparativa na p. 129, mapa na p. 152.

Tirosina

Via completa e também descrita a partir do corismato. Nao apresenta

nenhuma particularidade.

Genes presentes: pheA (bifuncional), tyrA (bifuncional) e tyrB (bifuncional).

Tabela comparativa na p. 130, mapa na p. 153.

II.A.5 Histidina
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A via de biossintese de histidina esta completa. A partir de alfa-5-
fosforribosil-1-fosfato (PRPP) e adenosina tri-fosfato (ATP) sdo dez etapas até a
histidina. O quinto passo é realizado por uma proteina composta por duas

subunidades (produtos de hisF e hisH).

Genes presentes: hisA, hisB (bifuncional), hisC, hisD, hisF, hisG, hisH e hislI
(bifuncional).

Tabela comparativa na p. 130, mapa na p. 154.

II.B Nucleotideos

II.B.1 Ribonucleotideos de Purina

Via completa, a partir de PRPP, até IMP (inosina 5-monofosfato ou acido
inosinico), GMP (guanosina-5’-fosfato) e AMP (adenosina-5’-fosfato). O terceiro
passo ¢ possivel através de dois genes: purN e purT. O purT
(fosforibosilglicinamida formiltransferase 2) permite um caminho alternativo,
mas esta presente somente nas Xanthomonas. Em Xylella, foi encontrado
apenas o fosforibosilglicinamida formiltransferase (purN). O sexto passo é
realizado por um produto de dois genes: purE (subunidade catalitica) e purK
(subunidade ATPase).

Os genes adk e ndk podem converter AMP em ATP, e o gene gmk e ndk,
GMP em GTP.

Genes presentes: guaA (bifuncional), purA, purB, purC, purD, purE, purF,
purH (bifuncional), purK, purL, purM ou G, purN, purU, ushA, adk, gmk, ndk
e prsA. Gene ausente: purT.

Tabela comparativa na p. 131, mapa na p. 155.

II.B.2 Ribonucleotideos de Pirimidina

Via completa, a partir de glutamina. A auséncia do gene pyrl ndo impede

o funcionamento do gene pyrB, que é a subunidade catalitica. O mapa mostra
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a via até a uridina-5’-fosfato (UMP). A citidina-5’-fosfato (CMP) é obtida a partir
deste apos 5 passos. De UMP para UDP (cmk, EC# 2.7.4.14), deste para UTP
(ndk, EC# 2.7.4.6), de UTP para CTP (pyrG, EC# 6.3.4.2), de CTP para CDP
(ndk) e finalmente de CDP para CMP (cmk).

Genes presentes: carA, carB, pyrB, pyrC, pyrD, pyrE, pyrF, pyrG, ndk, cmk,
dnas$, trxA, thyA e ushA. Gene ausente: pyrl.

Tabela comparativa na p. 132, mapa na p. 156.

I1.B.3 2°-Deoxiribonucleotideos

Via completa. O gene ausente (nrdD) tem funcao substituivel pelo gene
nrdB.

Genes presentes: ded, mutT, mutT/thiE (bifuncional), nrdA, nrdB, glyA e tmk.
Gene ausente: nrdD.

Tabela comparativa na p. 132.

II.B.4 Salvamento de Nucleosideos e Nucleotideos

Apresenta alguns genes associados ao salvamento de purinas e
pirimidinas, mas as vias ndo estdo completas. Nenhum dos organismos parece
ter a capacidade de salvamento pelas vias conhecidas atualmente. As
Xanthomonas apresentam o gene add (adenosina deaminase, EC# 3.5.4.4),

ausente em Xylella.

Genes presentes: apaH, deoD, hpt, tdk, nadD e enpP. Gene ausente: add.

Tabela comparativa na p. 132.

II.C Actiicares e Nucleotideos de Acucares

Classificacao adotada em E. coli e nao utilizada neste trabalho. Citada

por ter sido mantida na categorizacdo dos projetos.
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II.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores
I1.D.1 Biotina

Via completa a partir de 6-Carboxihexanoil-CoA (ou Pimeloil-CoA). No
mapa 780 do KEGG (Biotin Metabolism!9) existe a possibilidade de sintese a
partir do pimelato, mas o gene responsavel (bioW, EC# 6.2.1.14), com poucos
exemplos no proprio KEGG!!, nao foi encontrado. As Xanthomonas apresentam

duas copias de bioA e bioC.

Genes presentes: bioA, bioB, bioC, bioD, bioF, bioH, biol e birA. Gene ausente:
bioW.

Tabela comparativa na p. 133, mapa na p. 157.

I1.D.2 Acido Félico

Esta via esta aparentemente incompleta, pela auséncia dos genes
pabABC. Estes trés genes participam da via a partir de corismato para a
obtencdo de acido p-aminobenzéico (PABA). Embora o mapa 790 do KEGG
(Folate biosynthesis!?) cite apenas o EC# 4.1.3.- (pabAB) para a conversao, e
estes genes tenham certa homologia com genes trpD e trpE encontrados, nao
se pode afirmar que os genes semelhantes executem a mesma funcdo. O

restante da via biossintética esta completo.

Genes presentes: folB, folC, folD, folE, folK, folP, thyA, metF, mutT, mutt/thiE
(bifuncional), glyA e 1pxC. Genes ausentes: pabA, pabB e pabC.

Tabela comparativa na p. 134, mapa na p. 158.

I1.D.3 Lipoato

' http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map00780.html
" http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+6.2.1.14
2 http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map00790.html
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Via completa, de apenas dois passos a partir do acido octandico. Esta

sintese ainda néao foi bem esclarecida.

Genes presentes: lipA e lipB.

Tabela comparativa na p. 134.

I1.D.4 Molibdopterina

As Xylella apresentam apenas um gene desta via (moeB). Os genes néo
possuem numeros EC. As Xanthomonas apresentam os mesmos genes que E.
coli, que possui a capacidade de sintese da molibdopterina, e deve apresentar a
mesma capacidade. Apresenta ainda duas copias do gene moeA

(molibdopterina guanina dinucleotideo sintase).

Genes presentes em Xylella: moeB.
Genes presentes em Xanthomonas: moaA, moaB, moaC, moaD, mobA, moeA e
moeB.

Tabela comparativa na p. 135.

II.D.5 Pantotenato

Via incompleta. O pantotenato é obtido a partir da condensacdo do
pantoato com beta-alanina - pantoato beta-alanina ligase (panC, EC# 6.3.2.1).
A beta-alanina pode ser obtida a partir do aspartato com o gene panD
(aspartato descarboxilase, EC# 4.1.1.11), mas o pantoato ndo, pela auséncia
do gene panE (2-dehidropantoato redutase, EC# 1.1.1.169). Nao foi

identificada uma via alternativa de obtencado do pantoato.

A auséncia do gene coaA (pantotenato kinase, EC# 2.7.1.33) e a baixa
similaridade do gene dfp encontrado (Bifuncional: EC# 6.3.2.5 e 4.1.1.36)
indica que o pantotenato também nao pode ser obtido a partir da coenzima A,

e que esta ndo pode ser obtida a partir do pantotenato.



86

Genes presentes: panB, panC, panD, dfp (bifuncional), coaD e coaE. Genes
ausentes: coaA e pankE.

Tabela comparativa na p. 135, mapa na p. 159.

II.D.6 Piridoxina

Via aparentemente incompleta. A auséncia dos genes pdxB (eritronato-
4-fosfato dehidrogenase, EC# 1.1.1.-) e pdxK (piridoxamina kinase,
trifuncional) impede a sintese de piridoxina pelos meios conhecidos. Mesmo
com a presenca em Xanthomonas do gene pdxY (piridoxal kinase 2, EC#
2.7.1.35), que executa uma das funcées do gene pdxK, a via encontra-se

incompleta pela falta do gene essencial pdxK.

Existe a possibilidade do gene ptsK (HPr kinase/fosfatase, EC# 3.1.3.-)
executar a funcao faltante do gene pdxK, de piridoxina fosfato para piridoxina,
mas nao se pode confirmar esta hipétese apenas com as comparacoes das

seqUéncias encontradas.

Genes presentes em Xylella: pdxA, pdxH, pdxJ e dxr.
Genes presentes em Xanthomonas: pdxA, pdxH, pdxJ, pdxY e dxr.
Genes ausentes: pdxB e pdxK (bifuncional).

Tabela comparativa na p. 135.

II.D.7 Nucleotideos de Piridina

Via completa, a partir do aspartato, nos isolados de Xylella. As
Xanthomonas nao tém os genes nadAB e pncA, apresentando apenas parte da

via, a partir quinolinato.
Genes presentes em Xylella: nadA, nadB, nadC, nadD, nadE, pncA e pncB.
Genes presentes em Xanthomonas: nadC, nadD, nadE e pncB.

Tabela comparativa na p. 136, mapa na p. 160.

II.D.8 Tiamina
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Provavelmente a sintese seja possivel, embora a via esteja incompleta. O
gene thiG executa a funcao do thiH. Os genes thiM e thiK ndo tém substitutos,
mas fazem parte de passos nao essenciais a sintese. Caso o gene pstK, que
apresenta o EC# 3.1.3.-, possa executar o passo de tiamina fosfato para

tiamina, a sintese sera possivel.

Genes presentes: thiC, thiD (bifuncional), thiE, mutT/thiE (bifuncional), thiG,
thiL, apbE e dxs.
Genes ausentes: thiH, thiK e thiM.

Tabela comparativa na p. 136, mapa na p. 161.
I1.D.9 Riboflavina
Via completa, a partir de GTP.
Genes presentes: ribA, ribA/ribB (bifuncional), ribD ou ribG (bifuncional), ribE,
ribH e ribF (bifuncional).
Tabela comparativa na p. 136, mapa na p. 161.
II.D.10 Tioredoxina, Glutarredoxina e Glutationa

Os genes necessarios para a sintese dos trés compostos estdo presentes.

Genes presentes: ggt, grxC, gshA, gshB, yneN, gst, trxA, trxB e trx.

Tabela comparativa na p. 137.
II.D.11 Menaquinona e Ubiquinona
S6 esta presente um gene que participa da biossintese da menaquinona,

a ubiE (ubiquinona/menaquinona transferase, EC# 2.1.1.-), sendo esta via

inexistente.
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A via da biossintese da ubiquinona esta presente, mas incompleta.
Dentre os passos iniciais, estdo faltando o primeiro e o terceiro, sendo
responsaveis os genes ubiC (corismato piruvato liase, EC# 4.-.-.-), e ubiX e
ubiD (3-octaprenil-4-hidroxibenzoato descarboxilase 1 e 2, ambos com EC#

4.1.1.-. A partir deste passo, todos os genes estdo presentes.

Genes presentes: ispA, ispB, ubiA, ubiB, ubiE, ubiG, ubiH, dxs, coq7 e aroQ.
Gene ausente: ubiC, ubiD e ubiX.

Tabela comparativa na p. 137, mapa da ubiquinona na p. 162.

I1.D.12 Proto e Siroheme

Via completa. O caminho de glutamato a siroheme esta completo, mas a
auséncia do hemG (protoporfirinogen oxidase, EC# 1.3.3.4) impediria que fosse

obtido o protoheme pela via conhecida. No entanto, o produto do gene hemK

executa a funcao do produto do hemG.
A Xanthomonas citri apresenta duas copias a mais do gene hemL.
Genes presentes: cysG (bifuncional), hemA, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF,
hemH, hemK, hemL, hemN, hemY, gltX e cyoE. Gene ausente: hemG.
Tabela comparativa na p. 138, mapa na p. 163.
I1.D.13 Proteina Transportadora de Carboxil Biotina (BCCP)

Presente em todos os organismos estudados.

Genes presentes: accB.

Tabela comparativa na p. 138.

II.D.14 Cobalamina

Os isolados de Xylella s6 possuem um gene relacionado a esta via: pgmA
(fosfoglicerato mutase, EC# 5.4.2.1).
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A Xcitri apresenta a via completa, e na Xcamp falta apenas o gene cobC,
e esta tem a mais o gene cobB, de funcdo na via ainda nao esclarecida. Infere-
se que a Xcitri a via esteja funcional, e ndo se pode afirmar o mesmo da

Xcamp.
Gene presente em Xylella: pgmA.
Genes presentes em Xanthomonas: btuR, cobB, cobC, cobS, cobT, cobU e
pgmA. CobB s6 na X. campestris, e cobB s6 na X. citri.
Tabela comparativa na p. 138, mapa na p. 164.
I1.D.15 Enterobactina

Via incompleta. Presenca apenas do gene entF.

Gene presente em Xanthomonas: entF.

Tabela comparativa na p. 139.

I1.D.16 Biopterina

Existem alguns genes relacionados a esta via, mas nao sao suficientes a

biossintese.

Genes presentes: ptrl, ispD, ispE, ispF, gcpE e ygcM.

Tabela comparativa na p. 139.
IL.E Biossintese de Acidos Graxos e Fosfatidicos
Esta biossintese foi dividida em trés fases para uma melhor discussao,

segundo graficos do ECOCYC13. A primeira diz respeito aos passos iniciais, e

esta completa. Inclui os genes fabB, fabH, accA, accB, accD e fabD.

'3 http://ecocyc.pangeasystems.com/
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A segunda se refere a elongacdo de acidos graxos saturados, e esta
incompleta. Nesta via falta o gene enoil-ACP redutase (NADH - fabl, EC#
1.3.1.9; ou NADPH - EC# 1.3.1.10, sem nome de gene). Apresenta os genes:
fabA, fabB e fabG.

A terceira é a elongacdo de insaturados, e esta completa, com os genes
fabB, fabG e fabA.
Genes presentes em Xylella: accA, accC, accD, accP, acs, cdsA, dgkA, fabA,
fabB, fabd, fabG, fabH, fabZ, drb0080, tesB, accB, cls e psd.
Genes presentes em Xanthomonas: os citados acima mais tesA. A X. citri tem
um acpD.
Genes ausentes: acpE, cdh e fabl.

Tabela comparativa na p. 140, mapas nas p. 164 e 165.
II.F Poliaminas

Via incompleta. Auséncia importante dos genes agmatinase (speB, EC#

3.5.3.11) e ornitina descarboxilase biossintética (speC, EC# 4.1.1.17).

Genes presentes: speA, speD e speE.
Genes ausentes: speB, spec, speF e speG.

Tabela comparativa na p. 141, mapa na p. 166.
4.3. Mecanismos Associados ao Ferro

Os genes envolvidos no metabolismo de ferro podem ser divididos de
acordo com sua funcdo no processo global. Genes que sdo sintetizados dentro
da célula e excretados no meio para capturar ferro e trazé-lo de volta em uma
forma n&o disponivel aos outros organismos sdo chamados sidero6foros.
Durante o processo de assimilacao, necessitam-se receptores que reconhecem
especificamente estas moléculas acopladas ao ferro para iniciar o processo de
internalizacdo, visando a extracao de ferro do sideréforo para participacdo no

metabolismo celular. Uma vez dentro da célula, algumas proteinas utilizam
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diretamente o ferro em reacdes quimicas e outras monitoram os niveis do ferro

dentro da célula.

4.3.1. Genes Presentes

Intimeros genes associados ao metabolismo do ferro foram encontrados
em Xanthomonas, incluindo varios receptores de sideroforos. Porém os genes
necessarios para a sintese de sideroforos nao ribossdomicos nao foram
localizados. O sistema energizador TonB esta presente e completo, permitindo

a energizacdo da passagem de produtos pela membrana celular.

