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RESUMO

A bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus é endofitica e fixadora de nitrogénio encontrada
colonizando o interior de caules e raizes de culturas como arroz e cana-de-agUcar. As cepas de
G. diazotrophicus séo reconhecidas por estimular a producdo de horménios vegetais na planta
hospedeira, incluindo a auxina. Pesquisas apontam que essa substancia atua em sinergia com a
fixacdo bioldgica de nitrogénio para potencializar o crescimento da cana-de-agucar, quando em
interacdo com G. diazotrophicus. O gene dessa bactéria foi identificado como responsavel pela
codificacdo da enzima L-aminoacido oxidase (LAAQ), que tem um papel direto na biossintese
de acido indolacético (IAA), uma variante de auxina através da via IPyA. Esta enzima é
produzida pela bactéria em questdo durante a interacdo com a planta hospedeira. O presente
estudo tem como objetivo elucidar o papel da enzima Putative L-amino-acid oxidase de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 no contexto das interagbes proteina-proteina,
ressaltando nas implicacdes dessas interacdes no desenvolvimento e produtividade vegetal e
identificar potenciais aplicacdes agroecondmicas. Para isso, foi utilizado a plataforma STRING
e Uniprot para a analise da rede de interacdo proteina-proteina revelando um panorama
complexo. Desse modo, foram identificadas proteinas com fungdes variadas, como a D-isomer
specific 2-hydroxyacid dehydrogenase NAD-binding e a Beta-ketoacyl synthase, que enfatizam
a multifuncionalidade de G. diazotrophicus em processos chave, como fixacdo de nitrogénio e
sintese de acidos graxos. A andlise de genes préximos no genoma sugere uma regulacéo
coordenada entre genes como quinona oxidoredutase subunidade I, L-amino-acid oxidase,
citocromo c e endoribonuclease, com multiplas implica¢6es na resposta celular e adaptativa a
condicBes ambientais. A analise dos clusters na rede de interacdo proteina-proteina revelou
quatro grupos com caracteristicas e func@es distintas. O Grupo 1, com diversidade em processos
biolégicos, tem um papel crucial no metabolismo energético e biossintese. O Grupo 2 foca no
metabolismo do esterol e lipidico, essencial para a estrutura celular e sinalizacdo. O Grupo 3,
onde a LAAO foi identificada, e 0 Grupo 4, sem associa¢fes conhecidas, indicam fungbes
menos exploradas ou Unicas na célula. Os resultados apontam para uma interconexao complexa
entre a biossintese de IPyA, o metabolismo energético e lipidico, e a eficiéncia na producédo de
IAA, essencial para o crescimento vegetal. O metabolismo energético e de lipideos parece
influenciar a atividade da LAAO e, por extensdo, a capacidade da bactéria em auxiliar o
crescimento das plantas. Este estudo destaca a importancia de G. diazotrophicus como agente

promotor de crescimento vegetal e abre caminhos para futuras investigacOes sobre suas



aplicagdes biotecnoldgicas na agricultura. Apesar disso, estudos adicionais sdo necessarios para

elucidar mais profundamente essas interagdes e explorar seu potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: crescimento; endofitica; interacdo; L-aminoacido oxidase.



ABSTRACT

The bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus is an endophytic, nitrogen-fixing bacterium
found colonizing the interior of stems and roots of crops such as rice and sugar cane. Strains of
G. diazotrophicus are recognized for stimulating the production of plant hormones in the host
plant, including auxin. Research indicates that this substance acts in synergy with biological
nitrogen fixation to enhance the growth of sugarcane, when in interaction with G.
diazotrophicus. The gene from this bacterium was identified as responsible for encoding the
enzyme L-amino acid oxidase (LAAO), which has a direct role in the biosynthesis of
indoleacetic acid (IAA), a variant of auxin through the IPyA pathway. This enzyme is produced
by the bacteria in question during interaction with the host plant. The present study aims to
elucidate the role of the enzyme Putative L-amino-acid oxidase from Gluconacetobacter
diazotrophicus PALS5 in the context of protein-protein interactions, highlighting the
implications of these interactions on plant development and productivity and identifying
potential agroeconomic applications. For this, the STRING and Uniprot platforms were used to
analyze the protein-protein interaction network, revealing a complex panorama. In this way,
proteins with varied functions were identified, such as D-isomer specific 2-hydroxyacid
dehydrogenase NAD-binding and Beta-ketoacyl synthase, which emphasize the
multifunctionality of G. diazotrophicus in key processes, such as nitrogen fixation and acid
synthesis fatty. The analysis of nearby genes in the genome suggests a coordinated regulation
between genes such as quinone oxidoreductase subunit I, L-amino-acid oxidase, cytochrome ¢
and endoribonuclease, with multiple implications in the cellular and adaptive response to
environmental conditions. Cluster analysis in the protein-protein interaction network revealed
four groups with distinct characteristics and functions. Group 1, with diversity in biological
processes, has a crucial role in energy metabolism and biosynthesis. Group 2 focuses on sterol
and lipid metabolism, essential for cellular structure and signaling. Group 3, where LAAO was
identified, and Group 4, with no known associations, indicate less explored or unique functions
in the cell. The results point to a complex interconnection between IPyA biosynthesis, energy
and lipid metabolism, and the efficiency in IAA production, essential for plant growth. Energy
and lipid metabolism appear to influence LAAO activity and, by extension, the bacteria's ability
to support plant growth. This study highlights the importance of G. diazotrophicus as a plant
growth-promoting agent and opens avenues for future investigations into its biotechnological
applications in agriculture. Despite this, additional studies are needed to further elucidate these

interactions and explore their biotechnological potential.



Keywords: growth; endophytic; interaction; L-amino acid oxidase.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo colonizadas por uma diversidade de bactérias capazes de se
multiplicarem e ocuparem diversos nichos ecoldgicos, incluindo aqueles presentes nas raizes.
Esta interacdo resulta em uma relacéo simbidtica colaborativa (Galvao, 2012). Estas bactérias,
conhecidas como bactérias promotoras de crescimento vegetal, exercem influéncia benéfica no
desenvolvimento das plantas (Rodrigues et al., 2016). Elas atuam através de mecanismos como
aumento da disponibilidade de nutrientes, producdo de fitormonios, e atenuacdo dos efeitos
nocivos de patdgenos (Galvao, 2012).

As Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCVs) sdo frequentemente
reconhecidas como biofertilizantes, especialmente quando promovem o crescimento vegetal
através do aumento da disponibilidade ou do acesso a nutrientes pelas plantas (Galvéo, 2012).
Uma das fun¢bes mais criticas das BPCVs € a fixacdo bioldgica de nitrogénio, processo que
fornece nitrogénio essencial as plantas. Esta atividade impacta significativamente a
produtividade vegetal, influenciando a biomassa e a producéo de gréos (Galvéo, 2012).

Um exemplo notavel dentro do grupo das BPCVs é a Gluconacetobacter
diazotrophicus, uma bactéria endofitica fixadora de nitrogénio encontrada colonizando o
interior de caules e raizes em culturas como arroz e cana-de-agucar (Sabino, 2007; Rodrigues
et al., 2016). Esta bactéria, atuando como modelo endofitico, tem sido fundamental para o
estudo das interacdes planta-bactéria em hospedeiros ndo leguminosos. A simbiose entre G.
diazotrophicus e suas plantas hospedeiras demonstra um impacto positivo na promocao do
crescimento vegetal, conforme evidenciado por Rodrigues et al. (2016)

As cepas de G. diazotrophicus induzem a producao dos hormdnios vegetais nas plantas
a qual interagem, isso inclui giberelinas, citocininas e auxinas. O horménio giberelina atua
regulando processos-chave nas plantas; como germinacdo de sementes, alongamento de raizes
e brotos, floracdo e padrdo de frutos (Binenbaum et al., 2018). As citocininas, promovem 0
desenvolvimento da parte aérea através do controle do ciclo celular do meristema apical do
caule e também estimulam a fotossintese através de diferentes mecanismos fisioldgicos
(Cortleven et al., 2019). Embora a funcdo das auxinas na interacdo G. diazotrophicus-cana-de-
acucar ndo seja bem compreendida, estudos de inoculacdo sugeriram que a auxina bacteriana
promove o crescimento da cana-de-agucar em conjunto com a fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) (Rodrigues et al., 2016).

A relacédo entre a bactéria G. diazotrophicus e a auxina, particularmente o &cido indol-

3-acético (IAA), foi estudada em um trabalho publicado por Rodrigues et al. (2016). Este estudo
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identificou que um gene especifico, responsavel pela codificacdo de uma enzima chamada L-
amino-acid oxidase (LAAO), esta diretamente envolvido na biossintese de IAA na bactéria em
questdo. Importante ressaltar que o IAA é um fitorm6nio amplamente associado a efeitos
benéficos na promoc¢do do crescimento e na produtividade da cana-de-agUcar, que € uma das
plantas hospedeiras de G. diazotrophicus (Rodrigues et al., 2016).

Aprofundando a analise da enzima L-amino-acid oxidase (LAAOQ), esta catalisa a
oxidacdo de aminoécidos com configuracdo L, conduzindo a formacdo de acidos alfa-ceto,
amonia e perdxido de hidrogénio. A designacdo "L" em aminodcidos L origina-se da palavra
latina "Laevus", que significa "esquerda”, em referéncia & capacidade desses aminoacidos de
girar a luz polarizada no sentido anti-horario. Esse fendmeno, denominado "atividade dptica",
é quantificavel por meio de um instrumento conhecido como polarimetro. E importante notar
que a presenca da LAAO ndo é restrita a bactérias; a enzima também foi identificada em uma
gama de outros organismos, incluindo mamiferos, conforme documentado por Savino et al.
(2021).

Além disso, a producéo de peroxido de hidrogénio pela LAAO foi implicada na defesa
contra bactérias e parasitas, como apontado por Castellano & Molinier-Frenkel (2017). Este
aspecto é especialmente relevante para a relacdo simbidtica entre a bactéria G. diazotrophicus
e suas plantas hospedeiras, uma vez que pode auxiliar na protecdo das plantas contra diversos
patdgenos. Entretanto, é imperativo que pesquisas adicionais sejam conduzidas para elucidar
completamente o papel da LAAO nesta complexa interacéo biologica.

Neste estudo, focando em aprofundar o entendimento da funcdo da proteina putativa L-
aminoacido oxidase (LAAQO) em G. diazotrophicus, com énfase especial em sua relacédo
simbidtica com as plantas. Utilizamos técnicas para construir redes de interacdo especificas
paraa LAAO. Estas redes ndo so facilitam a identificacdo de proteinas associadas, mas também
permitem a criacdo de grupos de proteinas, ou ‘clusters', enriquecendo a analise funcional das
interacdes.

O principal objetivo deste trabalho € elucidar a natureza da interacdo entre G.
diazotrophicus PALS e plantas, investigando o papel da LAAO. Buscamos compreender como
essa interacdo pode promover beneficios, como o aumento do crescimento e da produtividade
vegetal. Tal compreensdo é essencial, pois abre caminhos para avangos significativos e
estratégias sustentaveis na agricultura. Adicionalmente, nossa metodologia, que se baseia na
construcdo de redes de interagdo proteina-proteina, oferece uma ferramenta inovadora para
explorar os mecanismos bioldgicos que fundamentam essa simbiose, contribuindo assim para

0 avango em um campo de pesquisa de vital importancia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV)

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo representadas por um
grupo de microrganismos de vida livre, ao qual, tem o potencial de estimular o crescimento das
plantas de maneira direta ou indireta (Glick et al., 2012). A promogé&o direta geralmente envolve
a sintese de compostos pelas bactérias que facilitam a absor¢do de nutrientes pelas plantas
(Glick et al., 1999; Galvéo, 2012). Adicionalmente, estas bactérias podem ativar mecanismos
de defesa nas plantas, aumentando sua resisténcia a doencas e estresses ambientais (Mariano et
al., 2004).