Dos genes regulados pelo Fur (ferric uptake regulator) encontrados em
Pseudomonas aeruginosa por VASIL & OCHSNER, 1999, estdo presentes os
ORFs correspondentes: fpvA (7667), pfeA (25309), phuR (1712, 2743), feoAB
(2230, 2231), fumC (4651), nuoA (3826), tonB (45789, 5419), tolQRA (4507,
4509, 4510) e piuB (2830). O gene fur (4702) também esta presente.

Ambas as espécies de Xanthomonas apresentam muitas copias de
diversos receptores, como: cirA (8 em Xcamp e 9 em Xcitri), fecA (9 em Xcamp
e 8 em Xcitri) e fhuA (7 em cada uma). Porém, destas copias, apenas algumas
possuem homologia boa com o dominio TonB boxC. Nenhum cirA tem
homologia (utilizando PFAM) menor que 0,017, sendo considerado aceitavel
apenas abaixo de e-5 (10-5). Dos ORFs fecA, 4 tém baixa homologia, e dos fhuA,
7 apresentam hits abaixo de 10-5. De modo geral, sdo poucas as coépias de
receptores relacionados ao ferro com boa homologia em relacdo aos dominios

funcionais dos genes originais.

As Xanthomonas também possuem bacterioferritinas com boa homologia
(5710, 683, 11450, 4849), uma proteina comigratéria com bacterioferritina

(3465) e uma bacterioferritina associado a ferredoxina (15018).

Basicamente, Xcitri e Xcamp tém dois receptores para sideréforos
(pioverdina e enterobactina), e sdo competentes para a aquisicao de Fe(Il).

Possuem os dois sistemas paralogos (TonB-ExbBD e TolAQR) de energizacédo do
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transporte ativo através da membrana externa. Existem diversos receptores
dependentes deste sistema, muitos deles relacionados ao transporte de ferro,
como: fepA (66 e 4551), fecA (630, 3367, 4446, 5074, 5079, 5444, 5701, 6219
e 20068), fhuA (1715, 2146, 3448, 4480, 4855, 6107, 15194, 25860 e 20006),
iroN (124, 2851, 3671, 5547, 25839 e 20761), bfeA (4392, 4459, 4462, 4466 ¢
20019), fpvA, pfeA, cirA (94, 407, 1361, 1567, 2437, 3446, 5303, 6861, 25327,
25837 e 25853) e fhuE (1576 e 25820).

Os receptores citados realizam o transporte através da membrana
externa, para dentro da célula. Eles apresentam especificidade para
determinados produtos. O fepA tem como produto um receptor de Ferri-
enterobactina (sideréforo), e também pode atuar em colicinas B e D. O bfeA e
iroN também estao relacionados a enterobactina. O pfeA é um receptor
especifico para a enterobactina Fe (III). O produto do fhuA é receptor de Fe (III)
hidroxamato, de colicina M e dos fagos T1, TS5 e phi80. O produto de fhuE é
requerido para a captura de Fe (IlI). O fecA é receptor de Fe (IlI) dicitrato. Os
ORFs feoA e feoA estdo relacionados ao transporte de Fe (II). FyuA esta
relacionado ao Fe (III). O gene fpvA codifica um receptor de ferripioverdina, um
sideréforo. O produto do gene cirA € um receptor de colicina I e de Fe (III)
catecholate (informacdes obtidas no site do Swiss-Prot, Bairoch & Apweiler,
2000).

Embora nao tenham sido encontrados genes codificadores de sideréforos
nao ribossomais, a hipotese de que exista a producao de sideréforos de outros
tipos ainda nao esta totalmente descartada. Além disso, é possivel a utilizacao
de sideroforos externos, o que justifica a presenca da variada gama de

receptores, mesmo na auséncia dos transportadores correspondentes.

Os isolados de Xylella apresentaram um numero bem menor de
receptores: bfeA (11011 e 11031), yncD (6531), fhuA (14071), cirA (18911) e
outros dois receptores dependentes de TonB. Destes, apenas dois (yncD e
fhuA) apresentaram uma homologia boa com o dominio do TonB boxC.
Apresentam ainda bacterioferritinas (15251, 24891 - este ORF néao foi

reconhecida em XCVC, mas a seqliéncia esta presente), os genes feoAB (16091
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e 16081), ferredoxinas (2471, 6291, 7731, 14431 e 18171) e uma proteina

comigratoria com bacterioferritina (bcp, 15891).
4.3.2. Filogenia
Foram realizados dois estudos de caso, com um gene bem conservado

(fur) e com genes menos conservados (receptores da membrana externa,

dependentes do sistema TonB).
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Figura 4.5 — Arvore filogenética do gene fur, utilizando o programa PAUP, usando
parcimoénia maxima. Valores de bootstrap (1000 réplicas). Retirado do arquivo

“output.txt’.

A figura 4.5 traz uma arvore filogenética de genes fur dos organismos
sequenciados, com genes fur encontrados de outras Xanthomonas e de alguns
organismos mais distantes em termos de taxonomia para comparacao (Wheeler
et al., 2000). O gene apresenta alta homologia, mesmo em organismos mais
distantes, indicando alto grau de conservacao, o que pode ser confirmado pela
arvore quase idéntica a classificacdo taxonémica (NCBI Taxonomy - Wheeler,
2000). A unica diferenca nas divisdes desta € a colocacao do gene de Yersinia
pestis, que taxonomicamente deveria estar mais proximo do grupo
Xanthomonas por fazer parte da subdivisdo Gama. Na arvore apresentada,
existe uma divisdo entre o grupo Xanthomonas e a subdivisdo Alfa, e depois a

ligacdo com Y. pestis.

Sao pertencentes a subdivisdo Alfa:
v Bruce (12) — Brucella melitensis biovar abortus, gil3913692Ispl030976; e
v" Rhizo (13) — Rhizobium leguminosarum bv.
viciae,gi| 3913688 |sp | 0O07315.

Sao pertencentes a subdivisdo Beta:
v Borde (1) — Bordetella pertussis, gil2120993Ipirll140326;
Ralst (2) - Ralstonia eutropha, gi| 3913691 |sp | 030330;
v Neiss (3) — Neisseria meningitides 72491, gil15793093IrefINP_282915.1.

AN

Sao pertencentes a subdivisdo Gama:
v' 12591PD (5) - XPD, ORF 12591;
2344CVC (6) - XCVC, ORF 2344;
v' Camp (7) — Xanthomonas campestris pv. campestris,
gil5532516IgblAAD44765.1;
v' 4702Camp (8) — Xcamp, ORF 4702;

<
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v Vesic (9) — Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
gil55325201gblAAD44767.1;

v' 4702cit (10) — Xcitri, ORF 4702;

Oryz (11) — Xanthomonas oryzae, gil5532604IgblAAD44807.1; e

v' Yers (4) — Yersinia pestis, gill6122845IrefINP_406158.1.

<

Os valores de bootstrap mostram que as divisées do grupo Xanthomonas
e da subdivisdo alfa sdao muito consistentes, ocorrendo em praticamente 100%
dos casos. Da mesma forma, a divisdo entre Xylella e Xanthomonas, e as
divisbes subseqUentes. As divisdes anteriores apresentaram valores
considerados baixos, mas sendo o objetivo do estudo a comparacao dentro do

grupo Xanthomonas, isto nao afeta os resultados.

Por outro lado, os genes receptores dependentes do sistema TonB
encontrados demonstraram grande variabilidade, a ponto de formarem
grupamentos separados dos genes originais. O estudo filogenético auxiliou na
deteccao de genes mais proximos ou distantes dos originais, e principalmente
permitiu uma visualizacdo rapida de genes anotados de forma errada, na fase

de escolha dos genes apropriados para o estudo.

A figura 4.6 apresenta a comparacao filogenética, utilizando o PAUP, dos
receptores relacionados com ferro de anotacdo mais consistente, em relacdo
aos dados de comparacdo do blastp. Mesmo assim, alguns genes estdo
normalmente distantes dos originais, que formam em alguns casos bragos
separados, mas pertencendo a grupamentos maiores. Estes dados sugerem
que tenha ocorrido transferéncia horizontal, ja que além de os organismos nao
produzirem os sider6foros correspondentes aos receptores presentes, estes se
encontram com varias copias em diferentes graus de homologia. Existem ORFs
classificados muito proximos dos genes originais, demonstrando alta
probabilidade de serem verdadeiros, como o caso de: 25860 Xcitri fhuA, 25820
Xcitri fhuE e 4446 Xcitri e Xcamp fecA. Os ORFS de ntimero maior que 25000
representam ORFs que nao apresentam correspondente em Xcamp. Os da

faixa de 20000 sao presentes apenas em Xcamp.
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Os ORFs bfeA, apesar de nao apresentarem alta homologia com o
original, formaram um grupo bem destacado na arvore, incluindo os genes de
XCVC e XPD. O mesmo acontece para os ORFs de cirA e iroN. Os ORFs fecA
630 e 5074 de Xcitri e Xcamp, apesar de ter alta homologia com o fecA de E.
coli, estdo separados na arvore filogenética, provavelmente indicando uma

subfamilia deste tipo de receptor.
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Figura 4.6 — Arvore filogenética, com valores de bootstraping, para alguns receptores

de ferro dependentes do sistema tonB, gerada pelo PAUP (bootstraping.tree).
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YNCD ECOLI
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Figura 4.7 — Arvore filogenética de receptores da membrana externa relacionados ao

Ferro, selecionados pela homologia com TonB boxC, gerada pelo ClustalW.
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Os genes presentes na figura 4.6 sao:

1407 1XPDfhuA - XPD, ORF 14071;
XF0599XCVCFhuA - XCVC, ORF 599;
6107XcitriFhuA - Xcitri e Xcamp, ORF 6107;
4855XcitriFhuA — Xcitri e Xcamp, ORF 4855;
15194XcitriFhuA - Xcitri e Xcamp, ORF 15194;
EcoliFhuA - E. coli, gi | 2507464 | sp |P06971;
25860XcitriFhua — Xcitri, ORF 25860, exclusivo;

PaeruFpva — Pseudomonas aeruginosa, gi| 12230910 |sp |P48632;

EcoliFhuE - E. coli, gi| 2507465 |sp |P16869;
25820XcitriFhuE — Xcitri, ORF 25820, exclusivo;
7667XcitriFpvA — Xcitri e Xcamp, ORF 7667;
20674XcampFpvA — Xcamp, ORF 20674, exclusivo;
630XcitriFecA — Xcitri e Xcamp, ORF 630;

S5074XcitriFecA — Xcitri e Xcamp, ORF 5074;

EcoliCirA - E. coli, gi| 2507462 |sp|P17315;

253089XCcitriPfeA — Xcitri, ORF 25309, exclusivo;

BordaBfeA — Bordetella pertussis, gi| 538279 |gb | AAA98536.1;
SenterlroN — Salmonella enterica, gi| 2738252 |gb | AAC46183.1;
EcoliFepA - E.coli, gi| 2507463 | sp | P05825;

PaeruPfeA — Pseudomonas aeruginosa, gi| 548479 |sp|Q05098;
2437XcitriCirA — Xcitri e Xcamp, ORF 2437;

2851 XcitrilroN — Xcitri e Xcamp, ORF 2851;

124XcitrilroN — Xcitri e Xcamp, ORF 124;

XF2713XCVCCirA - XCVC, ORF 2713;

18911XPDCirA — Xcitri e Xcamp, ORF 18911;

3671XcitrilroN — Xcitri e Xcamp, ORF 3671;

20761XcamplroN — Xcamp, ORF 20761, exclusivo;
5547XcitrilroN — Xcitri e Xcamp, ORF 5547;

25839XcitrilriN — Xcitri, ORF 25839, exclusivo;
20019XcampBfeA — Xcamp, ORF 20019, exclusivo;
4392XcitriBfeA — Xcitri e Xcamp, ORF 4392;

4459XCcitriBfeA — Xcitri e Xcamp, ORF 4459,
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4466XcitriBfeA — Xcitri e Xcamp, ORF 4466;
11011XPDBfeA — XPD, ORF 11011;
XF2134XCVCBfeA - XCVC, ORF 2134;
4462XcitriBfeA — Xcitri e Xcamp, ORF 4462;
XF2137XCVCBfeA - XCVC, ORF 2137;
11031XPDBfeA — XPD, ORF 11031;
EcoliFecA - E.coli, gi| 729471 |sp|P13036;
4446XcitriFecA — Xcitri e Xcamp, ORF 44406;

As sequiéncias que compodem as figuras 4.7 e 4.8 foram selecionadas

pela homologia do dominio necessario a todo receptor dependente do sistema

TonB: o TonB boxC. Foram selecionados os ORFs com valor E na faixa de 10-5

ou menor. Nao apresentaram os valores minimos representantes dos genes:

cirA e iroN, e o bfeA teve a representacao reduzida. Apés esta selecdo, foram

incluidos os genes originais.
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Genes da filogenia das figuras 4.7 e 4.8:

YNCD ECOLI - yncD, E. coli, gi|6137256 |sp |P76115;

FECA ECOLI - fecA, E. coli, gi| 729471 | sp | P13036;

BFEA BORPT - bfeA, Bordetella pertussis, gi|538279|gh|AAA98536.1;

FEPA ECOLI - fepA, E. coli, gi| 2507463 | sp | P05825;

FHUA ECOLI - fhuA, E. coli, gi| 2507464 |sp |P06971;

FHUE ECOLI - fhuE, E. coli, gi| 2507465 |sp | P16869;

FPVA PSEAE - fpvA, Pseudomonas aeruginosa,
gi| 12230910 |sp|P48632;

PBUA PSEAE - pbuA, Pseudomonas sp. M114,
gi|1172035|sp|Q08017;

FYUA YERPE - fyuA, Yersinia pestis, gi| 17380443 |sp | P46359;

66Xcitri FEPA - Xcitri e Xcamp, ORF 66;

S5074Xcitri FECA - Xcitri e Xcamp, ORF 5074;

630Xcitri FECA - Xcitri e Xcamp, ORF 630;

6531.1XPD YNCD - XPD, ORF 6531;

1496XCVC YNCD - XCVC, ORF 1496;

4446Xcitri FECA - Xcitri e Xcamp, ORF 4446;
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S5118Xcitri FYUA — Xcitri e Xcamp, ORF 5118;
25309Xcitri PFEA — Xcitri e Xcamp, ORF 25309;
2146Xcitri FHUA — Xcitri e Xcamp, ORF 2146;
3367Xcitri FECA - Xcitri e Xcamp, ORF 3367;

5444 Xcitri FECA — Xcitri e Xcamp, ORF 5444;
4466Xcitri BFEA — Xcitri e Xcamp, ORF 4466;
1715Xcitri FHUA - Xcitri e Xcamp, ORF 1715;
20006Xcamp FHUA — Xcamp, ORF 20006, exclusiva;
15194Xcitri FHUA - Xcitri e Xcamp, ORF 15194;
4855Xcitri FHUA — Xcitri e Xcamp, ORF 4855;
6107Xcitri FHUA - Xcitri e Xcamp, ORF 6107;
14071.2XPD FHUA - XPD, ORF 14071;

0599XCVC YBIL - XCVC, ORF 599;

25860Xcitri FHUE — Xcitri, ORF 25860, exclusiva;
1576Xcitri FHUE — Xcitri e Xcamp, ORF 1576;
7667Xcitri FHUE — Xcitri e Xcamp, ORF 7667;
20674Xcamp FPVA — Xcamp, ORF 20674, exclusiva;
2007 1Xcamp PBUA - Xcamp, ORF 20071, exclusiva;
25833Xcitri FYUA — Xcitri, ORF 25833, exclusiva;
20018Xcamp NONAME - Xcamp, ORF 20018, exclusiva.
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O grafico da fig. 4.7 foi construido pelo programa clustalw, e da 4.8 pelo
programa PAUP, incluindo o bootstraping. Na figura 4.7 pode-se observar que
todos os receptores fizeram grupamento préximo aos respectivos genes
“originais”. Entenda-se como originais as sequéncias dos genes padrdo, ou
seja, dos genes que primeiro adotaram o nome descrito. Somente cinco ORFs
ficaram mal colocados, nao correspondendo ao esperado pela anotacao: os
ORF's fhuA de Xcitri e Xcamp: 2146, 1715 e 200006, e os ORFs fecA também de
Xcitri e Xcamp 3367 e 5444. Pode-se destacar, por sua proximidade
filogenética, os ORFs: 4464XcitriFecA, 25860XcitriFhuA, 25820XcitriFhuE,
1576XcitriFhuE, 7667XcitrFpvA, 20674XcitriFpvA, 20071XcampPbuA e
25833XcitriFyuA.
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O grafico apresentado na fig. 4.8 foi construido pelo programa PAUP,
utilizando parsimonia maxima, e apresenta valores de bootstraping. Foi
configurado para 500 réplicas. O dendograma mostrou alguns grupamentos
semelhantes aos da fig. 4.7, mas formou um grupo de quatro ORFs distinto do
grupo contendo o fecA original (inclui dois fecAs e dois yncDs). Um segundo
grupo mais diversificado encontra-se na metade de baixo do grafico contendo
nove ORFs com ligacdo mais fraca aos originais correspondentes, e também
genes originais formando ramificacées isoladas: fyuA, yncD, bfeA, pfvA, fepA e
fecA. Apresenta ainda quatro ORFs fhuA, muito distantes do fhuA original. O
ORF 6107FhuAXcitri esta também longe do original, apesar de ter boa

homologia com o mesmo.

A arvore gerada com dados do bootstraping exige bastante tempo,
principalmente no caso de muitas seqUiéncias. Porém, o recurso é muito util
por acrescentar informacdes sobre a confiabilidade das ramificacdes. Além
disso, pode-se confiar que as chances da ordem em que as seqUiéncias foram

colocadas nao ira alterar os resultados.

Comparando-se as figuras 4.7 e 4.8, e considerando que, pelos motivos
descritos, a fig. 4.8 represente melhor as relacdes evolutivas dos genes
estudados, obtemos concordancias e dicrepancias. Nas duas arvores alguns
genes estdo agrupados de forma semelhante quanto a distadncia ao gene
original, como os fhuA, thuE, fpvA e pbuA préximos dos originais. Os ORFs
fecA, na fig. 4.8, estdo arranjados de forma diferente, que sugere que se revise
a anotacao do ORF 2146XcitriFHUA, por estar entre varios fecA com estrutura
de divisdes consistentes. Além de comparar o gene citado com fecA, pode-se
comparar os ORFs yncD préximos aos fecA. As ramificacoes proximas também
estdo consistentes, o que sugere proximidade ou erro de anotacdo. A segunda

possibilidade pode ser verificada mais facilmente que a primeira.

Apesar da degradacao das sequiéncias destes receptores, presentes em
organismos diferentes de sua origem, e da grande semelhanca entre os
receptores, o estudo filogenético mostrou-se uma ferramenta util para o estudo

especifico do grupo, sem pretensoes classificatorias para os organismos.
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Figura 4.8 - Arvore filogenética de receptores relacionados ao Ferro, selecionados pela
homologia com TonB boxC, gerada pelo PAUP, com valores de bootstraping.



5. Conclusoes

v O gene fur, por sua alta conservacdao, € um oOtimo candidato a estudos

filogenéticos entre bactérias de grupos proximos.

‘/ O programa Consed é capaz de desenhar bons primers para auxiliar o

sequenciamento de regioes de baixa qualidade.

v A anotacao dos ORFs é dependente da utilizacao conjunta de varios programas
e bancos de dados genéticos, sendo considerados como principais programas:

BLAST, PFAM e Cognitor.

v A filogenia pode ser utilizada como ferramenta auxiliar na anotacao de ORFs de

grupos de genes semelhantes e com baixa homologia.

v Em relacao a biossintese de pequenas moléculas, os dois isolados de Xylella
fastidiosa estudados apresentam os mesmo genes. As espécies do género
Xanthomonas estudadas apresentam poucas diferencas entre si. Xcitri tem a
mais duas copias do gene hemL e os genes cobC e acpD. Xcamp tem a mais o

gene cobB.

v As diferencas efetivas entre os isolados de Xylella fastidiosa e as espécies do
género Xanthomonas estudados na biossintese de pequenas moléculas se
resumem a biossintese de: molibdopterina, piridoxina, nucleotideos de piridina

e cobalamina.

4 O numero de receptores dependentes do sistema TonB nas espécies do género
Xanthomonas estudadas € muito maior do que nos isolados de Xylella

fastidiosa estudados.
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P4aginas de Busca e Consulta



115

Programas locais

Clustalw — alinhamentos multiplos;

Excel — Planilha de calculos.

Netscape ou Internet Explorer (navegador e correio eletronico);
PAUP - filogenia;

Phred, Phrap & Consed, Repeat Master, Cross Match — montagem,;
Sequencher — montagem;

Sequencing Analysis — sequenciamento;

DN N N N N W N N

Word - Processador de textos;

Paginas dos Projetos - informacoes, servicos e suporte a anotacao

v Projeto Genoma Xylella
http:/ /aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/

v Projeto Xylella Funcional

http:/ /watson.fapesp.br/funcional/main.htm

v Projeto Genoma Xanthomonas

http://genoma4.iq.usp.br/xanthomonas/

v Projeto Genoma Leifsonia xyli subsp. xyli

http:/ /aeg.lbi.ic.unicamp.br/leifsonia/

v' Projeto Genoma Xylella fastidiosa / Pierce’s Disease

http:/ /aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf-grape/

Paginas de Programas, Busca e Consulta

v BLAST (NCBI)
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
v" CLUSTAL

http:/ /www.ebi.ac.uk/clustalw/

v' COGs - Clusters of Orthologous Groups of proteins
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/
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v ECOCYC
http://ecocyc.pangeasystems.com/

v Entrez — Taxonomy (NCBI)

http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Taxonomy

v ENZYME Search (ExPASy)

http:/ /ca.expasy.org/enzyme/

v KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
http:/ /www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html
v" NCBI - National Center of Biotechnology Information

http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/
v' PAUP

http:/ /paup.csit.fsu.edu/index.html
v" PFAM

http:/ /pfam.wustl.edu/index.html
v' Phred/Phrap/Consed
http:/ /www.phrap.org/

v Proteinas de Transporte — Dr. Milton Saier Jr.

http:/ /www-biology.ucsd.edu/~msaier/transport/index.html
v PSORT

http:/ /psort.nibb.ac.jp/

v' SMART - Simple Modular Architecture Research Tool
http:/ /smart.embl-heidelberg.de/

v' Swiss-Prot (ExPASy)

http:/ /www.expasy.ch/sprot/




ANEXO 2

Categorizacao Oficial das bactérias:
Xanthomonas axonopodis pv. citri,
Xanthomonas campestris pv. campestris e

Xylella fastidiosa | Pierce’s Disease
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Categorizacao oficial adotada para a

X. axonopodis pv. Citri e X. campestris pv. campestris

I. Intermediary metabolism
A. Degradation
1. Degradation of polysaccharides and oligosaccharides
2. Degradation of small molecules
B. Central intermediary metabolism
1 Amino sugars
2 Entner-Douderoff
3 Gluconeogenesis
4 Glyoxylate bypass
S.  Miscellaneous glucose metabolism
6 Non-oxidative branch, pentose pathway
7 Nucleotide hydrolysis
8 Nucleotide interconversions
9 Phosphorus compounds
10.  Pool, multipurpose conversions
11.  Sugar-nucleotide biosynthesis, conversions
12.  Sulfur metabolism
C. Energy metabolism, carbon
Aerobic respiration
Anaerobic respiration and fermentation
Electron transport
Glycolysis
Oxidative branch, pentose pathway
Pyruvate dehydrogenase
TCA cycle
ATP-proton motive force interconversion
gulatory functions
Two component systems
Repressors
Phosphatases
Sigma factors and other regulatory components
Not Used
II. Biosynthesis of small molecules
A. Amino acids biosynthesis
1. Glutamate family | nitrogen assimilation
2. Aspartate family, pyruvate family
3.  Glycine-serine family | sulfur metabolism
4.  Aromatic amino acid family
5. Histidine
B. Nucleotides biosynthesis
1
2
3

D. R
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. Purine ribonucleotides
. Pyrimidine ribonucleotides
. 2'-Deoxyribonucleotides



4.  Salvage of nucleosides and nucleotides
C. Sugars and sugar nucleotides biosynthesis
D. Cofactors, prosthetic groups, carriers biosynthesis
1 Biotin
2 Folic acid
3 Lipoate
4.  Molybdopterin
S. Pantothenate
6 Pyridoxine
7 Pyridine nucleotides
8 Thiamin
9 Riboflavin
10.  Thioredoxin, glutaredoxin, glutathione
11. Menaquinone, ubiquinone
12. Heme, porphyrin
13. Biotin carboxyl carrier protein (BCCP)
14. Cobalamin
15. Enterochelin
16. Biopterin
17.  Others
E. Fatty acid and phosphatidic acid biosynthesis
F. Polyamines biosynthesis
[II.  Macromolecule metabolism
A. DNA metabolism
Replication
Structural DNA binding proteins
Recombination
Repair
Restriction, modification
A metabolism
Ribosomal and stable RNAs
Ribosomal proteins
Ribosomes - maturation and modification
Aminoacyl tRNA synthetases, tRNA modification
RNA synthesis, modification, DNA transcription
RNA degradation
C. Protein metabolism
1. Translation and modification
2.  Chaperones
3. Protein degradation
D. Other macromolecules metabolism
1.  Polysaccharides
2.  Phospholipids
3. Lipoprotein
IV.  Cell structure
A. Membrane components
1. Inner membrane
2. Outer membrane constituents

B. R
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B.  Murein sacculus, peptidoglycan
C. Surface polysaccharides, lipopolysaccharides, and antigens
D. Surface structures
V.  Cellular processes
A. Transport
Amino acids, amines
Anions
Carbohydrates, organic acids, alcohols
Cations
Nucleosides, purines, pyrimidines
Protein, peptide secretion
. Other
B. Cell division
C. Chemotaxis and mobility
E
A

NO G AW

D. Osmotic adaptation
. Cell killing
VI.  Mobile genetic elements
. Phage-related functions and prophages
B. Plasmid-related functions
C. Transposon- and intron-related functions
VII.  Pathogenicity, virulence, and adaptation
Avirulence
Hypersensitive response and pathogenicity
Toxin production and detoxification
Host cell wall degradation
Exopolysaccharides
Surface proteins
Adaptation, atypical conditions
. Other
pothetical
Conserved hypothetical proteins
Hypothetical proteins (includes no hits or only low score hits)
IX. ORFs with undefined category
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VII. H
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Categorizacao oficial adotada para a

Xylella fastidiosa / Pierce’s Disease

I. Intermediary metabolism
A. Degradation
1. Degradation of polysaccharides and oligosaccharides
2. Degradation of small molecules
3. Degradation of lipids
B. Central intermediary metabolism
1 Amino sugars
2 Entner-Douderoff
3 Gluconeogenesis
4 Glyoxylate bypass
S.  Miscellaneous glucose metabolism
6 Non-oxidative branch, pentose pathway
7 Nucleotide hydrolysis
8 Nucleotide interconversions
9 Phosphorus compounds
10.  Pool, multipurpose conversions
11.  Sugar-nucleotide biosynthesis, conversions
12.  Sulfur metabolism
C. Energy metabolism, carbon
1.  Aerobic respiration
2. Anaerobic respiration and fermentation
3 Electron transport
4 Glycolysis
S. Oxidative branch, pentose pathway
6. Pyruvate dehydrogenase
7. TCA cycle
8. ATP-proton motive force interconversion
D. Regulatory functions
1. Two component systems
. Repressors
3. Phosphatases
4.  Sigma factors and other regulatory components
E. Uncharacterized
II. Biosynthesis of small molecules
A. Amino acids biosynthesis
1.  Glutamate family | nitrogen assimilation
2.  Aspartate family, pyruvate family
3.  Glycine-serine family | sulfur metabolism
4.  Aromatic amino acid family
S. Histidine
u
1
2

2

B. Nucleotides biosynthesis
. Purine ribonucleotides
. Pyrimidine ribonucleotides



II1.

IV.

3. 2'-Deoxyribonucleotides
4.  Salvage of nucleosides and nucleotides
C. Sugars and sugar nucleotides biosynthesis
D. Cofactors, prosthetic groups, carriers biosynthesis
Biotin
Folic acid
Lipoate
Molybdopterin
Pantothenate
Pyridoxine
Pyridine nucleotides
Thiamin
Riboflavin
10.  Thioredoxin, glutaredoxin, glutathione
11. Menaquinone, ubiquinone
12. Heme, porphyrin
13. Biotin carboxyl carrier protein (BCCP)
14. Cobalamin
15. Enterochelin
16. Biopterin
17.  Others
Fatty acid and phosphatidic acid biosynthesis
Polyamines biosynthesis
Uncharacterized
cromolecule metabolism
DNA metabolism
1. Replication
2.  Structural DNA binding proteins
. Recombination
. Repair
. Restriction, modification

CoNoG kW=

Qm

M

> D

3
4
S
B. RNA metabolism
1. Ribosomal and stable RNAs
2. Ribosomal proteins
3 Ribosomes - maturation and modification
4 Aminoacyl tRNA synthetases, tRNA modification
S. RNA synthesis, modification, DNA transcription
6. RNA degradation
C. Protein metabolism
1. Translation and modification
2. Chaperones
3. Protein degradation
D. Other macromolecules metabolism
1. Polysaccharides
2.  Phospholipids
3. Lipoprotein
E. Uncharacterized
Cell structure
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A. Membrane components
1. Inner membrane
2.  Outer membrane
3. Uncharacterized
B Murein sacculus, peptidoglycan
C Surface polysaccharides, lipopolysaccharides, and antigens
D. Surface structures
E. Uncharacterized
V.  Cellular processes
A. Transport
Amino acids, amines
Anions
Carbohydrates, organic acids, alcohols
Cations
Nucleosides, purines, pyrimidines
Protein, peptide secretion
. Other
Cell division
Chemotaxis and mobility
Osmotic adaptation
Cell killing
Uncharacterized
bile genetic elements
Phage-related functions and prophages
Plasmid-related functions
Transposon- and intron-related functions
Uncharacterized
thogenicity, virulence, and adaptation
Avirulence
Hypersensitive response and pathogenicity
Toxin production and detoxification
Host cell wall degradation
Exopolysaccharides
Surface proteins
Adaptation, atypical conditions
. Other
pothetical
Conserved hypothetical proteins
Hypothetical proteins (includes no hits or only low score hits)
IX. ORFs with undefined category
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ANEXO 3

Tabela comparativa de genes da categoria
IT — Biossintese de Pequenas Moléculas das bactérias:
Xylella fastidiosa (CVC),
Xanthomonas axonopodis pv. citri (cancro),
Xanthomonas campestris pv. campestris e

Xylella fastidiosa / Pierce’s Disease

&

Mapas metabdlicos referentes as vias de

biossintese de pequenas moléculas
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Anotacao Xylella PD - Categoria Il - Biossintese de Pequenas Moléculas