Quando os BPCV promovem especificamente o crescimento vegetativo, por exemplo,
aumentando o acesso das plantas aos nutrientes ou sua disponibilidade, ou ainda ampliando a
area de superficie das folhas, sdo frequentemente classificados como biofertilizantes. Em
contrapartida, esses microrganismos sdo conhecidos como agentes de controle biologico ou
biopesticidas quando estimulam o crescimento vegetal controlando organismos prejudiciais.
Além de proteger as plantas contra patdgenos, os BPCV também fornecem nutrientes de facil
assimilacdo pelas plantas e atenuam estresses bioticos e abidticos (Rashid et al., 2016; Somers
et al., 2004).

As BPCV mais conhecidas incluem membros do género Azospirillum, Bacillus,
Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Burkholderia, Gluconacetobacter e Arthrobacter
(Girio, et al., 2015; Santos Dias & Santos). Algumas delas sdo encontradas na superficie das
raizes enquanto outras invadem os tecidos das plantas sem causar sintomas aparentes de doenca,
quando sdo conhecidas como endofiticas (Galvédo, 2012).

A transicdo para o tema subsequente conduz ao exame aprofundado de um aspecto
critico nas interacdes planta-microrganismo: a fixacdo biolégica de nitrogénio. Este processo,
executado por um subconjunto de BPCV, é indispensavel para o ciclo global do nitrogénio e
tem implicacBes significativas na nutricdo vegetal. Ele influéncia de maneira marcante o
crescimento e a produtividade das plantas. Na proxima secdo, sera realizada uma exploragédo
detalhada dos mecanismos subjacentes a fixacao biolégica de nitrogénio, com foco especial nos

agentes microbioldgicos envolvidos.

2.2.1 Fixacdo Bioldgica do nitrogénio
Certas bactérias sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico em plantas, um processo

conhecido como fixac&o bioldgica de nitrogénio (FBN). Estas bactérias podem colonizar tanto
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a rizosfera quanto os tecidos internos da planta, estabelecendo-se em nichos protegidos de
concentragdes elevadas de oxigénio e outros fatores adversos, condigdes essas que facilitam a
expressdo de seu potencial para a FBN (Marin et al., 1999). Adicionalmente, BPCV
desempenham um papel vital na melhoria da nutricdo vegetal, principalmente fornecendo
nitrogénio, fosforo e ferro, nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas.

Para que as bactérias sejam capazes de realizar a fixagdo bioldgica do nitrogénio (N2), a
presenca da enzima nitrogenase € fundamental. Esta enzima desempenha um papel crucial ao
catalisar a quebra da tripla ligacdo do N2 atmosférico, reduzindo-o a aménia (NH?3). Esse
processo € analogo a sintese de amdnia na indUstria, embora ocorra sob condi¢cbes ambientais
mais brandas. Bactérias que realizam este processo podem ser associativas, endofiticas ou
simbidticas, dependendo do grau e do tipo de sua associacdo com as plantas. Estas relacfes
variam desde uma associacdo ndo especifica na rizosfera até uma simbiose intracelular
complexa em drgéos especializados como os nddulos radiculares (Hungria et al., 2001).

Diversas bactérias tém a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico. Algumas das
mais  significativas  incluem:  Azospirillum,  Azotobacter,  Gluconacetobacter,
Enterobacter, Burkholderia (Somers et al., 2004). Essas bactérias desempenham um papel
fundamental na disponibilidade de nitrogénio para organismos vivos, contribuindo para a
fertilidade do solo e para o crescimento saudavel de plantas.

Além disso, a fixacao biologica do nitrogénio é vital para a disponibilidade de nutrientes
nas cadeias alimentares e desempenha um papel essencial na sustentabilidade dos ecossistemas,
na produtividade agricola e na manutencéo da salde do solo. Através desse processo, essas
bactérias fornecem uma fonte de nitrogénio essencial para muitos sistemas agricolas, reduzindo
a dependéncia de fertilizantes quimicos e promovendo préticas agricolas mais sustentaveis.

Tendo delineado o papel fundamental das bactérias na fixacdo bioldgica do nitrogénio
e sua contribuicdo para a nutricdo vegetal, a fertilidade do solo, e a sustentabilidade agricola, o
foco agora se volta para a complexa interacdo planta-bactéria. Este tdpico abordara a
complexidade e a diversidade dessas interacoes, explorando como as bactérias estabelecem
relacBes mutualisticas ou simbidticas com as plantas e como essas associacdes influenciam o

crescimento e a saude vegetal.

2.2 Interacgdo bactéria-planta

Muitas bactérias tém a capacidade de colonizar plantas, multiplicando-se e ocupando

diversos nichos nas raizes. Esta interacdo planta-bactéria pode manifestar-se de diferentes
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formas. Em alguns casos, a presenca bacteriana € neutra, ndo exercendo influéncia significativa
no crescimento vegetal. Por outro lado, determinadas bactérias podem impactar negativamente
o desenvolvimento das plantas, sendo entdo classificadas como patogénicas ou deletérias.
Contrariamente, ha bactérias que promovem o crescimento vegetal, exercendo um efeito
positivo na salde e no desenvolvimento das plantas; estas sdo conhecidas como bactérias
promotoras de crescimento vegetal que ja foram explanadas em tépico anterior deste trabalho
(Galvao, 2012). Esta diversidade nas interacdes reflete a complexidade das relacGes ecoldgicas
entre plantas e microorganismos, onde cada tipo de interacdo tem implicagdes distintas para a
salde das plantas e a produtividade agricola.

As interagdes planta-microrganismo geralmente ocorrem principalmente em trés lugares
da planta: filosfera, endosfera e rizosfera. A filosfera esta relacionada as partes aereas (caule,
folhas e flores ou frutos) e a endosfera com o sistema de transporte. A rizosfera, pode ser
definida como qualquer volume de solo influenciado ou em associagdo com as raizes e 0
material produzido pelas plantas (Hinsinger et al., 2005). A extensdo exata e a geometria desta
zona ndo sdo fixas, variando em resposta a uma série de fatores, incluindo as condigdes
ambientais e a natureza dos exsudados radiculares secretados pela planta. Estes exsudados, que
incluem uma variedade de compostos organicos, desempenham um papel crucial na modulagéo
das interacOes solo-raiz e na estruturacdo da comunidade microbiana da rizosfera (Hinsinger et
al., 2005; Dzantor, 2007).

Arizosfera é a regido do solo mais rica em bactérias do que todas as outras. PopulacGes
microbianas ao redor das raizes incluem bactérias, fungos, leveduras e protozoarios. As
concentracdes de bactérias em substratos superiores podem conter até 109 células por grama de
solo. E uma érea de intensa atividade biologica e quimica influenciada por compostos
exsudados pela raiz, incluindo acidos orgéanicos, actcares, aminoacidos e pequenos peptideos,
metabolitos secundarios. Sendo comprovado que as comunidades bacterianas incluidas na
planta estdo associadas a nutrientes como carbono, fosforo, nitrogénio e enxofre, bem como a
eliminacdo de toxinas e producdo de fitohormdnios ou antibidticos (Liu et al., 2017; Firdous et
al., 2019).

Dentro do espectro das interacGes planta-bactéria, as bactérias endofiticas desempenham
um papel notavel, caracterizando-se por sua habilidade de colonizar os tecidos internos das
plantas hospedeiras. Estas bactérias pertencem a diversos grupos taxondmicos, incluindo, mas
ndo se limitando a, filos como Alfa-, Beta-, e Gamma-Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes e Bacteroidetes (Bacon & Hinton, 2006; Miguel et al., 2021). A colonizacéo por

esses microrganismos pode ocorrer de diferentes maneiras: algumas espécies permanecem em
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estado latente dentro dos tecidos da planta, enquanto outras se estabelecem e se multiplicam
ativamente, afetando local ou sistemicamente o hospedeiro.

Esses microrganismos apresentam um elevado potencial para utilizacdo na agricultura e
na industria, podendo ser empregados como vetores para introdugdo de genes de interesse em
plantas, inibidores de patdgenos e fontes de metabdlitos priméarios e secundarios de interesse.
Assim, eles sdo importantes tanto na ciéncia basica quanto na aplicada, sendo de interesse
fundamental o seu estudo.

Apbs explorar as interagfes planta-bactéria e a significativa influéncia que essas
relacbes tém na salde vegetal e na produtividade agricola, torna-se imperativo aprofundar o
estudo de um exemplo especifico que exemplifica esta dindmica complexa: o
Gluconacetobacter diazotrophicus PA15. Este microrganismo, representando um caso de
interacdo simbidtica com plantas, é reconhecido pela sua capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico, desempenhando um papel crucial no ciclo do nitrogénio e contribuindo
significativamente para a nutricdo vegetal. Na proxima secdo, sera abordado em detalhes o
papel do G. diazotrophicus PA15 na agricultura, sua interagdo especifica com as plantas
hospedeiras, e 0 impacto dessa associacdo na eficiéncia agricola e na sustentabilidade

ambiental.

2.2.1 Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5

A bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5, pertencente ao filo Proteobacteria,
classe Alphaproteobacteria, ordem Rhodospirillales e familia Acetobacteraceae, é capaz de
colonizar o interior dos tecidos distribuindo-se nos espacos intercelulares e vasos do xilema de
folhas, colmos e raizes (JAMES et al., 2001). A bactéria endofitica G. diazotrophicus que foi
descrita por Cavalcante e Dobereiner em 1988 possui uma caracteristica relevante que é sua
capacidade de realizar a fixacdo biolégica de nitrogénio, ou seja, converter o nitrogénio
atmosférico em formas utilizaveis, como amonia.

Esta bactéria parece ser bem adaptada a vida dentro da cana-de-agUcar, uma vez que 0
seu melhor crescimento ocorre em pH 5,5 e na presenca de 10% de sacarose, as mesmas
condicdes encontradas dentro desta planta (Cavalcante & Dobereiner, 1988; Gillis & Kersters,
1989). G. diazotrophicus sdo bactérias Gram-negativas, com capacidade de fixar nitrogénio em
condi¢des microaerofilicas (Cavalcante & Dobereiner, 1998), isoladas em meio semi-sélido
LGI-P (Reis & Olivares, 1994) que, apds o periodo de sete a dez dias, apresentam uma pelicula
alaranjada, e 0 meio localizado abaixo da pelicula torna-se incolor devido a assimilacdo do azul

de bromotimol (Ddbereiner et al., 1993). G. diazotrophicus é considerada um diazotréfico
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aerotolerante no qual o oxigénio é fundamental para a geracéo de grandes quantidades de ATP
requerida para a fixagdo de nitrogénio.

A Gluconacetobacter diazotrophicus, particularmente conhecida pela sua associagdo
com plantas como a cana-de-agucar, € um exemplo de bactéria endofitica. A cepa especifica
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL.

5, isolada de raizes de cana-de-agucar no Brasil, coloniza os tecidos internos das plantas,
desempenhando um papel vital no fornecimento de nitrogénio as hospedeiras. Essa relacdo
simbidtica é altamente benéfica, contribuindo significativamente para o crescimento e
desenvolvimento das plantas e reduzindo a dependéncia de fertilizantes nitrogenados. Além de
fixar nitrogénio, a G. diazotrophicus PAL5 também promove o crescimento vegetal por meio
da producédo de compostos bioativos, como fitormdnios, e induzindo resisténcia a patdgenos.

Destaca-se, em particular, a capacidade desta bactéria de produzir auxina, um
fitormdnio crucial para o crescimento das plantas. A biossintese e o papel da auxina na interacao
G. diazotrophicus-planta serdo explorados detalhadamente na proxima se¢éo, ilustrando como

este microrganismo contribui para a fisiologia vegetal.