Il.LA. Aminoacidos

Il.A.1. Familia do Glutamato

Arginina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
argA 2.3.1.1
argB |acetylglutamate kinase 2.7.2.8 | 2641 1001 6413 | 6413
N-acetyl-gamma-glutamyl- phosphate
argC |reductase 1.2.1.38 | 2651 1002 6416 | 6416
argD [argininosuccinate lyase 2.6.1.11 | 5951 1427 | 2142 | 2142
argE [acetylornithine deacetylase 3.5.1.16 | 2631 1000 6412 | 6412
argF |ornithine carbamoyltransferase 2133 2611 998 6408 6408
argG |argininosuccinate synthase 6.3.45 | 2621 999 6409 | 6409
argH |argininosuccinate lyase 4321 | 2661 1003 6418 | 6418
carA |carbamoyl-phosphate synthase small chain| 6.3.5.5 3571 1106 2345 2345
carB |carbamoyl-phosphate synthase large chain| 6.3.5.5 | 3581 1107 | 2347 | 2347
gltX |glutamyl-tRNA synthetase 6.1.1.17 | 16951 822 1745 1745
Glutamato
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
gdhA [NAD-glutamate dehydrogenase 1.41.4 | 7231 2091 825 825
gitB glutamate synthase, alpha subunit
aspB 1.4.1.13 | 18891 | 2710 5371 5371
gltD glutamate synthase, beta subunit
aspB 1.4.1.13 | 18881 | 2709 | 5373 | 5373
aspartate aminotranferase 26.1.57
tyrB 2.6.1.1 231 36 3642 | 3642
Glutamina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
ginA |glutamine synthetase 6.3.1.2 | 9311 1842 7618 | 7618
gInB |nitrogen regulatory protein P-II - 9301 1843 7617 7617
Prolina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
proA |gamma-glutamyl phosphate reductase 1.2.1.41 | 2681 1005 6423 | 6423
proB |glutamate 5-kinase 2.7.211 | 2671 1004 | 6421 6421
proC |pyrroline-5-carboxylate reductase 1.5.1.2 | 18901 | 2712 | 6088 | 6088




Il.A.2. Familia do Aspartato / Familia do Piruvato
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Alanina
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
alr [alanine racemase 51.1.1 | 16691 852 957 957
avtA 2.6.1.66
branched-chain amino acid
ilvE [@minotransferase 26.1.42 | 7481 | 1999 | 3206 | 3206
Asparagina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
asnB |asparagine synthase B 6.3.5.4 741 118 4861 4861
Aspartato
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
argG |argininosuccinate synthase 6.3.4.5 | 2621 999 6409 | 6409
argH |argininosuccinate lyase 4.3.21 | 2661 1003 6418 | 6418
aspC [aminotransferase 2.6.1.1 | 12911 | 2396 | 2283 | 2283
aspC [aminotransferase 2.6.1.1 | 13441 | 2403 6452 | 6452
aspH |aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase - 7171 2100 7363 7363
purA [adenylosuccinate synthetase 6.3.4.4 | 14801 455 6016 | 6016
purB |adenylosuccinate lyase 4.3.2.2 | 7021 1553 | 4655 | 4655
Isoleucina, Valina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
ilvA _[threoninhe dehydratase (biosynthetic) 42116 | 9511 1819 7359 | 7359
ilvC |ketol-acid reductoisomerase 1.1.1.86 | 9481 1822 2104 | 2104
iivD |dihydroxy-acid dehydratase 4.2.1.9 601 99 7293 | 7293
branched-chain amino acid
ivE [aminotransferase 26.1.42 | 7481 | 1999 | 3206 | 3206
acetolactate synthase isozyme I, large
ivG [subunit 41318 | 9491 | 1821 | 2102 | 2102
acetolactate synthase isozyme Il, small
ilvm [sbunit 41318 | 9501 | 1820 | 2101 | 2101




127

Leucina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
icdA/ |Isocitrate/isopropylmalate dehydrogenase | 4 4 1 41
leuB 1.1.1.8 | 18131 | 2596 | 3404 | 3404
branched-chain amino acid
ivE [@minotransferase 2.6.1.42 | 7481 1999 | 3206 | 3206
leuA [2-isopropylmalate synthase 4.1.3.12 | 9521 1818 | 2097 | 2097
leuB |3-isopropylmalate dehydrogenase 1.1.1.85 | 12771 | 2372 | 2096 | 2096
3-isopropylmalate dehydratase large
leuC |subunit 42133 | 12791 | 2375 | 2092 | 2092
3-isopropylmalate dehydratase small
leuD [subunit 4.2.1.33 | 12781 | 2374 | 2094 | 2094
aspartate aminotranferase 26.1.57
tyrB 2.6.1.1 231 36 3642 | 3642
Lisina
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
asd |aspartate-semialdehyde dehydrogenase 1.2.1.11 | 5471 1371 3858 | 3858
dapA (dihydroxydipicolinate synthase 42152 | 15871 963 3462 | 3462
dapB |dihydrodipicolinate reductase 1.3.1.26 | 3561 1105 | 2343 | 2343
dapC 2.6.1.17
2,3,4,5-tetrahydropyridine-2-carboxylate N-
dapD [Succinyltransferase 231.117| 721 114 | 4867 | 4867
dapE [succinyl-diaminopimelate desuccinylase 3.5.1.18 731 116 4862 4862
dapF |diaminopimelate epimerase 51.1.7 | 6391 1481 | 11368 | 11368
lysA/ [pifunctional diaminopimelate 4.1.1.20
lysC decarboxylase/aspartate kinase 2794 3671 1116 6063 6063
lysc/ [Pifunctional aspartokinase/homoserine 27924
thrA |dehydrogenase | 1.1.1.3 | 11621 | 2225 | 1067 | 1067
Metionina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
asd |aspartate-semialdehyde dehydrogenase 1.2.1.11 | 5471 1371 3858 | 3858
lysC/ bifunctional aspartokinase/homoserine 2704
thrA |dehydrogenase | 11.1.3 | 11621 | 2225 | 1067 | 1067
masA |enolase-phosphatase 3-.-.- | 11491 | 2211 2307 | 2307
metA |homoserine O-acetyltransferase 2.3.1.31 | 13541 | 2465 6437 | 6437
metA |homoserine O-acetyltransferase 2.3.1.31 | 16611 863 6301 6301
metB [cystathionine gamma-synthase 4.2.99.9 | 16601 864 6300 | 6300
metC 44.1.8
5- methyltetrahydropteroyltriglutamate--
metE |1OMocystene methyliransierase 21114 | 11951 | 2272 | 1837 | 1837
metH 2.1.1.13
metL 1.1.1.3
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Treonina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
asd |aspartate-semialdehyde dehydrogenase 1.2.1.11 | 5471 1371 3858 | 3858
lysC/ bifunctional aspartokinase/homoserine 2704
thrA |dehydrogenase | 11.1.3 | 11621 | 2225 | 1067 | 1067
thrB |homoserine kinase 2.7.1.39 | 11611 | 2224 | 1066 1066
thrC [threonine synthase 42.99.2 | 11601 | 2223 1063 1063
Il.A.3. Familia Glicina/Serina
Cisteina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
csdB [selenocysteine lyase 4.41.16 | 6301 1473 6103 | 6103
cysB [transcriptional regulator, LysR family - 16871 833 23 23
cysE 2.3.1.30
cysK [cysteine synthase 4.2.99.8 | 16891 831 26 26
cysK [cysteine synthase 4.2.99.8 | 821 128 223 223
cysMz2 [cystathionine beta-synthase 4.2.1.22 | 14041 603 3145 | 3145
metB |cystathionine gamma-synthase 4.2.99.9 | 16601 864 6300 | 6300
Glicina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
glyA |serine hydroxymethyltransferase 21.21 | 16011 946 5165 | 5165
Serina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
glyA [serine hydroxymethyltransferase 2.1.2.1 | 16011 946 5165 | 5165
i threoninhe dehydratase (biosynthetic)
iivA 4.21.16 | 9511 1819 7359 | 7359
serA |D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 1.1.1.95 | 11431 | 2206 | 2316 | 2316
serB 3.1.3.3
serC |phosphoserine aminotransferase 2.6.1.52 | 12431 | 2326 | 10912 | 10912
ydfG |oxireductase 1.1.1.- 951 145 1160 1160




Il.A.4. Familia de Aminoacidos Aromaticos
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Corismato
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
3-phosphoshikimate 1-
aroA _[carboxyvinyltranserase 25.1.19 | 12411 | 2324 | 10908 | 10908
aroB [3-dehydroquinate synthase 4.6.1.3 | 5211 1334 | 6244 | 6244
aroC [chorismate synthase 46.1.4 | 5461 1369 3861 3861
aroE [shikimate 5-dehydrogenase 1.1.1.25 | 13921 624 2826 | 2826
phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate
aroG [@ldolase 41215 | 161 26 7129 | 7129
aroK_ [shikimate kinase 2.7.1.71 | 5221 1335 6242 | 6242
aroL 2.7.1.71
aroQ |catabolic dehydroquinase 42110 | 291 47 7154 7154
Fenilalanina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
pheA |chorismate mutase 5.4.99.5 | 3861 1141 1024 1024
P-protein (chorismate mutase / prephenate | 5 4 g9 5
pheA |dehydratase) 4.2.1.51 | 12421 | 2325 | 10910 | 10910
chorismate mutase/prephenate 54.99.5
tyrA |dehydrogenase 1.3.1.12 | 12531 | 2338 | 4686 | 4686
aspartate aminotranferase 26.1.57
tyrB 2.6.1.1 231 36 3642 | 3642
Triptofano
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
trpA [tryptophan synthase alpha chain 4.21.20 | 5521 1376 | 3846 | 3846
trpB_[tryptophan synthase beta chain 421.20 | 5511 1375 | 3849 | 3849
trpC [indole-3-glycerol phosphate synthase 4.1.1.48 | 1451 213 11458 | 11458
trpD [anthranilate phosphoribosyltransferase 24218 | 1441 212 11459 | 11459
trpD [anthranilate synthase component |I 4.1.3.27 | 1431 211 11463 | 11463
trpE |anthranilate synthase component | 4.1.3.27 | 1421 210 11466 | 11466
trpE_|anthranilate synthase component | 4.1.3.27 | 13681 674 5678 | 5678
trpF |phosphoribosylanthranilate isomerase 5.3.1.24 | 5501 1374 3853 3853
wrbA [tryptophan repressor binding protein - 3511 1094 3226 3226
wrbA [tryptophan repressor binding protein - 3801 1133 1443 1443
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Tirosina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
P-protein (chorismate mutase / prephenate | 5 4 .99 5
pheA |dehydratase) 42151 | 12421 | 2325 | 10910 | 10910
chorismate mutase/prephenate 5.4.99.5
tyrA [dehydrogenase 1.3.1.12 | 12531 | 2338 | 4686 | 4686
aspartate aminotranferase 26.1.57
tyrB 2.6.1.1 231 36 3642 3642
Il.A.5. Histidina
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
phosphoribosylformimino-5-aminoimidazole
hisA carboxamide ribotide isomerase 53116 | 11521 2915 1046 1046
imidazoleglycerolphosphate
dehydratase/histidinol-phosphate 42119
hisg |[POSPhatase bifunctional enzyme 3.1.3.15 | 11541 | 2217 | 1049 | 1049
histidinol-phosphate aminotransferase 1050/ 1050/
2151/ | 2151/
hisC 2.6.1.9 | 11551 2218 2486 2486
hisC |histidinol-phosphate aminotransferase 26.1.9 | 30261 1830 1830
hisD |histidinol dehydrogenase 1.1.1.23 | 11561 | 2219 1051 1051
imidazoleglycerol-phosphate synthase,
hisF |cyclase subunit 2.4.2.- 11511 2214 1045 1045
hisG |ATP phosphoribosyltransferase 2.4.217 | 11571 | 2220 | 1052 | 1052
hisH |amidotransferase 2.4.2.- | 11531 | 2216 1047 1047
phosphoribosyl-AMP
cyclohydrolase/phosphoribosyl-ATP 3.5.4.19
hisl |[Pyrophosphatase bifunctional enzyme 3.6.1.3 | 11501 | 2213 | 1044 | 1044
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II.B.1. Ribonucleotideos de Purina

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp

adk |adenylate kinase 2743 | 1891 275 2131 2131

gmk |guanylate kinase 2.7.4.8 | 6611 1503 1623 1623
glutamine amidotransferase 6.3.5.2

guaA 6.3.4.1 | 13191 | 2429 | 6505 | 6505
glutamine amidotransferase 6.3.5.2

guaA 6.3.4.1 | 14351 560 596 596

guaB [inosine-5-monophosphate dehydrogenase |1.1.1.205| 13201 | 2430 6504 | 6504

ndk [nucleoside diphosphate kinase 2.7.4.6 | 14781 458 6849 | 6849

prsA |phosphoribosyl pyrophosphate synthetase | 2.7.6.1 | 18481 | 2644 | 3246 | 3246

purA [adenylosuccinate synthetase 6.3.4.4 | 14801 455 6016 | 6016

purB [adenylosuccinate lyase 4322 | 7021 1553 4655 4655
phosphoribosylaminoimidazole-

purG_[Succinocarboxamide synthase 6.3.26 | 1391 | 205 | 11474 | 11474

purD |Phosphoribosylamine-glycine ligase 6.3.4.13 | 7651 1976 7189 | 7189
phosphoribosylaminoimidazole

purE |carboxylase, catalytic subunit 41121 | 18631 | 2672 | 3792 | 3792

purF |[amidophosphoribosyltransferase 2.4.214 | 7851 1949 | 3380 | 3380
bifunctional purine biosynthesis protein 35410

purH 2.1.2.3 | 7661 1975 | 7186 | 7186
phosphoribosylaminoimidazole

purk |carboxylase, ATPase subunit 411.21 | 18621 | 2671 | 3791 | 3791
phosphoribosylformylglycinamidine

purL [Synthetase 6.353 | 5901 | 1423 | 286 286

purM [5-phosphoribosyl-5-aminoimidazole

purG [synthetase 6.3.3.1 | 14191 587 6141 6141
5'-phosphoribosylglycinamide

purN [ransformylase 21.2.2 | 14201 | 585 | 6144 | 6144
phosphoribosylglycinamide

purT [formyltransferase 2 2.1.2.- 5870 5870

purU [formyltetrahydrofolate deformylase 3.5.1.10 | 9411 1831 1815 1815

ushA [5'-nucleotidase 3.1.3.5 | 7251 2089 | 2538 | 2538
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11.B.2. Ribonucleotideos de Pirimidina

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
carA |carbamoyl-phosphate synthase small chain| §.3.5.5 3571 1106 2345 2345
carB [carbamoyl-phosphate synthase large chain| 6.3.5.5 | 3581 1107 | 2347 | 2347
cmk [cytidylate kinase 2.7.414 | 13281 | 2439 6490 6490
dna$S |dUTPase 3.6.1.23 | 1011 150 1151 1151
ndk [nucleoside diphosphate kinase 2.7.46 | 14781 458 6849 | 6849
pyrB |aspartate carbamoyltransferase 21.32 | 11631 | 2226 6075 | 6075
pyrC |dihydroorotase 3.5.2.3 | 2511 988 6399 | 6399
pyrD |dihydroorotate dehydrogenase 1.3.3.1 | 17941 | 2571 1099 1099
pyrE |orotate phosphoribosyl transferase 24210 | 1041 153 1132 1132
pyrF |orotidine 5'-phosphate decarboxylase 4.1.1.23 221 34 6701 6701
pyrG |[CTP synthetase 6.3.4.2 | 4831 1288 3536 3536
pyrl 2.1.3.2
thyA [thymidylate synthase 2.1.1.45 | 12491 | 2332 | 2712 | 2712
trxB [thioredoxin reductase 1.6.4.5 | 6081 1448 6826 | 6826
ushA [5'-nucleotidase 3.1.35 | 7251 2089 | 2538 | 2538
II.B.3. 2'-Deoxiribonucleotideos
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
decd |deoxycytidine triphosphate deaminase 3.5.4.13 | 17391 762 3888 | 3888
glyA [serine hydroxymethyltransferase 21.21 | 16011 946 5165 | 5165
mutT [dNTP pyrophosphohydrolase 3.6.1.- | 6031 1441 6815 | 6815
mutT/ |bifunctional DGTP-pyrophosphohydrolase/ | 3.6.1.-
thiE [thiamine phosphate synthase 2.5.1.3 3701 1120 5236 5236
ribonucleoside-diphosphate reductase
nrdA |alpha chain 1.17.4.1 | 4231 1196 2897 | 2897
ribonucleoside-diphosphate reductase beta
nraB [chain 1.17.4.1 | 4241 1197 | 2892 | 2892
tmk [thymidylate kinase 2.7.4.9 | 14231 580 2789 | 2789
II.B.4. Salvamento de Nucleotideos e Nucleosideos
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
add |adenosine deaminase 3.54.4 1788 1788
apaH (diadenosine tetraphosphatase 3.6.1.41 | 11131 | 2150 | 2686 | 2686
deoD |purine nucleoside phosphorylase
pnp 2.4.2.28 | 12641 | 2353 71 71
phosphodiesterase-nucleotide
enpP |[Pyrophosphatase precursor 3.6.1.9 | 18161 | 2509 | 1705 | 1705
hypoxanthine-guanine
hpt |[Phosphoribosyliransferase 2428 | 12651 | 2354 | 70 70
nadD [nicotinate-nucleotide adenyltransferase 27718 | 11311 2179 3946 3946
tdk [thymidine kinase 2.7.1.21 6692 6692
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II.D. Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores

11.D.1. Biotina

Gene Produto EC# XPD | XCVC | Xcitri | Xcamp

adenosylmethionine-8-amino-7- 6355/ | 6355/
bioA oxononanoate aminotransferase 26.1.62 1281 189 789 789
bioB [oiotin synthase 2.8.1.6 371 64 7375 7375
bioC biotin synthesis protein (Methyltransferase) 7365/ 7365/
ubiE 211.- | 7181 | 2099 | 10872 | 10872
bioD |dethiobiotin synthetase 6.3.3.3 | 13641 | 2477 | 3167 | 3167
bioF |[8-amino-7-oxononanoate synthase 2.3.1.47 | 5361 1357 7374 7374
bioH [pbiotin biosynthesis protein 3.1.1.1 5351 1356 7369 7369
biol [cytochrome P450-like enzyme 1.14.-.- | 15361 377 4456 4456

bifunctional transcriptional repressor of the

biotin operon/biotin acetyl-CoA-carboxylase
bira [SYnthetase 63415 | 9751 | 1796 | 2795 | 2795
cypX |cytochrome P-450 hydroxylase
biol 1.14.-.- 15521 356 4456 4456
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I.D.2. Acido Félico

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp

dhfRlll|dihydrofolate reductase type Il 1.5.1.3 | 12481 | 2331 2710 | 2710
folB |dihydroneopterin aldolase 4.1.2.25 | 14941 436 3595 | 3595
folc [folylpolyglutamate synthase/dihydrofolate
dedC [Synthase 6.3.2.17 | 7871 1946 | 3376 | 3376

bifunctional methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase/methenyltetrahydrofolate 3549
folp_[cYclohydrolase 1.5.1.5 | 13211 | 2431 | 6502 | 6502
fole |GTP cyclohydrolase | 3.5.416 | 7611 | 1983 | 6657 | 6657
2-amino-4-hydroxy-6-
hydroxymethyldihydropteridine
folK |pyrophosphokinase 2.7.6.3 1561 228 5067 5067
2-amino-4-hydroxy-6-
hydroxymethyldihydropteridine
folK |pyrophosphokinase 2.7.6.3 6151 1456 15208 | 15208
folP |dihydropteroate synthase 2.5.1.15 | 551 91 3509 | 3509
glyA [serine hydroxymethyltransferase 21.21 | 16011 946 5165 | 5165
UDP-3-O-[3-hydroxymyristoyl] N-

IpxC acetylglucosamine deacetylase 351 .- 17061 803 5030 5030
metF [5,10-methylenetetrahydrofolate reductase | 1.7.99.5 | 3711 1121 5239 5239
mutT |[dNTP pyrophosphohydrolase 36.1.- | 6031 | 1441 | 6815 | 6815

bifunctional DGTP-

mutT/ pyrophosphohydrolase/thiamine phosphate 36.1.-
thig |Synthase 2513 | 3701 | 1120 | 5236 | 5236
pabA 4.1.3.-
pabB 4.1.3.-
pabC 4.-.-.-
thyA [thymidylate synthase 2.1.1.45 | 12491 | 2332 | 2712 | 2712

11.D.3. Lipoato

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
lipA lip|lipoic acid synthetase 2.8.1.- | 4741 1269 5040 | 5040
lipB [lipoate-protein ligase B 6.3.4.- | 4751 1270 5039 5039
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11.D.4. Molibdopterina

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
molybdenum cofactor biosynthesis protein
moaA (A - 394 394
moaB |molybdopterin biosynthesis protein B - 3234 3234
molybdenum cofactor biosynthesis protein
moaC |C - 398 398
moaD |molybdopterin-converting factor chain 1 - 399 399
moaE |molybdopterin-converting factor chain 2 - 400 400
molybdopterin guanine dinucleotide
mobA |synthase - 6875 6875
molybdopterin guanine dinucleotide 6858/ 6858/
moeA |synthase - 6874 6874
moeB |molybdopterin biosynthesis protein - 6961 1545 4792 4792
moeB [molybdopterin biosynthesis protein - 14712 466 6859 6859
11.D.5. Pantotenato
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
Pantothenase 3.5.1.22 | 13311 | 2443 | 6483 | 6483
coaA 2.7.1.33
coaD |phosphopantetheine adenyltransferase
kdtB 2.7.7.3 2451 980 4183 4183
coaE |dephospho-CoA kinase 2.7.1.24 | 17621 | 2536 | 2035 | 2035
DNA/pantothenate metabolism flavoprotein 6.3.25
dfp 4.1.1.36 | 1001 149 1152 1152
3-methyl-2-oxobutanoate
panB |[nydroxymethyltransferase 21211 | 1571 | 229 | 3420 | 3420
panC [pantoate--beta-alanine ligase 6.3.2.1 1581 230 3417 | 3417
panD [aspartate 1-decarboxylase precursor 4.1.1.11 | 1591 231 3415 | 3415
panE 1.1.1.169
11.D.6. Piridoxina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
dxr [reductoisomerase 1.1.1.- 2971 1048 4892 4892
pdxA [pyridoxal phosphate biosynthetic protein - 16811 839 2682 2682
pdxB 1.1.1.-
pdxH |pyridoxamine 5'-phosphate oxidase 1.4.3.5 | 5231 1337 | 6239 | 6239
pdxJ |[pyridoxal phosphate biosynthetic protein - 341 60 5411 5411
2.7.1.49
2.71.-
pdxK 2.7.1.35
pdxY 2.7.1.35 4688 4688
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I.D.7. Nucleotideos de Piridina

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
nadA |quinolinate synthetase A - 8051 1923
nadB |L-aspartate oxidase 1.4.3.16 | 8041 1924
nicotinate-mononucleotide
nadC |pyrophosphorylase 2.4.2.19 | 8031 1925 | 3795 | 3795
nadD [nicotinate-nucleotide adenyltransferase 27718 | 11311 2179 3946 3946
nadE [NH3-dependent NAD synthetase
adgA 6.3.5.1 7741 1961 10273 | 10273
pncA [pyrazinamidase/nicotinamidase 3.5.1.19 | 11971 2074
pncB |nicotinate phosphoribosyltransferase 24211 3521 1097 2999 2299
I1.D.8. Tiamina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
thiamine biosynthesis lipoprotein ApbE
apbE |precursor 14121 594 6117 6117
dxs |deoxyxylulose-5-phosphate synthase 2211 | 11811 | 2249 | 4257 | 4257
bifunctional DGTP-
mutT/ pyrophosphohydrolase/thiamine phosphate 3.6.1.-
thig_|synthase 25.1.3 | 3701 | 1120 | 5236 | 5236
thic [thiamine biosynthesis protein 8331 1888 2115 2115
phosphomethylpyrimidine kinase 0747
thiD 2.7.1.49 | 13931 621 3473 3473
thiE [thiamin-phosphate pyrophosphorylase 2.5.1.3 | 15351 378 2167 | 2167
thiG [thiamine biosynthesis protein - 17231 783 5527 5527
thiH -
thiK 2.7.1.89
thiL_[thiamine-monophosphate kinase 2.7.4.16 | 15941 956 5179 | 5179
thiM 2.7.1.50
1I.D.9. Riboflavina
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
ribA _|riboflavin biosynthesis protein 3.5.4.25 | 7551 1992 | 2938 | 2938
ribA/ |GTP cyclohydrolase 11/3,4-dihydroxy-2-
ribB [outanone 4-phosphate synthase 3.5.4.25 | 15971 953 5174 5174
ribD riboflavin-specific deaminase 11.1.193
ribG 3.5.4.26 | 15991 950 5168 5168
ribE [riboflavin synthase alpha chain 2.5.1.9 | 15981 952 5173 | 5173
Riboflavin kinase / FAD synthetase 2770
ribF 2.7.1.26 | 13101 2419 5844 5844
6,7-dimethyl-8-ribityllumazine
ribH [synthase/riboflavin synthase beta chain 251.9 15961 954 5176 5176
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11.D.10. Tiorredoxina, Glutarredoxin e Glutatiao

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
gamma-glutamyltranspeptidase 1784/ 1784/
ggt 2.3.2.2 | 2481 984 4179 | 4179
grx [|glutaredoxin-like protein - 12891 | 2394 | 2270 | 2270
grxC |glutaredoxin - 18121 | 2595 3401 3401
gshA glutamate-cysteine ligase precursor
gsh1 6.3.2.2 | 5961 1428 | 5136 | 5136
gshB [glutathione synthetase 6.3.2.3 | 7781 1956 | 4580 | 4580
gst |glutathione S-transferase 2.5.1.18 | 4341 1210 | 3338 | 3338
trx [thioredoxin - 11261 | 2174 | 3953 | 3953
trxA [thioredoxin - 4261 1199 | 2890 | 2890
trxA [thioredoxin - 18801 2698 743 743
trxB [thioredoxin reductase 1.6.4.5 | 6081 1448 | 6826 | 6826
yneN [thioredoxin - 7561 1990 | 3227 | 3227
II.D.11. Menaquinona, Ubiquinona
Gene Produto ECi# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
aroQ [catabolic dehydroquinase 42110 | 291 47 7154 | 7154
coq7 |ubiquinone biosynthesis protein - 6911 1538 11926 | 11926
dxs |deoxyxylulose-5-phosphate synthase 2211 | 11811 | 2249 | 4257 | 4257
geranyltranstransferase (farnesyl-
ispA |diphosphate synthase) 251.10 | 13751 | 661 3920 | 3920
ispB_|octaprenyl-diphosphate synthase 2.51.- | 5631 1391 6057 | 6057
ubiA |hydroxybenzoate octaprenyltransferase 251.- 391 68 7379 7379
ubiB |ubiquinone biosynthesis protein
aarF - 9391 1833 7547 | 7547
ubiC 4.-.--
ubiD 4.1.1.-
ubiE |ubiquinone/menaquinone transferase 2911.- 6471 1487 11357 11357
2-octaprenyl-3-methyl-6-methoxy-1,4-
ubiF |Penzoquinone hydroxylase 114.13.- | 16861 | 834 | 2667 | 2667
3-demethylubiquinine 3-methyltransferase /
ubiG |[2-octaprenyl-6-hydroxyphenol methylase | 5 1 y 64 | 13581 | 2471 | 6373 | 6373
3-demethylubiquinine 3-methyltransferase /
ubiG |2-octaprenyl-6-hydroxyphenol methylase | 5 4 164 | 5661 | 1397 | 10877 | 10877
ubiH [2-octaprenyl-6-methoxyphenol hydroxylase | 1.14.13.- | 16851 835 2669 | 2669
ubiX 41.1.-
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11.D.12. Proto e Siroheme

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
cyoE [cytochrome c oxidase assembly factor 251.- 5381 1360 3608 3608
siroheme synthase 211107
cysG 4.99.1.- | 16881 832 |25/ 7265|25/ 7265
gltX |glutamyl-tRNA synthetase 6.1.1.17 | 16951 822 1745 1745
hemA |glutamyl-tRNA reductase 1.21.- | 18521 | 2648 | 3239 | 3239
hemB |delta-aminolevulinic acid dehydratase 42124 | 12181 2306 2836 2836
hemC |hydroxymethylbilane synthase 4.3.1.8 | 10501 | 1627 | 11380 | 11380
hemD |uroporphyrinogen-lil synthase 4.21.75 | 9721 1799 | 7596 | 7596
hemE |uroporphyrinogen decarboxylase 4.1.1.37 | 5201 1332 | 6249 | 6249
hemF |coproporphyrinogen lll oxidase, aerobic 1.3.3.3 131 17 4131 4131
hemG 1.3.3.4
hemH [ferrochelatase 4.99.1.1 | 14291 566 1420 1420
hemK |protoporphyrinogen oxidase 6691 1512 | 2609 | 2609
glutamate-1-semialdehyde 2,1- 2156/
aminomutase 25153/
hemL 54.38 | 12211 | 2302 | 25154 | 2156
hemN |coproporphyrinogen Ill oxidase 1.--.- 6651 1507 1632 1632
hemY |porphyrin biosynthesis protein 9741 1797 | 7599 | 7599
I1.D.13. Proteina Transportadora de Carboxil Biotina (BCCP
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
accB |biotin carboxyl carrier protein 6.4.1.2 301 48 7155 | 7155
1I.D.14. Cobalamina
Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
btuR |cob(l)alamin adenolsyltransferase 251.17 4418 4418
cobB [cobirinic acid a,c-diamide synthase - 20316
cobC |cobalamin biosynthetic protein 3.1.3.- 25791
cobS [cobalamin synthase - 4426 4426
nicotinate-nucleotide-
dimethylbenzimidazole
cobT |phosphoribisyltransferase 2.4.2.21 4424 4424
cobU - 4423 4423
pgmA [phosphoglycerate mutase 54.21 | 8351 1886 | 3374 | 3374