2.2.2 Auxina

A producdo de substancias promotoras do crescimento vegetal pelas bactérias ja foi
relatada para muitas espécies bacterianas, contribuindo para os efeitos promotores do
crescimento vegetal. As diferentes substancias produzidas pelas BPCVs podem induzir
mudancas na morfologia ou fisiologia das raizes que aumentam sua area superficial e taxa de
respiracdo, desta forma, influenciando a captacdo de nutrientes e o crescimento vegetal, entre
elas esta a auxina (Beattie et al., 2006; Mundz, 2017).

As auxinas, cujo nome deriva do grego ‘auxein’, que significa ‘crescer’, sdo fitorménios
essenciais que atuam como moléculas sinalizadoras méveis. Elas sdo transportadas ativamente
ao longo de gradientes locais e por toda a planta, coordenando uma variedade de processos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento vegetal. A descoberta da auxina remonta aos
anos 1930, quando foi determinado que o acido indol-3-acético (AlA) era um representante
principal desta classe de fitormdnios. O aminoacido triptofano foi identificado como o
precursor na biossintese do AIA. Posteriormente, outras auxinas naturais, como o &cido
fenilacético (Acido Fenil-Acético) e o &cido 4-cloroindol-3-acético (Acido 4-Cl-Indol-3-
Acético), foram descobertas em plantas superiores. No entanto, o AIA permanece sendo a

auxina mais abundante e com maior relevancia fisiologica.
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Na definicdo original, o termo 'auxina’ englobava todas as substancias quimicas, tanto
naturais quanto sintéticas, que promoviam o alongamento de coledptilos e segmentos de caules.
Entretanto, as auxinas afetam muitos outros processos do desenvolvimento, além do
alongamento celular (Taiz e Zeiger, 2009, p820). Assim, as auxinas podem ser definidas como
compostos que, a nivel vegetal, modulam diversos processos como as respostas tropicas a luz
e a gravidade, formacdo de raizes, tropismos (fototropismo e geotropismo), florescimento
(Davies, 1995).

A nivel celular, as auxinas promovem a hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e,
provavelmente devido ao estimulo das H+ -ATPase, levam a acidificacdo da parede celular,
acarretando o seu afrouxamento. O turgor, o alongamento, a diviséo e a diferenciagéo celular
sédo outros fatores influenciados pelas auxinas a nivel celular (Berleth e Sachs, 2001). O
principal precursor das vias de biossintese do IAA é o triptofano (trp), que é sintetizado em uma
rota comum a trés amino&cidos: triptofano, fenilalanina e tirosina. As vias de biossintese dos
aminoacidos aromaticos tém em comum a via do shiquimato (Pittard, 1996).

A maioria das rotas biossintéticas de IAA se iniciam a partir do precursor principal
triptofano, entretanto, a possivel presenca de uma via independente desse horménio ndo deve
ser descartada. As rotas sdo nomeadas em funcdo das moléculas intermediérias produzidas. E
importante ressaltar que nem todas as vias sdo caracterizadas na mesma medida e que podem
existir maltiplas vias em um mesmo organismo.

Em plantas, a sintese se inicia alguns dias apds a germinacéo e a partir dai as principais
fontes de IAA séo as folhas jovens proximas ao apice (Ljung et al., 2002). Além das folhas
jovens, IAA também ocorre em Orgaos que estdo crescendo ativamente, tais como meristemas
apicais da parte aérea, e frutos em desenvolvimento, embora também possa ser produzido em
folhas maduras e nos apices radiculares, onde o nivel de producéo é usualmente baixo (Davies,
1995).

Na via do acido indol-3-piravico (IPyA), o triptofano é inicialmente convertido em
IPyA, processo que pode ocorrer através de uma transamina¢do mediada por uma trp
aminotransferase ou de uma oxidacdo catalisada por uma L-aminoacido oxidase.
Posteriormente, o IPyA é descarboxilado pela enzima indol-3-piruvato descarboxilase (IPDC),
formando indol-3-acetaldeido (IAAIld). Este, por sua vez, é oxidado a IAA, &cido indol-3-
acetico, seja pela IAAIld oxidase ou pela aldeido desidrogenase (Costacurta e Vanderleyden,
1995; Patten e Glick, 1996). Em um estudo de inoculagéo, Rodrigues et al. (2016) sugeriram
que a promog&o do crescimento da cana-de-acUcar por G. diazotrophicus pode estar relacionada

a liberacdo deste fitormonio.
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2.3 Redes de Interacéo Proteina-Proteina

A bioinformética é uma area interdisciplinar que combina a biologia, a computacéo e a
informatica para estudar e analisar dados biolégicos complexos. Desempenhando um papel
fundamental na compreensdo dos processos bioldgicos ao aplicar métodos computacionais
avancados para analisar e interpretar informagdes genéticas, moleculares e celulares.

Dentro desse contexto, as redes de interacdo proteina-proteina sdo uma representacao
visual e computacional das interacdes entre as proteinas em um organismo. Essas redes sdo
construidas a partir de dados experimentais ou preditivos e fornecem uma representacao gréafica
das interacBGes fisicas e funcionais que ocorrem entre as proteinas. Na perspectiva da
bioinformética, a andlise de redes de interacdo de proteinas permite uma compreensdo
abrangente e sistematica das relacOes entre as proteinas, revelando padrbes, complexidade e
propriedades emergentes dos sistemas biologicos (Bruckner, 2012).

A construcédo e analise de redes de interacdo de proteinas envolvem o uso de técnicas
bioinforméatica, como a integracdo de dados de interacdo proteina-proteina obtidos de
experimentos, a previsao de interacdes por meio de algoritmos computacionais e a visualizacéo
dos resultados por meio de ferramentas especializadas. Essa abordagem bioinformatica permite
explorar as interacOes entre as proteinas em uma escala global, identificar proteinas-chave,
mddulos funcionais e vias de sinalizacdo e compreender a organizacdo e a dindmica dos
sistemas bioldgicos (Walport et al., 2021).

A importancia das redes de interacdo de proteinas na compreensdao dos processos
biologicos € significativa. Essas redes, de significativa importancia na compreensdo dos
processos bioldgicos, oferecem uma visdo integrada das interac6es proteina-proteina, ajudando
a revelar como as proteinas se comunicam, coordenam suas funcdes e participam de processos
celulares e metabdlicos. Ao identificar e analisar os nos (proteinas) e as conexdes (interacdes)
da rede, é possivel descobrir proteinas centrais que desempenham papéis-chave na regulacéo e
na transmissao de informacdes. Além disso, as redes de interacdo de proteinas sdo ferramentas
valiosas para a descoberta de novos alvos terapéuticos, o estudo de doencas complexas e o

desenvolvimento de medicamentos (Bruckner, 2012).

2.3.1 Componentes de uma rede de interacao

Em uma interagdo proteina-proteina, existem varios componentes essenciais que
desempenham papéis especificos na estrutura e funcionalidade da rede. A seguir, estdo
representados na (Tabela 1) os principais componentes de uma rede de intera¢do de proteinas e

seus significados.
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Tabela 1 - Componentes e significagdo dos elementos envolvidos em uma rede de

interacao.

Componente Definicdo

Proteinas S&o os elementos essenciais de uma rede de interagdo, desempenhando

vérias funcbes importantes nas células.

Nos Representam as proteinas individuais na rede de interacdo proteina-
proteina.

Arestas Sdo as conexdes que representam as interacdes entre as proteinas.

InteracGes Relacionam-se as ligacdes fisicas diretas entre as proteinas na rede,

fisicas envolvendo ligacGes entre dominios estruturais, sitios de ligacéo ou

outras regides especificas das proteinas

InteracGes Referem-se a associagOes indiretas entre as proteinas, com base nas

guimicas fungdes ou participagdo em vias metabolicas ou processos biologicos em
comum.

Grau E 0 nimero de conexdes (arestas) que 0 nd possui.

Mddulos S&o grupos de proteinas altamente interconectadas dentro da rede.

Centralidade Trata-se de uma medida que avalia a importancia relativa de um no na

rede.

Fonte: Oliveira, 2023.

Para construir redes de interacdo proteina-proteina, é essencial buscar informacdes
detalhadas sobre estas interacdes. Estas informacdes sdo geralmente armazenadas em bancos
de dados, que compilam dados oriundos de uma variedade de fontes, incluindo estudos
cientificos, experimentos de laboratério e predicdes baseadas em modelos computacionais.
Estes repositorios proporcionam uma riqueza de dados sobre as interacdes entre proteinas em
diversos organismos e sob variadas condi¢fes ambientais. O acesso a esses bancos de dados é
fundamental para entender as complexas redes de interagOes proteicas e suas implicacGes

bioldgicas.
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A seguir na Tabela 2, é destacado alguns dos principais bancos de dados e repositorios

utilizados na pesquisa de interacdo proteina-proteina.

Tabela 2 -Principais bancos de dados de redes de interacéo.

Banco de dados

Descricao

Site

STRING (Search Tool
for the Retrieval of
Interacting
Genes/Proteins)

Banco de dados que integra
informagdes sobre interagdes
proteina-proteina, associacfes
funcionais e redes de interacédo

proteinas.

https://string-db.org/

BioGRID (Biological
General Repository for
Interaction Datasets)

Repositorio que abriga
informacgdes sobre interacdes de

proteinas.

https://thebiogrid.org/

IntAct

Banco de dados sobre interacdes
proteina-proteina. Incluindo
dados de diferentes tipos de

experimentos.

https://www.ebi.ac.uk/intact/

MINT (Molecular

INTeraction Database):

Banco de dados que oferece
informac6es detalhadas sobre
interacdes proteina-proteina, e

interacdes moleculares.

https://mint.bio.uniroma2.it/

Fonte: Oliveira, 2023.

Neste estudo, o foco sera no banco de dados STRING, que sera detalhado mais adiante.

O STRING é uma ferramenta essencial para a analise de interacGes proteina-proteina,

fornecendo informacbes valiosas que serdo exploradas em profundidade nas secdes

subsequentes.

2.3.2 STRING

A plataforma "STRING: functional protein association networks™ é uma ferramenta

poderosa para a analise de interacdes de proteinas e associa¢fes funcionais. Visando integrar
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as informagGes e consolidar dados de associagdo proteina-proteina previstos para muitos
organismos. As conexdes no STRING incluem interagdes diretas (fisicas), bem como interacbes
indiretas (funcionais). Além disso, a plataforma coleta e reavalia dados experimentais
disponiveis sobre interacGes proteina-proteina e importa vias conhecidas e complexos proteicos
de bancos de dados selecionados.

Para utilizar a plataforma STRING, os usuérios podem acessar o site oficial em
https://string-db.org/ e inserir as proteinas de interesse. A STRING oferece uma variedade de

recursos, incluindo a visualizacdo de redes de interacdo proteina-proteina, analise funcional,
predicdo de interacdes e integracdo com outras ferramentas bioinformaticas, facilitando uma
compreensdo abrangente das interacGes e funcbes proteicas.

Para isso, o banco de dados STRING utiliza vérias fontes de dados para obter

informacGes sobre as associagcdes entre as proteinas, os quais serdo destacados na Tabela 3.

Tabela 3 - Informagdes encontradas no STRING relacionados a interagdes proteina-

proteina.

Informac6es encontradas no Descricao
STRING

Dados Sao informagdes obtidas por meio de experimentos ou
Experimentais/Bioquimicos abordagens bioquimicas para investigar interacoes

proteina-proteina e ligacdes funcionais.

Associacdo em banco de Possui informacfes sobre interacdes proteina-proteina e
dados anotagBes funcionais de bases de dados especificas,
enriquecendo a compreensdo das proteinas em contextos

bioldgicos.

Publicacdes de referéncia Agrupa proteinas com base em sua mencdo em resumos de
literatura cientifica indexados no PubMed, fornecendo

evidéncias de possiveis ligacbes funcionais entre elas.