139

11.D.15. Enterobactina

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp

entA

entB

entC

entD

entE

entF |ATP-dependent serine activating enzyme - 1163 1163

I1.D.16. Biopterina

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp

| gcpE |9cpE protein 17981 | 2575 1106 1106
4-diphosphocytidyl-2¢c-methyl-d-erythritol

ispD [synthase 2.7.7.- 4871 1293 3526 3526

ispE [isopentenyl monophosphate kinase 2.7.1.- | 18491 | 2645 | 3244 | 3244
2C-methyl-D-erythritol 2,4-

ispF cyclodiphosphate synthase 4881 1294 3526 3526

ptr1 [pteridine reductase 1

ltdH 1.1.1.253| 6161 1457 5070 5070

ygcM [6-pyruvoyl tetrahydrobiopterin synthase 4.6.1.10 | 1311 193 3163 | 3163

I.D.17. Outros

Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate

dxr_|eductoisomerase 1.11.- | 2971 | 1048 | 4892 | 4892
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Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
fatty acyl-CoA synthetase 17281 4159 4159
acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl

accA [(ransferase subunit alpha 6412 | 1371 | 203 | 1215 | 1215

accB [acy! carrier protein 6.4.1.2 301 48 7155 | 7155

accC |biotin carboxylase 6.3.4.14 | 311 49 7158 | 7158

accD |Acetyl-CoA carboxylase beta subunit 6.4.1.2 6251 1467 3844 3844

acpD |acyl carrier protein phosphodiesterase 3.1.4.14 25689

acpE 2.7.8.7

acpP [acy! carrier protein 1.6.99.3 | 13701 672 5674 | 5674

acs |acetyl coenzyme A synthetase 6.2.1.1 | 11851 | 2255 3998 3998
cdh 3.6.1.26

cdsA |phosphatidate cytidylyltransferase 2.7.7.41 | 2981 1049 | 4890 | 4890

cls |cardiolipin synthase 2.7.8.- | 3491 1087 | 7633 | 7633
cls |cardiolipin synthase 2.7.8.- | 4331 1209 4041 4041

dgkA (diacylglycerol kinase 2.7.1.107 | 12511 | 2334 | 2717 | 2717

drboogo [short-chain alcohol dehydrogenase 1.1.1.- | 11931 | 2269 | 7310 | 7310

fabA [oeta-hydroxydecanoyl-ACP dehydratase | 4.2.1.60 | 14251 572 217 217

fabB [3-oxoacyl-(ACP) synthase 2.3.1.41 | 10421 | 1639 | 5676 | 5676

fabB [3-oxoacyl-(ACP) synthase 2.3.1.41 | 13691 673 4172 4172

fabD |malonyl CoA-ACP transacylase 2.3.1.39 | 13721 670 5670 | 5670

fabG [3-oxoacyl-[ACP] reductase 1.1.1.100| 13711 671 5672 5672

fabG |3-oxoacyl-[ACP] reductase 1.1.1.100| 1151 173 4164 | 4164

fabG |3-oxoacyl-[ACP] reductase 1.1.1.100| 2321 319 2293 | 2293

fabH [3-oxoacyl-[ACP] synthase IlI 2.3.1.41 | 7691 1970 7564 | 7564

fabH [3-oxoacyl-[ACP] synthase IlI 2.3.1.41 | 9531 1817 5664 | 5664

fabl 1.3.1.9

fabz |(3r)-hydroxymyristoyl ACP dehydrase 421.60 | 2931 1044 | 4898 | 4898

psd [phosphatidylserine decarboxylase 41.1.65 | 5431 1365 | 3867 | 3867

tesA |acyl-CoA thioesterase | 3.1.2.- 2726 2726

tesB |acyl-CoA thioesterase Il 3.1.2.- | 2801 1021 5860 | 5860
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Gene Produto EC# XPD XCVC | Xcitri | Xcamp
speA [biosynthetic arginine decarboxylase 4.1.1.19 941 144 1168 1168
speB 3.5.3.11
speC 41117
S-adenosyl methionine decarboxylase

speD [Proenzyme 4.1.1.50 | 6921 1539 11455 | 11455
speE [spermidine synthase 2.51.16 | 931 143 1169 1169
speF 41.1.17

2.3.1.57
speG 2.3.1.-
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II.A. Aminoacidos / II.A.1 Familia do Glutamato / Prolina
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II.A. Aminoacidos / II.A.2 Familia do Aspartato Familia do Piruvato / Isoleucina/Valina
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2,0 =dihydroxy - -mﬂlylvnhmm‘7—-\\—ﬂ ~acetn-2 ~hydrmoxy-butyate |
|
NADP ;4 |
NADPH |
|
|
|
|
|
H.0 dihpd reeop-acd dehpdratase: =D |
4219 |
|
|
1
1
1
branshed chain amine ;o !
acd aminctansferas e 1
¥ 26142 1
2 ke to-J —-methyl valerate L-izo-lewcine - - - - - - - - - - - >

L-glutamate 2 —oxoplutarate
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Valina

—————— -1 - | acebolackate synthase II1

ilvH ikl
acetolactate synthase 11
bl G
acetolactate synthase - dWM B
41318

£ pywvate

2 -ace to-locnte

— .

COz

H+
MADFH acebohpdrograad |
T imcmerorelugtase: 170

‘/ 11188
NADP

dihpdreraadd dehdmbmee: vl

42189 L
& -keto—isovalernte 2,7 -dihydroxy -isovalerate
‘ /_/_/——’7
H:O
L-glutamnate:
e | brmoched chainaming g

aod aminotrancierace:
D oonlumrate oy 05147
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II.A. Aminoacidos / II.A.2 Familia do Aspartato Familia do Piruvato / Leucina

m- - - - - === = - Jcopropylmalate synthase: lend
! 4135182
| 2 _keto-isovalerats—=- #=—] —carboxy - -hydroxy-isocaproate
I L
H:O Coenzyme A
acetyl Cod
isopropylmalate isomerase:
lenld leni?
402153
S-sopropylmalate
dehpdrogenase: lenB
11185 ¥
2 ke to—4-methyl-pentancate -D—threo-hydroxy -3 —carboxy-isocaproate
L
O NAD
"
NADH

aromatic-amino-
L—g‘lutamate——\l aad transaminase: byrB
b1_an;:he_d chain amina ivE
add aminctransferase:
25142
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II.A. Aminoacidos / II.A.2 Familia do Aspartato Familia do Piruvato / Lisina

aspartolinase 11l lysQ (-)e— - - = - — — - - — - - - - - - - - - - - n
2724 1
L-aspartate / \‘ L-asparty]l-4-F 1
1
ATP ADP '
1
NADPH- !
“\ aspartate semialdshpde a !
dehpdrogenase: asd
phosphate _‘/ 12111 1
NADP 1
1
1
1
dibypdrodipicolinate synthase: daph (- - — — - 4 - - - — — - — — - - W
42152 3 "
2,3 -dihydrodipicolinate L-aspartate semialdehyde e
h
2HO pyvate 1
h
+ i
H 1
NADPH dihydredipicdinate 1
“\\' redusase: dapF . !
_‘/ 1.51.26 | !
NADP | !
1
h
tehah},ﬂrlodlpmo]_mate dapD "
sucadnylase: ,
¥ 251117 ,
tetrahydrodipicolinate N inyl-2 ino—6 Lo topimelate !
h
h
succinyl-Cod Coenzyme 4 e
H:O e

L-glutamate
el T N-suounyldizmincpimelate- o'
aminstransferase: 2P

. hmw__/' 28117 "

M-suecanyl-L- 1
diamincpimelic  dapBE
aad desusadnylase:
35118 3
11-diaminopimelate N-suceinyl -LL-2,6 -diaminopimelate K

succinate H:O e

diamincpimelate epimerase: dapF
5117 "

diamincpimelate T
demrbaglase:
¥ 41120

Iysine demrbaplase: @dd

41116 0

cadaverine
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II.A. Aminoacidos / II.A.2 Familia do Aspartato Familia do Piruvato / Metionina

aspartate lomse [ metl
2724
1. 4P
ATP ADP
NADPH:
\ aspartate semiald ehypd e 1
dehpdrogenase: as
phosphate _‘/ 12111
NADP
homoeserine
déhpdrogenase I metl.
1113 L
1 1, snddetvd,
NADP H
NADPH
suecinyl-C .
homoeserire -
AT T T T T T ™ sucanyliransferase: meth
25146
Coenzyme
O -sucsnylhomonerimetthiol- o
lyase: m
L 42999
1T} / 1
L-cysteine succinate

5-methyl-TH. F—-\
THF‘/

Hzo—\
pynwate_‘/

NH3

opstathionine-beta -lyas e
44138

met

Jobalamin-d epend ent 5 & hd 1tri-1gl Jobalamin-ind epend ent
homegstene  metH ™ homeapsteine
transmethylase: ‘/ transmethylase:
21118 hyd 1tri—L—pl 21114

T ioe———————
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II.A. Aminoacidos / II.A.2 Familia do Aspartato Familia do Piruvato / Treonina

ATP
_-\ homos erine linase:  fhrB

,u)p.al// 2.7.1.80

i:]:IIEUEIJ-IlE 5?]1{:]1359: {'.]11'0
L 42090

TN

HzO phosphate

aspartate linase I thrd [(-)—-8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A
2724 |
L-msparimte / \ L-mspartyl 4-P |
|

ATP ATP !

|

NADPH !

_\ aspariate semiald ehyd = 3!

dehpdrogenase: as |

p]u:sphate_‘/ 12111 |

NADP |

|

|

homoserine dehpdrogenase I thri |
11.1.5 1 |

homoserine L-aspartate -semialdehyde |
|

NADD H !

NADPH !

|

|

|

|

|

|

|

|

|




II.A. Aminoacidos / II.A.4 Familia dos Aminoacidos Aromaticos / Corismato

§-dzhwroquimte syothase:

L B

erythrose -4 -phosphate
'

H:D
phosphoenol prrurats \

thphnh-"/

arb
N

3 debhydrocginm i --=

Ho0

S-dehydroguinate
dehyiralse:
4.2.1.10

’
Plursp ke

azalt

shilimete d chedrogenase  arcl

1..185

0 dhpira-f—
deccyph=sphoheptonate
adalase:
2—dehyiro-f-

A erenyphsphnh rpkema be
adalase:
O-dehwro-f-

Qe gp Lo plioleey Lowa Le
adalase:

41215

3 deony D nmmbine heptuloconnie 7 phosphode

i-dehydro-shildmate =

S —annlpyruryl —shildmate —A-phnsphais

]_'I]'Inl?p]'lﬂ'hl,/

1

=

NADPH KATP

phosphot:

shikimate knacse It
shildmats lonas=e IT
=R I

S-phephoshilomate—1-
=rbogrrnylrarsisEs e
L.E110

— =

chorismate stottase arol

4614

chorismnin

arnd

phosphocnolpyrumic

#—shildmate
arok ,-’rATP
arcls
g1 o
3

hildimats - A-phasphais

150

araf

arnF

Lo
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II.A. Aminoacidos / II.A.4 Familia dos Aminoacidos Aromaticos / Fenilalanina

chorsmate mutase: brh
chorismate mutase phed

chorismate-==

1

¥
COp ‘/ - preptenatcdehplratace: pheld
H:O 42151

aromatbc—=mino-
acd transaminase: bnB
2E1.57 )
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II.A. Aminoacidos / II.A.4 Familia dos Aminoacidos Aromaticos / Triptofano

chorismate-=s

#=—( - | anthranilate synthetase:

"
. trpD  tpE
\ 41587
| #=—anthranilate
\ L
1 L—plutamine L—plutamate
1 pPyTuvaie
I
I
PRPP
| anthranilate rpD P
| phosphonibosyl transferase:
| 24218 B
te
I
I
I
I
| ¥
! N-5'-phosphoribosyl) -anthranilate
I
I
I
I
I phosphonbosylanthranilate bp
, I5 oM eTas &
. 55154
I
I
: 1
1 —lo-carboxyphenylamino) -1'-deoxyribulose 5'-phosphate
I
|
I
I
! ind ole—5 —glmaercl
I phosphate synthase: bp géﬁ
| 11145 :
I
| tryptophan synthase:
I tpE frpd
. 402120 ¥

= L—mﬂﬂ' -3—glyeerol-phosphate
HaO L-serine

Elycernldehyde -3 -phosphate
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II.A. Aminoacidos / II.A.4 Familia dos Aminoacidos Aromaticos / Tirosina
chorismate mutase: tyrh
- chorismate mutase: phed

54905
chorismate-=s

#=prephenate

/—NAD
a— — (-] prephenatedehpdrogenase: tprd

, 15112 . NADH
GOz

|
|

aromatiz-amino-
: aad transaminase: B
! 25157 ¥

L-tyrosine ~hydroxyphenylpyrwaie

2 —oxoglutarate L-glutamate



II.A. Aminoacidos / II.A.5 Histidina

PRPP ATP

H 20——\\

p}uup]msp]lah“'/
¥
phosphoril

Hzo\

L

L—glutn.m.i.nz—\\
L-glutamate “‘//

/4

ATP .
phosphanbesyliansierase: his @
24217

phosphoribosyl - ATP

phosphoribesyl-ATE
pyrophosphatase;
56151

his]

hosyl -ANP

phosphonbosyl- his]
AMP opdlohpdrolase:
5.54.19

phosphoribosylformiminoAIC AR -phosphate

phospheonb esylformimine—
S-amine-1-phosphanbesyl- .
4 imidagale hisd
m@rbeamide somems e
55118

phosphorilulosylformimine-AICAR -P

imidazale glyceral
phosphate synthase:
hisF hisH
242.-

_______——~—‘_~_—~_— T
AICAR:

D-erythro-imidazole -glycerol -phosphate

‘/ 1midaz oleglpceral- hisE
H2O phosphate d ehpdratase:
421139

¥
imidazole acetol-phosphate

L-glutamate
i ™| histidine-phosphate
aminotransferase:

s-omuglumte/ 2813

L
L-histidinol -phosphate

his i3

H:O
TN histidind-phesphatase: hisE

31.318
plwsnhatr“/

L
histidinol

NAD\
histidinel d shydrogenase: hisD
" -‘// 11123

NADH
¥
histidinal

H:O

NAD\
histidinal d ehpdrogenase: hisDr

1112%
NADH
"

154
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II.B Nucleotideos / II1.B.1 Ribunucleotideos de Purina

PRPP
H:0
___________________________________ L-glutamine ™ %, amidophosphemhesyl o
trnsferase: e
24214
L-glutamate

5-phosphorihosylamine

Lglycine
ATP
phesphorbosylamine-
elpaine ligase: P
ADP 65413
phosphate

5-phospho-ribosyl-glycineamide

ATP
formate 10 formy1-THF- . .
AR transformylase 2 purT Ph“?hmb“ﬂglmme purtl
ormylizansferase
212.- 2199
ADP THF
phosphate
- : N s

H:0
L-glutumine:
ATP
phesphoribesylformylelpinamide
synthase P
6.8.5.
L-glutamate
phosphate
ADP
5
ATP-
_\ shospheribcsylformylelyanamide o
apdo-ligase: B
p]lnsphlia‘/ 6551
ADP
5'_phosphoribosy1 -5 -nminaimidazole
H:0
COe
ATP phospheribesylamincimidaz e
arbumlse pull purk
41121
ADP /
e
rhaxy
L-aspartate
Ame phesphonbsymincimidasole- o
susminoarbommid e synthase:  FUE
phosphte 6528
ADP

- phosphortuprl L84

5'_phospheribosyl-4-{H-
uoinembramide-i- puk
amincimidazdle lase
4822

AICAR

10-formy1-THF-
AICAR, bransformylase: purH
2128
THF-

IMP epelchpdrolase: purH
85410

adenylcenodnate synthass purk

Eprogemase guab
NADE, ) 6444

111205

s - rdenylo_succinsie
'<4_4_ﬁ_44af“ F !‘-g¥_;_;_ﬁﬁ
" ad mylusumat; ;yase purkl
- AMP - - - - - - - - - ?
NEs L-glutumine
A.n,\ H:O
GUF symthase GNP synthase: guak

fammenia d epend ent):