Vizinhanca génica Representa as interagbes previstas com base na
proximidade genética, ou seja, a co-localizagdo de genes

Nno genoma.
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Co-expressao Indica que dois ou mais genes tém padrdes de expressao
semelhantes em condigdes experimentais, tecidos ou

estagios de desenvolvimento.

Co-ocorréncia entre genomas | Sdo interagdes previstas com base na co-ocorréncia de

genes em diferentes organismos e experimentos.

Fusdes genéticas Representa as interagcdes previstas com base em fusdes
génicas, onde dois genes adjacentes se fundem em um

Unico gene.

Fonte: Oliveira, 2023.

Esses recursos do STRING auxiliam na investigagdo das interagfes proteina-proteina e
fornecem informacdes valiosas sobre a funcéo e o contexto bioldgico das proteinas (Jensen et
al., 2009).

2.3.3 Cluster

Dentro das analises realizadas pela plataforma STRING, a funcionalidade de 'cluster’
desempenha um papel crucial ao fornecer informacgdes sobre as funcdes bioldgicas e
moleculares das proteinas. Esta ferramenta permite o agrupamento de proteinas que apresentam
interacdes e similaridades funcionais significativas. Os clusters identificados na rede de
interacdo proteina-proteina representam grupos de proteinas que estdo fortemente conectadas e
desempenham fungdes semelhantes dentro de um contexto biologico especifico (Szklarczyk et
al., 2015).

Utilizando a opc¢do ‘cluster’, é possivel identificar agrupamentos de proteinas que
interagem frequentemente ou que formam complexos proteicos especificos. Estes clusters sdo
particularmente valiosos para mapear vias metabdlicas, processos biolégicos e funcdes
celulares comuns as proteinas do grupo. A analise de clusters facilita a compreensdo das
relacBes funcionais em um contexto biolégico mais amplo, oferecendo insights sobre a
organizacdo e dinamica das redes proteicas.

Além disso, ao agrupar proteinas em clusters, 0 STRING emprega algoritmos avangados
de analise de rede para identificar sub-redes ou mddulos densamente interconectados dentro da

rede global de interacdo proteina-proteina. Estes clusters ndo apenas revelam a organizagdo
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funcional das proteinas em um contexto bioldgico, mas também fornecem informacdes valiosas
sobre vias metabdlicas, interacoes celulares e processos fisiologicos envolvidos (Szklarczyk et
al., 2015)."

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

O K-means é um dos algoritmos utilizados na area de clusterizagdo, que é uma técnica
de analise de dados. Tendo como objetivo agrupar objetos ou dados similares em conjuntos
chamados clusters, facilitando a identificacdo de padrdes, estruturas e relacdes dentro dos dados
(Oliveira, 2023).

O algoritmo K-means € baseado na ideia de encontrar K centrdides (pontos centrais)
que representam os clusters. Ele comeca selecionando aleatoriamente K pontos como
centrdides iniciais. Em seguida, ele atribui cada objeto ao cluster cujo centrdide estd mais
proximo. ApoOs essa atribuicdo, os centroides sdo recalculados com base nos objetos
pertencentes a cada cluster. O processo € repetido até que os centroides ndo se movam
significativamente ou até que um critério pré-definido seja atingido (Oliveira, 2023).

Em suma, a funcionalidade de ‘cluster' na plataforma STRING, complementada pela
aplicacdo de algoritmos como K-means e DBSCAN, é indispensavel para desvendar a
complexidade das interacbes proteina-proteina. O emprego desses algoritmos permite a
identificacdo eficiente de padrdes, estruturas e relacdes intrinsecas aos conjuntos de dados
proteicos. Essas técnicas de clusterizacdo sao cruciais para agrupar objetos ou dados similares,
facilitando significativamente a identificacdo de padrdes e relacbes funcionais nas redes
proteicas. Essa analise aprofundada de clusters ndo apenas esclarecem mais as vias metabodlicas
e processos celulares, mas também abre caminho para novas perspectivas e descobertas no

campo da bioinformatica e biologia molecular.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral: Elucidar o papel da enzima Putative L-amino-acid oxidase de
Gluconacetobacter diazotrophicus PA15 no contexto das interagdes proteina-proteina, focando
nas implicaces dessas interacdes no desenvolvimento e produtividade vegetal e identificar

potenciais aplicacfes agroecondmicas.

Objetivos Especificos:

1. Utilizar abordagens bioinformaticas para identificar proteinas parceiras que possam
interagir com a Putative L-amino-acid oxidase, com o intuito de explorar a
complexidade das interacdes proteina-proteina.

2. Empregar a plataforma STRING para construir uma rede de interagfes entre a Putative
L-amino-acid oxidase e suas proteinas parceiras, visando elucidar as relagdes funcionais
em um contexto bioldgico.

3. Enriquecer a rede de interacbes criadas e delimitar clusters, permitindo um
aprofundamento das relagdes funcionais entre os componentes da rede.

4. Investigar as funcdes biologicas das proteinas que interagem na rede construida, com
especial atencdo as implicacbes dessas interacdes no desenvolvimento vegetal e

aumento de produtividade vegetal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Identificagdo da sequéncia e sua andlise
No contexto deste estudo, a sequéncia da proteina Putative L-amino-acidoxidase foi
obtida no NCBI (The National Center for Biotechnology Information -

https://www.nchi.nlm.nih.gov/) com o nimero de acesso no GenBank: CAP56399. Para obter

informacBes mais abrangentes sobre a proteina, realizou-se uma analise no UniProt

(https://www.uniprot.org/) utilizando o nimero de identificacdo B5ZEA3.

4.2 Construcao de interagdo
A partir da sequéncia fasta do gene Putative L-amino-acid oxidase, foi construida uma
rede de interacdo proteina-proteina utilizando a plataforma STRING (https://string-db.org/).

Essa rede foi analisada para identificar os componentes envolvidos na interacdo com a proteina
Putative L-amino-acid oxidase, bem como descrever as interagdes observadas.

As interacdes encontradas em relacdo a proteina Putative L-amino-acidoxidas foram
verificadas e descritas, fornecendo informacdes valiosas sobre as possiveis vias e processos

biologicos envolvidos na funcdo da proteina Putative L-amino-acid oxidase.

4.3 Rede de interacgdo e Clusters

A metodologia empregada neste estudo envolveu a construcdo de uma rede de interagédo
utilizando a plataforma STRING. Preliminarmente, foi criada a estrutura basica da rede, em
seguida adicionados nos extras para enriquecer suas conexdes. Esse procedimento foi repetido
trés vezes, resultando em uma rede mais complexa e abrangente. Posteriormente, foi aplicado
0 algoritmo “Kmeans clustering” disponivel na plataforma STRING, com intuito de agrupar os
elementos da rede em quatro clusters distintos. Essa abordagem possibilitou a identificacéo e
analise de padrbes de interacdo entre os componentes da rede, assim como a identificacdo de

grupos especificos de nds com caracteristicas semelhantes.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://string-db.org/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rede de interacdo proteina-proteina - LAAO e seus parceiros.

A rede de interacOes resultante da andlise conduzida por meio da plataforma String
apresenta a proteina focal deste estudo, a "Putative L-amino-acid oxidase precursor" (LAAO),
bem como seus parceiros potenciais de interacdo. A representacao grafica dessa rede € ilustrada
na Figura 1, na qual a LAAO ¢ centralizada e é notadamente identificada pela coloragéo
vermelha.

Os detalhes especificos dos parceiros da proteina em analise, conforme retratados na
rede de interacOes (Figura 1), sdo abordados na Tabela 4. A referida tabela proporciona
informacGes descritivas abrangendo o nome das proteinas, suas respectivas funcdes e,

adicionalmente, suas identificacfes (IDs) nos bancos de dados Uniprot e String.

Figura 1 - Rede de interacdo proteina-proteina da plataforma String LAAO.

GDI1097

GDI1473
GDI0416

Proteina L-amino-acid oxidase

GDI1891 GDI2456

GDI0954

GDI2396

/dl NUOI

)

Dd;\\‘ ‘

”~ ‘\{a
\

O

GDI2454

dhB-2

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING (2023)
Cada esfera representa um no, ou seja, uma proteina. A esfera vermelha central € a proteina alvo deste
estudo (Putative L-amino-acid oxidase precursor). J4 as outras esferas coloridas indicam as proteinas na qual L-
amino-acid oxidase realiza interagdes.



Tabela 4 - Informacdes sobre a rede de proteinas gerada pela plataforma STRING.
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Tabela de Proteinas

ID String | ID Nome da Proteina Funcéo
Uniprot
GDI12456 B5ZEA3 | Putative L-amino-acid Molecular: Atividade Oxirredutase
oxidase Genes DA L -aminoacido oxidase estao
envolvidos na biossintese bacteriana de IAA.
GDI10416 D-isomer specific 2- Ligacdo NAD
B5ZJG8 .
hydroxyacid
dehydrogenase NAD-
binding
GDI1097 | A9HD25 | Proteina ndo -
caracterizada - Hipotética
GDI12396 Beta-cetoacil sintase Funcdo molecular:

B5zZDU8 . . . . .
atividade de 3-oxoacil-[acil-carrier-protein]
sintase; Atividade oxirredutase; Ligacdo de
Fosfopanteteina; Ligacao de ion de zinco;
Processo bioldgico:

Processo biossintético de acidos graxos
GDI2464 | B5ZEBO | NADH-quinona Atividade catalitica
nuol oxidoredutase
subunidade |
GDI11473 | B5ZE44 | D-isomer specific 2- Funcdo molecular:

hydroxyacid
dehydrogenase NAD-
binding

Ligacdo NAD.
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GDI0954 | A9HC45 | Proteina -
hipotética, ainda ndo tem
uma fungido
caracterizada.
GDI1891 | B5ZJX5 | Pyridoxal-dependent Cofator;
decarboxylase Funcéo molecular:
Atividade de carboxi-liase;
ligacdo de fosfato de piridoxal;
Processo metabdlico de aminoacidos.
GDI2454 | B5ZEA1l | Endoribonuclease L-PSP | Atividade catalitica
GDI0172 | B5ZEK7 | Thiamine pyrophosphate | Atividade carboxi-liase; Ligacdo de ions
pdc protein TPP binding de magnésio; Ligac&o pirofosfato de
domain protein tiamina; Processo metabolico de
moléculas pequenas.
GDI2455 | B5ZEA2 | Citocromo c classe | Cofator;
adhB-2

Componente celular: respirassoma.

Funcdo molecular:
Atividade de transferéncia de eletrons;
Ligacdo heme;

Ligacéo ion Ferro.

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

Sendo representado o c6digo no string e uniprot. Bem como o home da proteina e suas respectivas fungdes.

Os paragrafos seguintes se dedicam a elaboracdo ampliada das descricdes pertinentes

aos mencionados parceiros, os quais foram previamente apresentados na Tabela 4 e, por

conseguinte, na rede de interacdes (Figura 1). Essa abordagem tera o propésito de estabelecer

correlagdes substanciais entre esses parceiros e a LAAO (B5ZEAB3), incluindo a analise de sua

importancia no contexto da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus.

As proteinas B5ZJG8 e B5ZE44, presente na rede de interacdo acima, sdo caracterizadas

como D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase NAD-binding (figura 1, tabela 4). Tal
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enzima catalisa a reducéo reversivel de cetonas a hidroxiacidos correspondentes pela oxidacdo
simultanea do dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD+). Além disso, essa enzima é um
membro da familia de desidrogenases especificas para D-isdmeros de 2-hidroxiacidos
(2HADHSs) que contém uma ampla gama de oxidoredutases com varios papéis metabdlicos,
bem como aplicac6es biotecnoldgicas (Matelska et al., 2023).