6852
£.3.41
AMP ‘/ Lghinmnte
pyrophosphn




I1.B Nucleotideos / II.B.2 Ribunucleotideos de Pirimidina
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_____ - @arbameyl
- phosphate synthase:
@rE mrd
6.3.5.5
cartmmoyl-phosphate
/ L-asphriate
i
H 2 ADP
3 ATP phosphate
L-glutamine L—glutamnie
HaO
T .
aspartate—
phosphate mrbameovltransferase:
pwE  pyrl
21482
dihpdrocrotase: pyrQ
3508 ¥
d.i]'l.}'dm.uum-:

H:O

dibMrocrotate wadase: pyrD

1.8.81
]E[E(jjz—d-'//l
oratate "
phosphonbospliransferase: PrE
24210

l:'}‘:'lz'_=

orotate \

pyrophosphate

orotidine-5'-phesphate—
demrhaglase:
411525

pyrl

’/—/— cartamoyl-L-aspartate

#=—orotidine -5"-phosphate

O
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II.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores / I1.D.1 Biotina

S—amino-F-

owononancate synthase: bioE
25147
6 —carboxyhexanoyvl -Col .
1 -AMino-7 -0XoNonANCA
L . 7 : te
Coenzyme &
[0 ]
S—H.d.l!l‘ll:E}"l—L—]‘llEﬂﬁmﬂm—‘—\\l ad enceylmethionine—5-
amino-T —cenonancate  biod
-.-/ aminotransferase:
E-adenosyl-4-methylthio-2 -oxobutanoate 26162
dethiobictin synthase: bioD
5.3.5.5 ¥
ﬁﬂmmdﬁ»ﬂﬁ—dimmmt&
ADP ATP
phosphate CO2
16 bictin synthase: bioB

2818
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I1.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores / I1.D.2 Acido Félico

choricmate
L-glhus amined ecipohorismate
synthase:
pabh pabB
L-glutamad 41.8.-

4-amino-4-deoxychorismate

aminod eccherismate lyase: pab

pyTIYR

p-aminohe naoate

T

GTF qydchpdrdase I £dB
45418

GTP
2 Ho
formal
dihydroneopterin triphosphate

dilpdroneopterin

syrophosp hebsdrdase
86

dihydroneopterin phosphate

ditepdremecpterin

monophesphate

dephesphenylase
8.81.-

phosphate:

dihydro-meo-pterin

o

2 -amino—4-hydroxy -6
P .

ATD \
s

2-mmino—4-hydrosy 6-hydroxyme thyl-
7,6-dihydropteridine diphosphate
_——2—2{!

dibpdropterate synthase: £dP

terin ald dase
41225

folB

6-bpdragmethyl-

? 8-dibpdrepterin

prrophesphodinase
2763

7,8-dihydropteroate

ATP
L-gluhmne_\\

dimpdrofilate syothas e flC

63212
ADP ‘/
phosphate
7,8-dihydrofolste
NADPE: diplrdidate 0
reductase type I
1518
NAD!
_, -TaF hypothetizl
- - Sormate-
R - tetrahpdr ofolate ligase
- 8348

H4P&lun)
~ T glummate Lserine—. | dlyime i
Elp
| fuly]pulygluh;u;t;i);nﬂus @ fld h:ximcymathsélifﬁfms @ ATP ADP 10-formyl-THF
| © - HoO—er oD
- F"'"“"" methenyltetrabd rofelate
HiPEEhm-1) Hz0 apelabydrolase:
5549
methylenetotrabyd refolate
e R —— R
L-glycine 1515
5,10 -me thenyl-THF
NADP  NADPH



II.D Cofatores, Grupos Prostéticos

L-asparinie

i

aspartate-1 -demrbmglase: panD
41111

pantothenate

[ e

P —pantothenoyloysteine

P -pantothenate
osteine ligase:

e Transportadores / II.D.5 Pantotenato

2 “keto-isovalerate

5,10 -methylene -THF
HoD \\ F-methyl-2 —oobuta nea te
hydroeopm ethyltransferase:
‘/ 21211
THF
3
2 dehydropantoate
NEPH‘K\ 2 -dehwlropantcats pank
reductase:
N 111168
3

6.321

pantothenate linase: coad

2.7.1.54

ifp
6.92.5

4 -phospho-N -pantothe noylecysteine

" CO2 demrhaglase: dip
h 4.1.1.56
h
1 pantetheine 4'-phosphate
h
1 ATP .
L _h\ pantethane—phospha.te coaDd
ad enylyltransferase:
" LR
" m'mphwplme“'/
3
1
. : dephospho-Co

ATP
1 ,_\
h
h mp‘/
N 1
W-——-——-—-—Coenzmme &

dephospho-Cod Janase: ceaB

27124

!—4—_——_;____4,_[4—13&11@&

panteate-beta - a
alanine ligase: Fan

159

pank
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II.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores / II1.D.7 Nucleotideos de Piridina

L-aspartate mddass: padB (-)- - - - - - - - - - - - - - - - - - @
145 -
L-aspartin te-=s -iminoaspariaie

[0} H02

ﬂ}dlmy—mem—phﬂiphaﬁ!—\

p]'l.DEp]'ln‘l‘.E_‘/ |
2H O I

quinolinate
phosphonbesyltransferase nad
i emrhoplating):
240218 ¥

1

1

1

< -micotinate nucleotide inolinate :
i !

1

1

1

1

I
: pyrophosphate PRPP
I
I

COn

ATP
Woo_ __:\_l.__ —-,  migohinate-mononudectid e D
ad enylyltransferase: na

2.7.718

MAD + synthase,
glutamine d epend ent:
6.3.51

G E

¥ L—glutamine prophosphate
deamido-NAD ATP L-glutam=ate NAD - - - - - - - - i

MAD + synthase,
MHS -1 epend ent:
5.31.5

Oy

NHz ARP
ATP pyrophosphate

nadF

nadE




I1.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores / II.D.8 Tiamina

161

| THIAMINE METABOLEM |

-2y nino-5-hod o vmethyd -

2-me thylpyrimidine 2-Methyl-4-aming-5-
—E:O—b—b—b?—m—b. 2747 -0 hydoxyme thylpyrimidine
1 -5 *-Phosphodbosyl)- A& nino-2-meth: _ diphosphate
371-5
S-aminoimidazole (ATR) phosphomethylpyrimidine

Glyceralde hde-3P
[ S-(2-Hydroxvethyly-

-me thylthiaz ole
Glwcolyais — - — ) '? 1.50

Thiamineg

phosphate |27 416
'e) .

l

4- Methyl - 36.1.15 Thismine Thiamine
[N (2_ phosphoethd - diphosphate triphosphate
thiazole
Pryuwate
[=cag-]
35992 mmﬂgo—|1.1.323|—ﬂ>ﬂm|1.1.3.23|—ﬂzgmm
aldehyde acetic acid
2512
Hete ropyrithiamine

00730 100597

II1.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores / II1.D.9 Riboflavina

| RIBOFLAVIN METABOLISM |

Hzo O

| 5-Amina-6-{5-phospho-

ninone i
ribosylaminaynracil « ¢ & Hydmquinane
F-Hwdrox w-6-methyl-
_| 35425 wo—]35426wo—{L111B|mo—{ 25139 O T Te- B
2 a-Diamino-6-hydroxs-4- S-Amino-6-(5 -phospho- ribityl lumaz ine
{5 -phosphodbos vlaming- ribitylarminaynracil
poimidine

4Ribitylaming- O 3613

S-arminorac il

36118 ]
Pertose and glucuiomnate o — 27126 +£ 2772 O
interconee tsions R1hml e * [ F — FAD

]
Ribaflavin [ 2132 | FIMN

.
Lurmnichrome
O O 24221
F1-{alpha-D-ribosyl)-5 6- N1-{5-Fhospho- Dime thyl-
dimethylbenzimidazole al phaD-ribos v15 6 benzimidazole
dimethylbenzimidazole

00740 216/95




II.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores / II.D.11

Ubiquinona

Ubiquinona

chorismate pyruvate lyase: ubi

4 -

2 p-hydroxyhenzoate

2 chorismate \\

2 2 —ortmprenylphenol

Q2

L

2 pyruvate

2 farnesylfarnesylge m.m.nl—\\'

2 p}'mphuﬁphnh‘/

S—oclaprenyl-4 -

hydroph enz cate
demrborgplase 2:

S—oclmprenyl-4 -

hypdrogpbens sate
demrbomplase:
411.-

ubi

ubalr

4 “hydreepbenz cate
oclaprenyliransferase:
251.-

L
2 3 —orctaprenyl -4-hydroxyhenzoate

200z

2 —oclaprenylphencl

hydromlase: ubib

2 2—octaprenyl 6 -hydroxyphencl

hydregyphenol methylase:

//-—ﬂ S-adenosyl-L-methionine

\\"-E S-adenosyl-homocysteine

L

2 2 —octaprenyl -6 -methoxyphenol

2 02—\\
2 HzO‘l"/rJ

L

2 —octaprenyl G-
metheeophencl hydroylase:
1.14.5.-

ubiH

2 2 e taprenyl -6 -methoxy-1,4-henzoquinone

2 -octaprenyl-
& -methooy-1 4-
benz squinome methylase:

ubil

L

/-—ﬂ S-adenosyl-L-methionine

\\‘-E S-adenosyl-homocysteine

2 2 —octaprenyl - -me thyl-6 -me thoxy-1,4 -hen zoguinone

20

L

2 2 octaprenyl-3 -me thyl-5 -hydroxy -

2 -ootaprenyl-5-
methyl £ -methemp-1 4-
benzoguinome hydroglase:

ubiF

5 —d emethylubiquinene

ubiG

3-methyltransferase:
21164

6 -methoxy-1,4-benzoquinone

2 S-adenosyl -L-methionine

2 uhbiguinone -§

2 S-adenosyl-homocysteine

162

Menaquinona e

ubid



I1.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores / I1.D.12 Proto e Siroheme

L-glutamate

glutamyl-ERMA synthetase: gl
51117

glutampl £RMA reductase:  hemd

ﬂNAElt -‘/ 1o-——
HNADP

al -1 13 et

glutamate-1 semald ehpd e
aminctransferase:
5458

bLeml

5-amino-levulinate

porphobilinegen synthase: hemB

Hz0 12124
porphohilimogen
H:0
! hydrogymethylbilane | o
cynthase:
45818
NH3
hydromymethylhilane
uroperphyrinegen
HzO [lsynthase oD

421,75

uroporphyrinogen -

2 5 -ade nosyl-L-methionine uroporphyrinegen hemE

demrboylase:

. 4C0Oz
. erphyrinegen

2 S-adenosyl-homocyste: m ethyltransfamas & o=
ecoproporphyrinogen I

O
M. \ c:op:l._'opm‘_ph}'r.i.no_gen hemF
1,i-dimethyluroporphyrinogen a wadase, aerobis
I dehpdrogenace: o= SCOEA/ 18535
NADN

163

2H.0

¥

sirohydrochlorin protoporphyrinogen
Fe* 0]
) ciroheme ferrachelatace: o _-\ protoporphiminggen wadas e hemG
4997 - 14594
y: ¢ 2 ]1204-/
b
sirohe me pavtoporphyxin O

Fe 24

ferrochelatase: hemH

D 49911
- =R
¥
protohe

fnrnesyl—PP\\
heme O synthase:  cpoB

251
mmphwphm‘/

¥
hame O




II.D Cofatores, Grupos Prostéticos e Transportadores / I1.D.14 Cobalamina

1 P Teumol Jeotid
o Ldim;_eth}_,‘lben‘zlimjdazole. 2abT
24221
o -ritmzole 5'-P
H
: alpha-ribazole— 2ab
5'-F phosphatase:
31.3.-
phospha

adenosylcolmlamin

cohbinamide
H:0
ATP
cobinamid e bR
ad encsyliransferase:
251.-
pyrophosphate
phosphate
adenosyleohinamide
A
cobinamide Jinase:  cobly
ADP
adenosyleohinamide -P
GTP
cobinamid e-F BT
puanylyltransferase: o
pyrophosphate
adenosyleohinamide -GDP
cobalamin
adencsyliransferase:

cobalamin syni

I1.E Biossintese de Acidos Graxos e Fosfatidicos

Toalonyl-ACP demrboglase: fabB

Passos Iniciais

malonyl-ACP
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ANEXO 4

Relatorio Final da Categoria
IT — Biossintese de Pequenas Moléculas

(Xylella fastidiosa |/ Pierce’s Disease)
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Small molecule metabolism

X. fastidiosa PD is able to synthesize a wide range of small molecules
necessary for survival within the xylem of various host plants. Most of the genes
found in E. coli necessary for the synthesis of amino acids from chorismate,

pyruvate, 3-phosphoglycerate, glutamate and oxaloacetic acid were identified.

However, some genes in X. fastidiosa PD are bi-functional, such as
phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase/phosphoribosyl-ATP pyrophosphatase
(11501, hisl), aspartokinase/homoserine dehydrogenase I (11621, lysC/thrA),
imidazole-glycerolphosphate dehydratase/histidinol-phosphate phosphatase
(11541, hisB) and a diaminopimelate decarboxylase/aspartate kinase (3671,
lysC/lysA) that catalyzes the first and the last steps of lysine biosynthesis. A bi-
functional gene (3701) combines the DGTP-pyrophosphohydrolase (mutT) a NTP
pyrophosphohydrolase, involved in the GO system responsible for removing an
oxidatively damaged form of guanine, and a thiamine phosphate synthase (thiE)

responsible for the production of thiamin monophosphate.(Pseudomonas REF)

In addition, the gene for acetylglutamate kinase (2641) has an
acetyltransferase domain at its carboxy-terminal end that would compensate for a
missing acetyltransferase (Amino-acid N-acetyltransferase EC 2.3.1.1) allowing the

incorporation of glutamate into the arginine biosynthesis pathway.

In the serine pathway, phosphoserine phosphatase (serB) this is
compensated by the use of the substrates pyruvate and glycine for serine
biosynthesis. Other genes are missing, cystathionine b-lyase (L homocysteine can
be produced via O-acetyl-L-homoserine using Cystathionine gamma-synthase
metB), homoserine O-succinyltransferase (homoserine can be produced via O-
acetyl-L-homoserine using Cystathionine gamma-synthase metB and Homoserine
O-acetyltransferase = metA) and  2,4,5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase catalyzes the conversion of L-homocysteine to L-methionine
which can be carried out by 5-Methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine
(metE). The first two enzymes are also absent in the Bacillus subtilis genome, the
third is absent in Haemophilus influenzae and the fourth is missing in both
genomes. Thus X. fastidiosa PD is able to complete these biosynthetic pathways by

using alternative vias.
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The pathways for the synthesis of purines, pyrimidines, common
cofactors and nucleotides are all complete. Whether X. fastidiosa PD is also
capable of both synthesizing and elongating fatty acids from acetate is open to
question, at least one essential enzymes Enoyl-[acyl-carrier protein] reductase. (EC
1.3.1.9) is absent. Two orfs have a significant but limited homology (6161 e-8 and
16211 e-12) by Blast and have the same PFAM hit of 00106, adh-short chain
dehydrogenases. These two orfs are related but distinct from the other adh type

dehydrogenases in the genome and could therefore serve to complete this pathway.

The E. coli enzyme, holo acyl-carrier-protein synthase (also absent in
Synechocystis sp., H. influenzae and Mycoplasma genitalium) suggesting that this
organism has a limited range of interactions with other biosynthetic pathways that
depend on acyl-transfer steps, such as polyketide (REF) and non-ribosomal
peptide (REF) biosynthesis. Enoyl-ACP reductase (NADPH) (Fabl) is also absent
(also absent from M. genitalium, Borrelia burgdorferi and Treponema pallidum). This
enzyme is linked to the production of acylated homoserine lactones molecules
involved in processes such as quorum sensing (REF) and regulation of virulence

gene expression (REF).

X. fastidiosa appears to be capable of synthesizing an extensive variety of
enzyme cofactors and prosthetic groups, including biotin, folic acid, pantothenate
and coenzyme A, ubiquinone, glutathione, thioredoxin, glutaredoxin, riboflavin,
FMN, FAD, pyrimidine nucleotides, porphyrin, thiamin, pyridoxal 59-phosphate

and lipoate.

In a number of the synthetic pathways, one or more of the enzymes present
in E. coli are absent, but this is also true for at least one other sequenced Gram-
negative bacterial genome in each case. We therefore again infer that the missing
enzymes are either not essential or replaced by unknown proteins with novel

structures.
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ANEXO 5

Arquivo utilizado para analise filogenética

com o programa PAUP

input.nex



#NEXUS
TIME;
BEGIN TAXA;

DIMENSIONS NTAX=13;

TAXLABELS Borde_fur Ralst_fur Neiss_fur Yers_fur 12591XPD_fur
XF2344XCVC_fur Camp_fur 4702Camp_fur Vesic_fur 4702Citri_fur Oryz_fur
Bruce_fur Rhizo_fur

14

END;

begin characters;

dimensions nchar=176;
format missing=? gap=- datatype=Protein INTERLEAVE;

matrix

Borde_fur
Ralst_fur
Neiss_fur
Yers_fur
12591XPD_fur
XF2344XCVC_fur
Camp_fur
4702Camp_fur
Vesic_fur
4702Citri_fur
Oryz_fur
Bruce_fur
Rhizo_fur

Borde_fur
Ralst_fur
Neiss_fur
Yers_fur
12591XPD_fur
XF2344XCVC_fur
Camp_fur
4702Camp_fur
Vesic_fur
4702Citri_fur
Oryz_fur
Bruce_fur
Rhizo_fur

Borde_fur

Ralst_fur
Neiss_fur
Yers_fur
12591XPD_fur
XF2344XCVC_fur
Camp_fur
4702Camp_fur
Vesic_fur
4702Citri_fur
Oryz_fur
Bruce_fur
Rhizo_fur

END;

——————————————————————————— MSDQSELKNMGLKATFPRLKILDIFR-KSDLRH
777777777777777777777777777 MPSPADLKNIGLKATVPRLKILEIFQ-TSEQRH
———————————————————————— MEKFNNIAQLKDSGLKVTGPRLKILDLFE-THAEEH
—————————————————————————— MTDNNKALKNAGLKVTLPRLKILEVLQ-NPACHH
———————————————————————————— MELNDLRKVGLKVTHPRIRILELLEQSSSEHH
MHDDTLLCGCRNRFTRSRMLNGPSIEKSMELNDLRKVGLKVTHPRIRILELLEQSSSEHH
7777777777777777777777777777 METHDLRKVGLKVTHPRMRILELLEQKSNQHH
77777777777777777777777 MNGERMETHDLRKVGLKVTHPRMRILELLEQKSNQHH
———————————————————————————— METHDLRKVGLKVTHPRMRILELLEQKSNQHH
———————————————————————————— METHDLRKVGLKVTHPRMRILELLEQKSNQHH
7777777777777777777777777777 METHDLRKVGLKVTHPRMRILELLEQKSNHHH
77777777777777777777 MNKPYTKPDYEQELRRAGVRITRPRRIILNILN--ETEDH
77777777777777777777 MTD--VAKTLEELCTERGMRMTEQRRVIARILE--DSEDH

LSAEDVYRALIAENVEIGLATVYRVLTQFEQAGILTRSQFDTGKAVFELNDGDHHDHLIC
LSAEDVYRILLNEHMDIGLATVYRVLTQFEQAGLLSRNNFESGKAIFELNEGKHHDHLVC
LSAEDVYRILLEEGVEIGVATIYRVLTQFEQAGILQRHHFETGKAVYELDKGDHHDHIVC
VSAEDLYKILIDIGEEIGLATVYRVLNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLIC
LSAEDIYRQLLEQGNEIGLATVYRVLTQFEAAGLVLKHNFESGQAVYEIDRGGHHDHMVD
LSAEDIYRQLLEQGNEIGLATVYRVLTQFEAAGLVLKHNFESGQAVYEIDRGGHHDHMVD
LSAEDIYRQLLDHGDEIGLATVYRVLTQFEAAGLVLKHNFEGDQAVYELDRGGHHDHMVD
LSAEDIYRQLLDHGDEIGLATVYRVLTQFEAAGLVLKHNFEGGQAVYELDRGGHHDHMVD
LSAEDIYRQLLDHGDEIGLATVYRVLTQFEAAGLVLKHNFEGGQAVYELDRGGHHDHMVD
LSAEDIYRQLLDHGDEIGLATVYRVLTQFEAAGLVLKHNFEGGQAVYELDRGGHHDHMVD
LSAEDIYRQLLDHGDEIGLATMYRVLTQFEAAGLVLKHNFEGGQAVYELDRGGHHDHMVD
PDALEIFRRAVEEDDSISLSTVYRTMKLLEERGATIHRHAFAGGPSRFEQASGAHHDHIID
PDVEELYRRSVKVDAKISISTVYRTVKLFEDAGIIARHDFRDGGSRYETVPEEHHDHLID

TNCGIVFEFSDPDIEKRQYKVAKDNGEVLESHAMVLYGICG—-NC————— QKGR—-
LDCGRVEEFFDADIEQRQQSTARERGFALQEHALSLYGNCTKDDCP—-—-—-HRPRR—-

VKCGEVTEFHNPEIEALQDKIAEENGYRIVDHALYMYGVCS--DCQ—-——-AKGKR—
LDCGKVIEFSNESIESLQREIAKQHGIKLTNHSLYLYGHCETGNCREDESAHSKR-

VDTGKIIEFHNEEIELLQRSIAAERGYELEEHSLVLYVRKK-————————— RGR-—
VDTGKIIEFHNEEIELLQRSIAAERGYELEEHSLVLYVRKK-————————— RGR-—
VDTGHVIEFESEEIEALQRQIAAKHGYELEEHSLVLYVRKK-————————— RPR——
VDTGHVIEFESEEIEALQRQIAAKHGYELEEHSLVLYVRKK-————————— RPR——
VDTGHVIEFESEEIEALQRQIAAKHGYELEEHSLVLYVRKK-————————— RPR-—
VDTGHVIEFESEEIEALQRQIAAKHGYELEEHSLVLYVRKK-————————— RAR-—
VDTGHVIEFESEEIEALQRQIAAKHGYELEEHSLVLYVRKK-————————— RPR-—
MDSGDVVEFHSDKIEKLQEEIARSLGFEIVHHRLELYCKKL-————————— KS———
LKTGTIVIEFRSPEIEALQERIAREHGFRLVDHRLELYGVPL-————————— KKEDL
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LOG FILE = outpu

SET
AUTOCLOSE = YES

OUTROOT = POLYTO
STOREBRLENS = YE
STORETREEWTS = Y
HSEARCH
nreps=100

ADDSEQ = RANDOM;

savetrees file =

CSTATUS FULL = Y

SET CRITERION =

t.txt;

MY
S
ES;

trees.TRE brlens=yes;

ES;

PARSIMONY;

EXECUTE TREES.TRE;

CONTREE /

STRICT = yes
SEMISTRICT = NO
MAJRULE = YES
PERCENT = 50
ADAMS = NO
INDICES YES
GRPFREQ = YES
SHOWTREE = YES
USETREEWTS = YES
TREEFILE = CONSE
APPEND = NO
TCOMPRESS = NO
ROOT = OUTGROUP
OUTROOT = POLYTO

execute consenso
savetrees file =

[!
Tree number 1 =

Tree number 2 =

DESCRIBETREES AL
PLOT = BOTH

ROOT = OUTGROUP

OUTROOT = POLYTO
BRLENS = YES

NSO.TRE

MY ;

.TRE;

treeconsenso.TRE brlens=yes;

strict consensu

MAJRULE consensu 50%

L /

MY
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LABELNODE = YES
XOUT = NONE
MPRSETS = NO
APOLIST = YES
CHGLIST = YES
PATRISTIC = YES
HOMOPLASY = YES
FVALUE = YES
DIAG = NO
TCOMPRESS = NO
CMLABELS = YES
CMCOLWID = 1
CMCSTATUS = YES;

[!

Tree number 1 =

Tree number 2 =

]

PSCORES ALL /
SINGLE = NO
RANGE = YES
TOTAL = no

TL = YES
CI = YES
RI = YES
RC = YES
HI = YES
GFIT = YES

KHTEST = YES
NONPARAMTEST = N

TESTDETAILS = NO;

SHOWUSERTYPE;
TSTATUS;
fstatus;

HSEARCH
nreps=100;

BOOTSTRAP

NREPS = 1000
CONLEVEL = 50
NCHAR = CURRENT

FORMAT = NEXUS
BRLENS = YES
REPLACE = YES

KEEPALL = no

14

savetrees file =

strict consensu

MAJRULE consensu 50%

0]

’

bootstraping.tre;
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ANEXO 6

Dados preliminares da anotacao de Xanthomonas,

Categoria V — Processos Celulares
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Tabela de genes de Xanthomonas axonopodis pv. citri
relacionados ao sistema TonB

Nome do Nome "alternativo" para Transporte

ORF Produto Produto Nome TC# valor E

66 |TonB-dependent receptor|FepA ferri-enterobactin receptor| fepA | 1.B.14.1.1| 1,00E-06

CirA colicin I/Fe** catecholate

407 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 | 1,00E-05
630 |TonB-dependent receptor| FecA ferric-citrate receptor fecA | 1.B.14.1.2 | 9,00E-09
911 TonB protein tonB | hits fracos 3,30
1561 TonB protein tonB | 2.C.1.1.1 | 2,00E-06
2146 |TonB-dependent receptor| FhuA ferrichrome receptor fhuA | 1.B.14.1.4 | 9,00E-08
2290 |TonB-dependent receptor| FyuA Fe-pesticin receptor fyuA | 1.B.14.7.2 | 1,00E-08
2857 TonB protein tonB | 2.C.1.1.1 | 1,00E-09
2874 |TonB-dependent receptor| FhuA ferrichrome receptor fhuA | 1.B.14.1.4 | 5,00E-42
3367 |TonB-dependent receptor| FecA ferric-citrate receptor fecA | 1.B.14.1.2 | 2,00E-08
3671 |TonB-dependent receptor|IroN ferri-enterobactin receptor| iroN | 1.B.14.1.5| 2,00E-07
3940 TonB protein tonB | hits fracos 4,00
4403 |TonB-dependent receptor| FyuA Fe-pesticin receptor fyuA | 1.B.14.7.2 | 2,00E-26
4507 TolQ protein tolQ | 2.C.1.2.1 | 5,00E-48
4509 TolR protein tolR | 2.C.1.2.1 | 2,00E-15
4510 TolA protein tolA | 2.C.1.2.1 1,20
4511 TolB protein tolB | hits fracos 2,00
4578 TonB protein tonB | 2.C.1.1.1 0,19
5074 |TonB-dependent receptor| FecA ferric-citrate receptor fecA | 1.B.14.1.2 | 6,00E-12
5079 |TonB-dependent receptor| FecA ferric-citrate receptor fecA |1.B.14.1.2 0,011
5100 |TonB-dependent receptor|IroN ferri-enterobactin receptor| iroN | 1.B.14.1.5| 2,00E-08
5118 |TonB-dependent receptor| FyuA Fe-pesticin receptor fyuA | 1.B.14.7.2 | 1,00E-05

CirA colicin I/Fe** catecholate

5303 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 | 6,00E-08
5413 ExbD2 protein exbD2 | 2.C.1.1.1 | 3,00E-12
5414 ExbD1 protein exbD1| 2.C.1.1.1 | 3,00E-18
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Nome do Nome "alternativo" para Transporte

ORF Produto Produto Nome| TC# valor E

5419 TonB protein tonB | 2.C.1.1.1 0,081

5417 ExbB protein exbB | 2.C.1.2.1 | 4,00E-21

Para exbB: 2.C.1.1 / 1e-15

O TC# citado bateu com tolQ

5697 |TonB-dependent receptor| FyuA Fe-pesticin receptor fyuA | 1.B.14.7.2 | 2,00E-16

5701 |TonB-dependent receptor| FecA ferric-citrate receptor fecA | 1.B.14.1.2 | 4,00E-05

5739 |TonB-dependent receptor|  BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1| 5,00E-05

5806 |TonB-dependent receptor| FyuA Fe-pesticin receptor fyuA | 1.B.14.7.2 | 1,00E-21

10905 TonB protein tonB | hits fracos 4,7

10907 TonB protein tonB | 2.C.1.1.1 | 1,00E-05
CirA colicin I/Fe** catecholate

3446 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 0,001

3448 |TonB-dependent receptor| FhuA ferrichrome receptor fhuA | 1.B.14.1.4 0,012
CirA colicin I/Fe** catecholate

2437 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 | 7,00E-10
CirA colicin I/Fe** catecholate

6861 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 | 3,00E-04
CirA colicin I/Fe** catecholate

5603 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 | 2,00E-17
CirA colicin I/Fe** catecholate

94 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 | 6,00E-12

4192 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1 | 3,00E-15

4314 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1 | 1,00E-11

4203 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1 | 9,00E-07

1715 |TonB-dependent receptor| FhuA ferrichrome receptor fhuA | 1.B.14.1.4| 5,00E-10
CirA colicin I/Fe** catecholate

1361 |TonB-dependent receptor receptor cirA |1.B.14.1.6 | 1,00E-06

6107 |TonB-dependent receptor| FhuA ferrichrome receptor fhuA | 1.B.14.1.4 | 1,00E-31

4551 |TonB-dependent receptor|IroN ferri-enterobactin receptor| iroN | 1.B.14.1.5| 1,00E-07

4480 |TonB-dependent receptor| FhuA ferrichrome receptor fhuA | 1.B.14.1.4 | 6,00E-07
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Nome do Nome "alternativo" para Transporte
ORF Produto Produto Nome| TC# valor E
6314 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1 | 8,00E-19
124 |TonB-dependent receptor|IroN ferri-enterobactin receptor| iroN | 1.B.14.1.5| 6,00E-08
CirA colicin I/Fe** catecholate
4621 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 | 3,00E-05
5547 |TonB-dependent receptor|IroN ferri-enterobactin receptor| iroN | 1.B.14.1.5| 2,00E-05
CirA colicin I/Fe** catecholate
1567 |TonB-dependent receptor receptor cirA | 1.B.14.1.6 | 1,00E-07
2119 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1 | 3,00E-24
2113 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1 | 1,00E-16
3077 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1| 7,00E-18
3162 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1 | 3,00E-14
2851 |TonB-dependent receptor|IroN ferri-enterobactin receptor| iroN | 1.B.14.1.5| 4,00E-07
3893 |TonB-dependent receptor BtuB cobalamim receptor btuB | 1.B.14.3.1 | 1,00E-07
6219 |TonB-dependent receptor| FecA ferric-citrate receptor fecA |1.B.14.1.2 0,001