Em relagdo as bactérias G. diazotrophicus, a enzima D-isomer specific 2-hydroxyacid
dehydrogenase NAD-binding desempenha um papel crucial no metabolismo do D-lactato, que
é gerado durante o processo de fixacdo de nitrogénio (Matelska et al., 2023). E importante
esclarecer que, embora esta enzima e a Putative L-amino-acid oxidase (LAAQO) ndo apresentem
uma relagdo direta, ambas s&o classificadas como flavoenzimas e atuam na catalisagdo da
desaminacdo oxidativa de amino&cidos. Deste modo, embora as fun¢des especificas dessas
enzimas possam diferir, suas atividades cataliticas sdo essencialmente similares em termos
bioguimicos.

Outra proteina que figura na rede de interagdes e que poderia ser um potencial parceiro
de interagdo com a L-amino-acid oxidase (LAAO) é a B5ZDU8, também conhecida como Beta-
ketoacyl synthase. Esta enzima desempenha um papel fundamental na sintese de acidos graxos
para uso pelo organismo, esses usos incluem armazenamento de energia e criacdo de
membranas celulares. Além de estar envolvida em uma variedade de outras funcdes metabodlicas
¢ celulares. As enzimas da classe B-cetoacil-ACP sintases sdo responsaveis pela reacdo de
alongamento inicial na via metabdlica em questdo. Elas utilizam acetil-CoA como molécula
inicial, ou primer, para alongar o malonil-ACP em duas unidades de carbono. Posteriormente,
estas enzimas catalisam o alongamento do substrato acil-ACP graxo em duas unidades
adicionais de carbono (Petterson et al., 2019).

Avancando na andlise, a proteina B5ZEA2, que integra a rede de interacGes e é
classificada dentro da categoria Cytochrome c, desempenha um papel critico na transferéncia
de elétrons e tem uma ampla distribuicéo entre bactérias. Esta enzima participa de uma série de
processos bioquimicos fundamentais, como a respiracdo celular e a neutralizacdo de peréxido
de hidrogénio (H20:). Adicionalmente, o citocromo ¢ comumente interage com outras enzimas
redox, servindo como um ponto crucial de entrada ou saida de elétrons nos respectivos ciclos
cataliticos (Bertini et al., 2006).

No contexto das bactérias G. diazotrophicus, a relevancia do citocromo ¢ (B5ZEA2) se
torna ainda mais evidente. Estudos revelaram que mutaces nos genes responsaveis pela
maturacdo do citocromo c resultaram em cepas bacterianas capazes de produzir apenas 5% da

auxina gerada pela cepa selvagem. Esses dados sugerem que uma proteina do citocromo ¢ pode
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estar implicada na producdo de &cido indol-3-acético (IAA) por G. diazotrophicus (Rodrigues
et al., 2016). Contudo, mais investigacdes sdo necessarias para elucidar completamente este
papel.

Outro possivel parceiro de interacdo com LAAO identificado na rede é a proteina
B5ZEBO, também conhecida como NADH-quinona oxidoredutase subunidade I. Essa enzima
de membrana integral, que possui maltiplas subunidades, esta presente tanto em bactérias como
em organelas eucarioticas. O Complexo | desta enzima é responsavel pela transferéncia
reversivel de elétrons do NADH soluvel para a quinona ligada a membrana, acoplando esta
reacdo a geracdo de uma forca motriz de prétons (PMF). Em eucariontes, essa enzima contribui
para cerca de 40% do PMF utilizado na sintese de ATP. Estudos também apontam que, em
bactérias, o Complexo | exerce diversas funcdes, influenciando tanto as condicdes de
crescimento como processos metabdlicos variados (Spero et al., 2015).

A seguir, temos a proteina BSZEAL indicada na rede de interagdo, também identificada
como Endoribonuclease L-PSP (proteina solivel em &cido perclorico de figado). Esta proteina
faz parte da familia YERO057¢/YjgF/UK114. A familia de proteinas YER057¢/YjgF/UK114 é
altamente conservada nos trés dominios da vida, mas atualmente ndo possui uma funcéo
bioguimica consensual (Mistiniene et al., 2003; Burman et al., 2007; Christopherson et al.,
2008). Acredita-se que membros dessa familia estejam envolvidos na biossintese de isoleucina
(Yeo7, Ibml, aldR) e purina (YjgF), bem como na degradacéo anaerobica de treonina (tdcF) e
manutencdo do DNA mitocondrial (Ibm1) (Mistiniene et al., 2003; Burman et al., 2007;
Christopherson et al., 2008). Essa familia de proteinas forma um homotrimero com um sitio de
ligacdo a polipeptideos (Lambrecht et al., 2010). No entanto, a funcdo exata dessas proteinas
ainda ndo foi determinada.

Além disso, a proteina B5ZJX5, classificada como Pyridoxal-dependent decarboxylase,
é outro elemento relevante na rede de interacdo analisada. Essa coenzima possui uma
versatilidade catalitica notavel e estd envolvida em uma ampla variedade de reacGes
bioguimicas, como transaminacdo, descarboxilacdo, desaminacdo, interconversdo de
aminodcidos L e D, e racemizacdo (Kumar, 2016).

Outra proteina que faz parte da rede de interacdo € a BSZEK?7, indicada como Thiamine
pyrophosphate protein TPP binding domain protein. O pirofosfato de tiamina (TPP) é uma
coenzima derivada da vitamina B1 (tiamina). A sintese de TPP em eucariotos requer tiamina
pirofosfoquinase (TPK), que catalisa a transferéncia de um grupo pirofosfato do ATP para a
tiamina. A TPP é essencial para 0s processos metabolicos centrais, incluindo a formacgéo de

acetil CoA a partir da glicose e o ciclo de Krebs (Timm., et al 2001). Tiamina é um
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microelemento essencial sintetizado por plantas e microrganismos. A forma ativa da tiamina, o
pirofosfato de tiamina (TPP), desempenha um papel proeminente nas atividades metabdlicas,
particularmente como cofator enzimético (Subki et al., 2020).

Por fim, as proteinas A9HC45 e A9HD?25, indicadas na rede de interacdo, sdo
classificadas como enzimas hipotéticas. Por ainda ndo terem funcgdes claramente definidas, isso
sublinha a necessidade de pesquisas adicionais para elucidar seus respectivos papéis
bioquimicos e funcionais.

As conclusbes baseadas na analise dos parceiros de interacdo da enzima Putative L-
amino-acid oxidase (LAAQO) em Gluconacetobacter diazotrophicus revelam um panorama
complexo de interagdes proteicas com implicagdes significativas no metabolismo e na fisiologia
bacteriana que pode ter seus efeitos na interagdo com o organismo vegetal. As proteinas
identificadas, como a D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase NAD-binding e a Beta-
ketoacyl synthase, demonstram a multifuncionalidade de G. diazotrophicus, a qual processos
como a fixacdo de nitrogénio e a sintese de acidos graxos séo cruciais. Embora a relagdo direta
entre a LAAO e estas proteinas ndo seja explicitamente clara, a natureza complementar de suas
funcdes sugere um panorama metabdlico interconectado que potencializa o crescimento vegetal
e a produtividade.

Adicionalmente, a integracdo de proteinas como o Cytochrome ¢ e a NADH-quinona
oxidoredutase subunidade | na rede de interacdes ressalta a complexidade das vias metabolicas
envolvidas na respiracdo celular e na geracdo de energia. A presenca de enzimas como a
Endoribonuclease L-PSP e a Pyridoxal-dependent decarboxylase, com funcdes ainda nédo
totalmente elucidadas, abre caminhos para novas investigacfes que podem revelar aspectos
desconhecidos da biologia de G. diazotrophicus. Estes achados, juntamente com a descoberta
de enzimas hipotéticas, sublinham a importancia de explorar a rede de interacGes proteicas para
uma compreensao mais completa das capacidades metabdlicas e potencial biotecnolégico de G.
diazotrophicus. Os topicos posteriores terdo como escopo aprofundar e delimitar as interacGes
compartilhadas com as proteinas aqui identificadas, além de analisar a confiabilidade estatistica

da rede de interacdes geradas.
5.2 Analise da estatistica da rede de interacao
A andlise estatistica da rede de interacdo, disponivel na se¢do 'Anélises' da plataforma

STRING, oferece informagdes cruciais para decifrar a complexidade inerente aos sistemas

bioldgicos. Tais informagdes estdo expostas abaixo na Tabela 5.
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Tabela 5 - Informacdes gerais sobre as estatisticas de rede fornecidas pela plataforma
STRING.

Estatistica de rede

NUmero de nés: 11 Numero esperado de arestas: 18
NUmero de arestas: 19 Valor P de enriquecimento PPI: 0,424
Grau medio do n6: 3,45 Meédia coeficiente de agrupamento local: 0,761

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

Na tabela 5 é evidenciado o nimero de nds presentes na rede de interacdo, nesse caso
existem 11 nés demonstrado na rede. Tais nos fazem referéncia ao nimero total de proteinas
(ou genes) presente na rede gerada a partir da proteina analisada.

A andlise estatistica forneceu informagdes sobre o numero de arestas, conforme
apresentado na Tabela 5. Em uma rede de interagéo, as arestas simbolizam as relagcdes entre 0s
nos, que, neste contexto, representam proteinas ou genes. Cada aresta estabelece uma ligacéao
entre dois nds, indicando uma interacdo especifica entre eles. Os detalhes sobre os tipos dessas
interacdes serdo analisados e descritos posteriormente neste trabalho.

No caso da rede de interacdo proteina-proteina em estudo, foram identificadas 19
arestas. Por outro lado, o "niimero esperado de arestas” refere-se ao total de arestas que se espera
encontrar em uma rede aleatéria com 0 mesmo numero de nés. Na rede ilustrada na Figura 1,
esse numero é de 18 arestas. Isso sugere uma variacdo minima, de apenas uma aresta, entre o
namero observado e o numero esperado de interagdes na rede.

Corroborando com esses dados, a tabela 5 fornece o 'valor-p de enriquecimento de PPI'.
Este parametro avalia se as interacfes dentro da rede sdo mais frequentes do que o que seria
esperado ao acaso. Um valor-p baixo (inferior a 0,05) geralmente indica que as interacdes na
rede sdo significativas. O nimero 0,424 sugere que a rede de interacGes de proteinas ndo é
estatisticamente enriquecida em comparacdo com uma rede aleatéria, o que significa que as
interacdes observadas podem ocorrer ao acaso.

A Tabela 5 também apresenta dados sobre o grau médio de nd, que ¢ uma medida do
nimero médio de conexdes que cada no estabelece dentro da rede. Este valor é especificado
como 3,45 na tabela. Um grau médio de n6 elevado pode ter significancia biolégica, indicando
nés altamente interconectados. Contudo, é importante observar que um valor de grau

excessivamente alto pode ser um sinal de ruido nos dados. No caso da rede de interacdo que
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estamos estudando, essa preocupacgdo ndo se aplica, uma vez que o grau médio observado ndo
foi excessivamente alto.

Além disso, a tabela 5 apresenta o coeficiente de agrupamento local médio da rede
analisada. Tal grau indica como 0s nés em uma rede tendem a agrupar-se, de modo que
possibilite identificar conjuntos funcionalmente relacionados das proteinas que compdem a
rede de interacdo. Os valores mais proximos de 1 deste coeficiente indicam um alto nivel de
agrupamento. A rede que esta sendo descrita possui o valor 0,761 como coeficiente local médio,
indicando que, em média, as proteinas na rede tém uma alta probabilidade de formar grupos de
interacdes.

Com base nesses dados, fica evidente que a rede ndo apresenta um ndmero
significativamente maior de interacGes do que o inicialmente esperado. 1sso pode sugerir que 0
conjunto de proteinas analisado é relativamente pequeno ou que consiste essencialmente em
uma colecdo aleatéria de proteinas pouco interconectadas. No entanto, isso ndo exclui a
possibilidade de que as proteinas selecionadas sejam biologicamente significativas. Pode ser
que as proteinas da bactéria em questdo ainda ndo tenham sido amplamente estudadas, o que
limitaria nosso conhecimento sobre suas possiveis interagcdes ou parceiros protéicos. Assim,
essas interacdes ainda podem ndo estar registradas no banco de dados STRING. Essa situacéo
ressalta a importancia de expandir o conjunto de dados em analise ou de explorar outras fontes

de informacéo para validar as interagdes biologicas identificadas.

5.3 Analise do enriquecimento funcional na rede de interacdo para LAAO

O estudo das redes de interacdo bioldgica oferece uma visdo holistica dos complexos
sistemas biologicos, permitindo-nos entender como as diferentes entidades (tais como genes,
proteinas ou metabdlitos) interagem entre si para formar caminhos ou complexos funcionais.
No entanto, a mera identificacdo dessas interacfes muitas vezes ndo € suficiente para fornecer
um entendimento completo de sua relevancia bioldgica. E aqui que a anélise de enriquecimento
funcional se torna crucial.

O conceito de "enriquecimento funcional" refere-se a identificacdo estatistica de
funcdes bioldgicas, processos ou estruturas celulares que estdo representados em um conjunto
particular de entidades, em comparag¢ao com o que seria esperado em uma distribuicao aleatoria.
Essa analise ndo s6 ajuda a validar os resultados da rede de interacdo, como também
proporciona insights adicionais sobre os papéis funcionais e 0s mecanismos subjacentes dessas

associagdes na rede.
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As tabelas geradas por essas analises estdo apresentadas abaixo. No entanto, é
fundamental a prévia descricdo de duas colunas de grande importancia que correspondem a
valores estatisticos relacionados ao enriquecimento. A primeira delas é denominada 'Forca'.
Essa medida descreve o tamanho do efeito do enriquecimento, revelando o quédo forte é a
associacao entre o termo bioldgico especifico e as proteinas na rede sob estudo. Quanto maior
o valor nessa coluna, mais significativo é o enriquecimento. Um valor positivo indica que o
termo em questdo esta mais presente na rede estudada do que seria esperado ao acaso.

A segunda coluna refere-se & 'Taxa de Descoberta Falsa', indicando a significancia do
enriquecimento. Quanto menor o valor nessa coluna, mais robusto € o resultado. Trata-se de
uma medida estatistica que incorpora corre¢des para prevenir falsas descobertas de associagdes.
Valores baixos apontam que o enriquecimento € estatisticamente confiavel e menos suscetivel
a interpretacdes equivocadas.

Um dos resultados apresentados referente a rede de interacdo da proteina aqui estudada
se refere ao Gene Ontology (GO) (Tabela 6). GO é um recurso extensivamente utilizado em
bioinformética que oferece um vocabulario padronizado para descrever genes e proteinas em
termos de suas fungdes bioldgicas associadas, processos celulares em que estdo envolvidos e
os componentes celulares onde se localizam. Em relacéo ao GO, observa-se a classificacao das
proteinas da rede de acordo com a fungdo molecular, nesse quesito destaca-se a atividade
remodeladora da cromatina dependente de ATP, encontrada em duas enzimas hipotéticas

(GDI11097) e (GDI10954) conforme destacada nas esferas em vermelho na figura 2.

Tabela 6 - Processo biolégico (Ontologia génica-GO).

Enriquecimento funcional da rede de interacdo para LAAO

Funcdo molecular (Gene Ontology)

Termo - Descricao Forca | Taxa de descoberta
GO falsa

IR: 0140658 | Atividade remodeladora da cromatina dependente de | 2.54 0,0321
ATP

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

Nesta tabela é possivel ver quais processos a rede de interacdo estdo envolvidas com a L-amino-acid oxidase.
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Figura 2 - Funcdo molecular (Gene Ontology).
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING.
A cor vermelha corresponde as proteinas que estdo envolvidas na atividade remodeladora da cromatina
dependente de ATP.

Na plataforma STRING, na se¢do de analise, a referida “Agrupamento Local na Rede"
é representada na (Tabela 7) e diz respeito a identificacdo de agrupamentos de proteinas que
interagem entre si em regides especificas de uma rede de interacdes de proteinas. Esses
conjuntos de proteinas sdo comumente denominados clusters e denotam uma concentracdo de
interacdes entre as proteinas em areas localizadas dentro da rede. Os "Agrupamentos Locais na
Rede" fazem referéncia a conjuntos de proteinas que ja sdo previamente conhecidos por
interagirem entre si e que estdo pré-determinados ou caracterizados como agrupamentos na rede
de interacBes de proteinas, disponiveis no banco de dados da plataforma STRING. Esses
agrupamentos representam conjuntos de proteinas que possuem relagdes biologicas ou
funcionais especificas e sdo identificados com base em evidéncias experimentais ou em dados
ja conhecidos. A presenca desses clusters indica uma probabilidade maior de que as proteinas
contidas em cada cluster estejam envolvidas em func6es bioldgicas semelhantes ou participem

de vias metabdlicas ou processos celulares especificos.
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Tabela 7 - Clusters identificados e relacionados com a rede de interagéo L-amino-acid
oxidase.

Agrupamentos Locais na Rede

Descrigdo Forca Taxa de

descoberta

Misto, incluindo Proteina contendo dominio CBS CBSX3, dominio CBS e 2.31 0,00085

Amino oxidase

Misto, incluindo 2-hidroxiacido desidrogenase especifico do isoméro D, 1,73 0,0076

dominio de ligacdo a NAD e hidrolase semelhante haloacido dehalogenase

Fosforilagio oxidativa e ligagdo Heme 1.29 |(0,0088

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING.

Um dos cluster identificados na rede de interacdo da proteina putativa L-aminoacido
oxidase foi “Proteina contendo dominio CBS CBSX3, dominio CBS ¢ Amino oxidase” sendo
representado na Figura 3 pela coloracdo verde as proteinas L-amino-acid oxidase (GDI12456),
Endorribonuclease (GDI2454) e Citocromo C (GDI12455). O dominio proteico CBS, também
conhecido como Cystathionine Beta-Synthase, € um dominio protéico altamente conservado ao
longo da evolucdo e estd presente no proteoma de arqueobactérias, procariotos e eucariotos.
Esses dominios CBS sdo frequentemente encontrados em repeticbes em tandem e estdo
presentes em proteinas com diversas func@es, tanto em compartimentos citosélicos como de
membrana, desempenhando papéis variados, tais como enzimas metabodlicas, quinases e canais
ionicos (Ignoul & Eggermont, 2005). O dominio CBS é importante por sua capacidade de
ligacdo a nucleotideos, como o ATP, e pode ocorrer em diferentes repeticdes dentro de uma
Unica proteina. Sua funcdo principal envolve a regulacdo de moléculas de adenosina trifosfato
(ATP) e/ou sulfato. Esse dominio desempenha um papel fundamental em varias vias
metabolicas, incluindo a regulacdo da producdo de adenosina trifosfato (ATP) e a resposta a
mudancas nas concentracdes de adenosina trifosfato (ATP) e sulfato (Ignoul & Eggermont,
2005).

A relacdo do dominio CBS em bactérias foi abordada em um estudo conduzido por
Huynh et al. (2016). Este estudo indicou que esse dominio desempenha um papel na regulacdo
da importacéo de solutos compativeis, como a carnitina, em resposta ao estresse osmatico. Essa

regulacdo € mediada pelo segundo mensageiro c-di-AMP, que interage com o dominio CBS.
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Essa interacdo é de suma importancia para a capacidade da bactéria se adaptar as mudancas nas
condicdes ambientais.
Os dominios CBS estdo correlacionados com atividade de crescimento e

desenvolvimento da planta, mediante a via regula¢éo do sistema de tioredoxina, bem como na
resposta ao estresse abidtico e bidtico (Mou et al., 2015). No mesmo estudo, um dominio CBS

contendo o gene da proteina, OsCBSX3, ¢é funcionalmente caracterizado na resisténcia do arroz
contra Magnaporthe oryzae (M. oryzae), atuando como regulador positivo.

O segundo cluster identificado na analise de enriquecimento esta esta identificado na
figura 3 pela coloracdo azul as duas proteinas 2-hydroxyacid dehydrogenase (GDI0416) e
(GDI1473) bem como a Pyridoxal-dependent decarboxylase (GD11891) sendo relacionadas ao
agrupamento misto, de 2-hidroxiacido desidrogenase especifico do isoméro D. A familia de
proteinas das d-2-hidroxiacido desidrogenases inclui vérias enzimas, como a d-lactato
desidrogenase, a d-glicerato desidrogenase, a d-3-fosfoglicerato desidrogenase e a proteina H
de resisténcia a vancomicina. Essa familia de proteinas pode estar envolvida em diversas vias
metabolicas, incluindo a degradacdo de aminoéacidos, biossintese de aminoacidos e o ciclo do
acido citrico (TCA) (Grant, 1989).

No contexto de plantas e bactérias, as 2-hidroxiacido desidrogenases desempenham
papéis importantes em vérias vias metabolicas. Em plantas, essas enzimas podem estar
envolvidas na degradacdo de aminoacidos, sendo essenciais para a mobilizacdo de nitrogénio
durante o desenvolvimento das plantas. J4 em bacteérias, essas enzimas podem estar relacionadas
a fermentacdo e a utilizagéo de diferentes fontes de carbono (Kumsab et al., 2020).

Na area de plantas, a d-2-hidroxiacido desidrogenases tem um papel significativo no
metabolismo de acidos graxos e pode estar envolvida na producdo de energia durante a
germinacdo de sementes e no desenvolvimento de plantulas. Além disso, ela pode desempenhar
um papel na degradacdo de aminoacidos especificos (Kumsab et al., 2020).

Em bactérias, as D-2-hidroxiacido desidrogenases sdo cruciais para a degradacdo de
substratos especificos, como o D-2-hidroxiacido da isoleucina, um aminoacido. Essas enzimas
podem participar de vias metabolicas relacionadas a utilizacao de fontes alternativas de carbono
ou a producdo de compostos intermediarios necessarios para o crescimento bacteriano.

O ultimo Cluster identificado esta relacionado a fosforilacdo oxidativa e ligacdo do
grupo heme, indicados na figura 3 pela coloracdo vermelha as proteinas sdo Putative L-amino-
acid oxidase (GDI2456), Endorribonuclease (GDI2454), NADH-quinona oxiredutase
Subunidade | (GDI2464) e Citocromo C (GDI2455). Esse grupo heme é um anel heterociclico
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de porfirina (tetrapirrol) que coordena no centro um atomo de ferro em sua forma reduzida
(Fe?+). O ferro coordenado pelo heme gera um centro redox ativo que confere a este grupo
prostético, quando ligado a proteinas, a capacidade de transferir elétrons em citocromos da
cadeia de transportes de elétrons; transportar oxigénio; atuar no ciclo catalitico de enzimas
(Lima, 2020).

Em conclusdo, a andlise dos clusters da rede de interacdo da proteina putativa L-
aminoécido oxidase revelou multiplas conexdes envolvendo dominios protéicos altamente
conservados como o CBS e enzimas chave como as 2-hidroxiacido desidrogenases, assim como
grupos relacionados a fosforilacdo oxidativa e a ligacdo do grupo heme. Cada um desses
clusters representa uma faceta importante de sistemas biol6gicos complexos, seja na regulagédo
metabolica, na resposta ao estresse ambiental ou na transferéncia de elétrons. O dominio CBS,
por exemplo, ressalta a complexidade evolutiva e funcional da rede, ja que sua presenca e
funcionalidade se estendem desde arqueobactérias até eucariotos, influenciando diversas vias
metabolicas e mecanismos de regulacdo. As 2-hidroxiacido desidrogenases, por outro lado, tém
implicacdes diretas tanto no metabolismo bacteriano quanto vegetal, ligando assim as redes de
interacdes em diferentes organismos. Finalmente, a presenca do grupo heme em um dos clusters
sugere o envolvimento dessas proteinas em processos vitais de transferéncia de elétrons e
transporte de oxigénio. Estas multiplas facetas ndo apenas reforcam a complexidade intrinseca
dessas redes protéicas, mas também sublinham a necessidade de estudos futuros para decifrar

as interacOes funcionais e significados bioldgicos mais amplos.
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Figura 3 - Clusters identificados e relacionados com a rede de interacéo de L-

amino-acid oxidase.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING.
Cada cor representa um agrupamento de proteinas que interagem entre si em um local especifico. Cor
verde - Misto, incluindo Proteina contendo dominio CBS CBSX3, dominio CBS e Amino oxidase; Cor azul -

Misto, incluindo 2-hidroxiécido desidrogenase especifico do isoméro D, dominio de ligacdo a NAD e hidrolase

semelhante haloacido dehalogenase; Cor vermelha - Fosforilacdo oxidativa e ligagdo heme.

Outro resultado da analise de enriquecimento esta relacionado as vias do KEGG (tabela
8), que se referem a um conjunto de informacgdes sobre vias metabolicas e de sinalizacao
presentes no banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). O KEGG é
uma fonte de dados amplamente utilizada que oferece informacdes detalhadas sobre as

interacdes e fungdes de genes e proteinas.

Tabela 8 - Vias KEGG..

Vias KEGG
Descricéo Forca Taxa de descoberta falsa
Metabolismo da tirosina 1.8 0,0367

Metabolismo do triptofano 1,72 0,0367
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Metabolismo de fenilalanina 1,69 0,0367
Metabolismo da glicina, serina e treonina 1.36 0,0366
Biossintese de metabolitos secundarios 0,66 0,0367
Vias metabélicas 0,38 0,0367

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING.

Nesta tabela € possivel ver quais vias fazem parte das proteinas analisadas.

Na analise da via KEGG, constatou-se que a enzima L-amino&cido oxidase (GDI12456)
tem atuacdo em todas as vias metabolicas representadas no KEGG, conforme ilustrado na
Figura 4 pela esfera central que exibe diversas colora¢des, cada uma correspondente a uma via
especifica listada na tabela anterior. Em relagdo ao metabolismo de glicina, serina e treonina,
assim como a biossintese de metabolitos secundarios e outras vias metabolicas, essas areas sao
abordadas pelas duas enzimas 2-hydroxyacid dehydrogenase (GDI1473) e (GDI0416). Ja a
proteina Pyridoxal dependent decarboxylase (GDI11891) esta envolvida no metabolismo de
tirosina, triptofano e fenilalanina, além de também participar da biossintese de metabdlitos
secundarios e outras vias metabolicas. As enzimas Beta cetoacil sintase (GDI2396), NADH-
quinona oxiredutase (GDI2464) e Endorribonuclease (GDI2454) atuam unicamente em vias
metabolicas gerais. Por Gltimo, as proteinas pdc Thiamine pyrophosphate protein (GD10172) e
Citocromo C (GDI2455) sdo ativas na biossintese de metabdlitos secundarios e em outras vias
metabdlicas.

O metabolismo de aminoacidos como tirosina, triptofano, fenilalanina, glicina, serina e
treonina, identificados na andlise de enriquecimento, desempenha um papel crucial na producéo
de proteinas fundamentais, incluindo hormdnios vegetais. Em particular, 0 metabolismo do
triptofano (Trp) serve como precursor principal para a biossintese de acido indolacético (1AA),
uma variante de auxina. Este aminoacido é sintetizado por uma rota inicialmente compartilhada
com outros dois aminoacidos: fenilalanina e tirosina (Galvao, 2012; Gomes, 2020).

Ainda referente a via KEGG vale destacar a tirosina, que faz parte de uma importante
familia de enzimas de sinalizacdo celular. Além disso, serina e treonina tém sido descritas em
diversas bactérias patogénicas como enzimas essenciais em vias de sinalizacdo que dependem
de fosforilacdo (Manegatti, 2014). Este conjunto de informacdes sublinha a importancia desses
aminodcidos e suas vias metabdlicas associadas, tanto em contextos vegetais quanto

bacterianos.



41

Por fim, com relagdo a coluna chamada ‘for¢a’ encontrada na tabela 8, é possivel
verificar que os valores das vias do metabolismo de tirosina (1.8), triptofano (1,72) fenilalanina
(1,69), glicina, serina e treonina (1,36). S&o relativamente altos e positivos, informando que o
enriquecimento pode ser considerado significativo. Mostrando que ha uma maior presenca
desse termo na rede em relacdo ao esperado por acaso. J& no que concerne aos valores da taxa
de descoberta falsa, todas as vias possuem o valor (0,0367), exceto uma que tem o valor
(0,0366) inferindo que o enrigquecimento € estatisticamente confiavel.

Figura 4 - Rede de interacéo da proteina putative L-amino-acid oxidase de G.

diazotrophicus PAL 5, representando as vias KEGG.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING (2023).
Cada cor corresponde a uma via KEGG: Amarela - vias metabdlicas; verde claro - biossintese de metabélitos
secundarios; vermelho - metabolismo de fenilalanina; azul - metabolismo de triptofano; rosa - metabolismo de

tirosina; verde escuro - metabolismo de serina, glicina e treonina.

5.4 Andlise das interacgdes entre os componentes do interactoma de L-amino-acid-

oxidase

No contexto da rede de interagdo proteina-proteina analisada pelo STRING, o0s
resultados forneceram perspectivas valiosas sobre as interacGes especificas (arestas) entre a
proteina em estudo e suas parceiras associadas. Essas informac6es permitem fazer inferéncias

significativas, que serdo detalnadamente apresentadas e discutidas a seguir:
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5.4.1 Base de dados

Em relagdo as evidéncias em banco de dados para interacdes entre parceiros e a L-
amino-acid oxidase, os resultados indicam a auséncia de banco de dados especificos em G.
diazotrophicus. No entanto, em outros organismos foi encontrada a presenca de interacoes entre
parceiros em bancos de dados relacionadas a proteinas homdlogas das proteinas da rede aqui
estudada. Observou-se que as proteinas homdlogas da rede—tais como putative L-amino acid
oxidase, citocromo c e putative descarboxilase de tirosina—estdo envolvidas em vias
metabllicas e na biossintese de metabolitos secundarios em Acetobacter ascendens. Em
Burkholderia stagnalis, também foi identificada as proteinas putative L-amino-acid oxidase e
putative descarboxilase de tirosina, que por sua vez, estdo envolvidas nas mesmas vias
metabdlicas mencionadas anteriormente para A. ascendens.

Ao examinar as caracteristicas de Acetobacter ascendens e Burkholderia stagnalis, é
importante considerar suas semelhancas e diferencas com Gluconacetobacter diazotrophicus,
especialmente em termos de interacdo com plantas. A. ascendens € notavel por sua habilidade
em oxidar etanol em &cido acético, um processo vital na inddstria de alimentos, particularmente
na producéo de vinagre (Qiu et al., 2021). Contudo, diferentemente de G. diazotrophicus, ndo
existem evidéncias claras de uma relacdo simbidtica especifica entre A. ascendens e plantas.
Esta lacuna destaca uma diferenca fundamental no metabolismo e na interacdo ambiental de A.
ascendens.

Burkholderia stagnalis, por outro lado, faz parte do versatil género Burkholderia,
reconhecido por seu potencial em promover o crescimento de plantas por meio de diversos
mecanismos. Apesar das informacdes especificas sobre a simbiose de B. stagnalis com plantas
serem limitadas, o género Burkholderia é conhecido por contribuir para o crescimento e
protecdo das plantas, através de mecanismos como a producdo de horménios vegetais,
exopolissacarideos e sensor de densidade (quorum sensing) (Santos et al., 2022).Estas
interacdes sdo fundamentais para a agricultura e gestdo ambiental, demonstrando a ampla gama
de interac@es ecoldgicas das Burkholderia em comparacdo com G. diazotrophicus.

A analise evolutiva destas bactérias revela adaptacdes Unicas a nichos ecoldgicos
especificos. G. diazotrophicus evoluiu para uma associacdo simbiética estreita com plantas,
especializando-se na fixacdo de nitrogénio. Em contraste, A. ascendens e B. stagnalis
desenvolveram nichos ecolégicos e metabdlicos distintos, refletindo adaptacdes evolutivas a
ambientes especificos e necessidades metabolicas variadas, influenciando suas interagdes com

plantas e outros organismos no ecossistema.
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Com base nos resultados e analises realizadas, é viavel propor a hipotese de que as
proteinas putative L-amino acid oxidase, citocromo c e putative descarboxilase de tirosina em
Gluconacetobacter diazotrophicus, e seus equivalentes em Acetobacter ascendens e
Burkholderia stagnalis, desempenham um papel fundamental na adaptacdo dessas bactérias ao
ambiente. Tal adaptacdo pode influenciar a interacdo dessas bactérias com plantas,
especialmente através do papel dessas proteinas nas vias metabdlicas e na biossintese de
metabdlitos secundarios, principalmente relacionando o género Burkholderia com a G.
diazotrophicus. Estas proteinas estdo potencialmente envolvidas na producdo de horménios
vegetais, antibioticos ou pigmentos, influenciando significativamente a interacdo bacteriana
com o ambiente e outras espécies. A compreensdo desses mecanismos pode ser crucial para o

avanco de aplicagdes biotecnoldgicas e agricolas.

5.4.2 Vizinhanga no Genoma

A Figura 5 aborda os resultados referente a vizinhanga génica, cujo conceito se refere
a posicdo espacial de genes situados em regides adjacentes do genoma. Este aspecto &
particularmente relevante no contexto bacteriano por duas razdes principais: o tamanho
compacto do genoma bacteriano e a existéncia de operons. No genoma bacteriano, o espaco é
um recurso escasso e altamente organizado. Assim, genes que sdo vizinhos frequentemente
participam de vias metabdlicas similares ou estdo envolvidos em funcdes bioldgicas
relacionadas. Além disso, a presenca de operons—unidades de transcricdo multipla onde varios
genes sdo regulados como um Unico conjunto—acrescenta uma camada adicional de
complexidade e eficiéncia na regulacdo génica.

Dessa forma, o estudo da vizinhancga génica em bactérias ndo é apenas uma questéo de
mapeamento genético, mas também uma ferramenta valiosa para entender as redes de regulacédo
e as vias metabdlicas desses organismos. Isso pode fornecer perspectivas importantes para a
biologia funcional e potenciais aplicagdes em diversas areas nas ciéncias.

Ao analisar o score fornecido pelo STRING, é possivel determinar a qualidade da
interacdo entre as proteinas. Quanto mais proximo de 1, melhor é a pontuacdo (score). Nesse
contexto, as proteinas Endoribonuclease GDI2454 (score 0.979) (cor bege), Citocromo C
GDI2455 (score 0.978) (cor verde) apresentaram os melhores resultados. Indicando uma alta
probabilidade de interacdo, estando proximas um do outro no genoma (figura 5). Salientando,
que ambas estdo adjacentes a laao em G. diazotrophicus, assim como € apresentado na figura
5.
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No contexto da relacdo entre as proteinas GDI2455 e GDI2454 e G. diazotrophicus o
estudo de Rodrigues et al. (2016) analisou o contexto genémico e revelou que o gene laao esta
localizado adjacente aos genes cccA e ridA, que correspondem aos genes GDI2455 (citocromo
c) e GDI2454 (Endoribonuclease) respectivamente da rede de interagdo proteina-proteina aqui
estudada, corroborando com o que é visualizado na figura 5. Esses genes sdo previstos para
codificar, respectivamente, um putativo citocromo C e uma proteina RidA, conhecida como
desaminase A intermediaria reativa. Estes dados corroboram com a hipétese de que a expressao
de ridA, cccA e laao sdo necessarios para a biossintese de |AA através da via IPyA, sendo esta
a principal via para a sintese de IAA em G. diazotrophicus (Rodrigues et al., 2016).

Outra proteina que faz parte do genoma encontrado em G. diazotrophicus é nuol
conhecida como NADH-quinona oxidoredutase subunidade | (GDI12464) (cor rosa), ao lado
LAAO (vermelha) (figura 5). Essa enzima de membrana integral, que possui multiplas
subunidades, esta presente tanto em bactérias como em organelas eucarioticas. O Complexo |
desta enzima é responsavel pela transferéncia reversivel de elétrons do NADH soldvel para a
quinona ligada a membrana, acoplando esta reacéo a geracdo de uma forca motriz de prétons
(PMF). Estudos também apontam que, em bactérias, o0 Complexo | exerce diversas fungdes,
influenciando tanto as condicGes de crescimento como processos metabolicos variados (Spero
et al., 2015).

A analise da proximidade fisica dos genes quinona oxidoredutase subunidade I, L-
amino-acid oxidase, citocromo ¢ e endoribonuclease no genoma de Gluconacetobacter
diazotrophicus sugere uma regulacdo coordenada. Esta hipdtese abrange maltiplos aspectos,
incluindo regulacdo transcricional coordenada, participacdo em vias metabodlicas
complementares, resposta adaptativa a condi¢cbes ambientais e implicacGes evolutivas, que
serdo detalhados a seguir.

No que se refere a regulacdo transcricional coordenada, a proximidade desses genes
pode indicar mecanismos de regulacdo similares ou compartilhados. Por exemplo, eles podem
estar sob o controle de um promotor comum ou de elementos regulatérios que respondem a
sinais ambientais semelhantes. Isso implica que, diante de condi¢des especificas como estresse,
disponibilidade de nutrientes ou sinais emitidos pela planta hospedeira, esses genes podem ser
ativados ou reprimidos simultaneamente.

Quanto a participacdo em vias metabolicas complementares, a coexisténcia desses genes
pode indicar uma funcdo metabdlica compartilhada ou complementar dentro da bactéria. A
quinona oxidoredutase subunidade I e o citocromo c, envolvidos na cadeia de transporte de

elétrons, desempenham um papel sinérgico na geracdo de energia. A L-amino-acid oxidase,
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relacionada a producdo de metabolitos secundarios, pode interagir com a via de transporte de
elétrons, enquanto a endoribonuclease, atuando na regulacdo da expressao génica, pode ajustar
a resposta celular as mudancas no metabolismo energético.

A resposta adaptativa a condi¢cdes ambientais, representada pela co-localizacdo desses
genes, sugere uma adaptacdo evolutiva para uma resposta rapida e coordenada a mudangas
ambientais. Em um contexto simbidtico, esses genes podem ser fundamentais na otimizacdo da
interacdo bactéria-planta, ajustando o metabolismo bacteriano para beneficiar a planta
hospedeira sob condic6es especificas.

As implicagOes evolutivas sugerem que a organizacdo gendmica desses genes pode
refletir uma evolugdo conjunta, devido ao seu papel colaborativo no sucesso da bactéria em
ambientes especificos, incluindo a simbiose com plantas.

Em sintese, a proximidade e possivel regulacdo coordenada desses genes no genoma de
G. diazotrophicus indicam uma conex&o funcional vital para a eficiéncia metabolica da bactéria
e, consequentemente, para a simbiose com a planta hospedeira. Compreender essa correlagdo
fornece insights importantes sobre as estratégias metabolicas e adaptativas das bactérias em
ambientes simbioticos.

Esta interacdo genética em bactérias simbiontes pode aprimorar a eficiéncia energetica,
o fornecimento de nutrientes e a regulacdo génica, criando condicdes favoraveis ao crescimento
das plantas. A relacdo simbidtica entre bactérias e plantas é complexa, onde cada gene e enzima
desempenha um papel significativo na saude e no crescimento vegetal. Por exemplo, a quinona,
atuando na cadeia de transporte de elétrons, e o citocromo c, transportando elétrons entre 0s
complexos da cadeia respiratoria, sdo essenciais para a geracao eficiente de ATP. Em simbiose,
0s genes que codificam essas proteinas sdo cruciais para a eficiéncia energética da bacteéria,
influenciando positivamente o crescimento e a satde da planta hospedeira.

Adicionalmente, a L-amino-acid oxidase, ao catalisar a oxidacdo de aminoéacidos L,
libera amdnia, um nutriente valioso para as plantas, enquanto as endoribonucleases, envolvidas
no processamento do RNA e na regulacéo da expressdo génica, podem influenciar a regulacéo
de genes que afetam a interacdo simbidtica. Em relacdo a LAAO. Assim, essas enzimas podem
otimizar o crescimento e a salde das plantas.

Portanto, o gene quinona oxidoredutase subunidade I, em conjunto com L-amino-acid
oxidase, citocromo c e endoribonuclease, pode ser essencial para o crescimento das plantas. No

entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar completamente essas hipoteses.
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Figura 5 - Representa a vizinhancga génica na bactéria G. diazotrophicus.

Gluconobacter (5 taxa)

(+] Asaia (4 taxa)

Belnapia (3 taxa)

Acidiphilium (3 taxa)

Commensalibacter (2 taxa)

Gluconacetobacter diazotrophicus ~ERDD0O-D0OD DT
Gluconacetobacter sp. SXCC1

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING.
Cor vermelha - Putative L-amino-acid oxidase; Cor verde - Citocromo C; Cor bege -

Endorribonuclease; Cor rosa - Quinona Oxiredutase subunidade I.

No estudo de trés filos bacterianos distintos, foram identificadas duas homélogas
enzimas associadas ao homélogo da LAAO: A 2-hydroxyacido desydrogenase e Beta-ketoacyl
sintase (Figura 6). No contexto planta-bactéria, as 2-hidroxiacido desidrogenases assumem
papeéis importantes em diversas vias metabolicas. Nas plantas, estas enzimas séo cruciais para
a degradacdo de aminodcidos, sendo fundamentais na mobilizacdo de nitrogénio durante o
desenvolvimento vegetal. Em bactérias, estdo relacionadas a fermentacao e ao uso de diferentes
fontes de carbono. Assim, as 2-hidroxiacido desidrogenases sdo essenciais tanto para o
metabolismo bacteriano quanto vegetal, estabelecendo um elo entre as redes de interacdes
metabolicas nestes organismos (Kumsab et al., 2020).

A proximidade genética dessas enzimas sugere uma possivel coordenacao na expressao
de proteinas que operam em vias metabolicas interconectadas ou complementares. Por
exemplo, enquanto a 2-hidroxidcido desidrogenase e a LAAO atuam no metabolismo de
aminodcidos, a beta-ketoacyl sintase é fundamental na sintese de acidos graxos. Essa associacao
indica uma possivel interdependéncia metabolica, na qual os produtos ou intermediarios de uma
via podem influenciar a outra. Além disso, a regulacdo coordenada desses genes pode ser vital
para a adaptacdo das bactérias a variagcbes ambientais, como mudancas na disponibilidade de
nutrientes.

Este panorama amplia a compreensdo sobre a complexidade e a amplitude das
interacdes bacterianas no desenvolvimento vegetal. Cada enzima apresenta um papel
fundamental, seja em processos metabdlicos especificos ou em uma gama de fungbes

bioldgicas, contribuindo para o crescimento e desenvolvimento das plantas.
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Figura 6- Vizinhanga da rede de interagdo da L-amino-acid oxidase com as demais

proteinas.
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Fonte: Elaborada pela autora com base nos dados do STRING.
Cor vermelha - Putative L-amino-acid oxidase; Cor bege - Endorribonuclease; Cor verde - Citocromo C; Cor

azul - 2-hydroxyacido desydrogenase; Cor lilas - Beta-ketoacyl sintase.

5.4.3 Coocorréncia entre genomas

Na andlise de co-ocorréncia, avalia-se a presenca simultanea de genes especificos — e,
consequentemente, das proteinas que eles codificam — em diferentes espécies ou genomas. A
premissa subjacente € que, se dois genes aparecem frequentemente juntos em diversos
organismos, é provavel que as proteinas codificadas por eles tenham alguma forma de interacdo.
Conforme ilustrado na Figura 7, a intensidade da cor serve como um indicador da similaridade

entre 0s genes, e assim, da probabilidade de co-ocorréncia nos genomas analisados. A auséncia
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de um "quadrado” completo na referida figura sugere que ocorreu alinhamento parcial do gene,
indicando que a correspondéncia ndo é completa.

A figura 5, mostra que a co-ocorréncia ocorreu nos trés dominios. No entanto, observou-
se uma presenca dos genes analisados com uma coloracdo mais intensa predominante em
Proteobacteria, uma vez que esse filo € o qual a bactéria G. diazotrophicus faz parte.

Dentre as proteinas analisadas, as que apresentaram melhor score, foram novamente:
GDI2454 - Endoribonuclease (0,979) e GDI2455 - Citocromo C (0,978). Esses scores indicam
uma alta probabilidade de co-ocorréncia dessas proteinas nos genomas estudados, sugerindo
relacdo funcional entre elas. Como ja foi mencionado na vizinhanca génica, esses genes sdo
previstos para codificar, respectivamente, um putativo citocromo C que é uma proteina RidA.
Conforme citado anteriormente no trabalho de Rodrigues et al. (2016) a expresséo de ridA, cccA
e laao séo necessarios para a biossintese de IAA através da via IPyA. Além disso, é possivel
visualizar na figura 7 que os genes GDI12454 e GDI2455 estdo presentes nos trés dominios da
vida, mas, possuem uma maior similaridade entre os grupos do dominio ‘bacteria’.

As enzimas GDI0954 e GDI1097, identificadas com alta similaridade exclusivamente
em Gluconacetobacter diazotrophicus, conforme ilustrado na Figura 7, sdo atualmente
classificadas como hipotéticas na rede de interacdo proteina-proteina, uma vez que ainda nao
foram caracterizadas funcionalmente. A presenca marcante dessas enzimas apenas em G.
diazotrophicus sugere que podem ser genes ou proteinas Unicas para essa espécie de bactéria,
o0 que lhes confere um interesse particular. Sua associacdo na rede de interacfes analisada neste
estudo reforca a necessidade de investigar mais profundamente suas funces.

As proteinas Thiamine pyrophosphate (GDI0172), as duas 2-hydroxyacid
dehydrogenase (GDI10416 e GDI1473), Pyridoxal-dependent decarboxylase (GD11891), Beta-
ketoacyl synthase (GDI2396) e Quinone oxidoreductase subunit | (GDI2464) sdo amplamente
distribuidas nos trés dominios da vida, com uma similaridade notavel entre os grupos do
dominio Bacteria. Esta distribuicdo abrangente é atribuida as suas funcdes essenciais em
processos bioquimicos, justificando sua conservacao evolutiva. Thiamine Pyrophosphate é uma
coenzima crucial para o metabolismo de acUcares e aminoacidos, vital para a respiracdo celular
e producdo de energia. A 2-Hydroxyacid Dehydrogenase participa no metabolismo de
aminodacidos e acidos graxos, essencial para a sintese de biomoléculas e geracdo de energia.
Pyridoxal-Dependent Decarboxylase € importante na sintese de neurotransmissores e
aminodcidos, enquanto a Beta-Ketoacyl Synthase desempenha um papel chave na biossintese

de &cidos graxos.
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Por fim, a Quinone Oxidoreductase Subunit | € fundamental na cadeia de transporte de
elétrons para a respiracao celular e producao de ATP, ademais destaca-se por sua representacao
com coloracdo mais intensa em diversos filos presentes nos trés dominios. Visto que, séo
sugeridas como responsaveis pela translocacdo de carga e ligacdo da quinona, isso sublinha a
importancia do gene nuol nos referidos dominios (Marreiros, 2016). A preservacdo dessas
proteinas ressalta sua importancia nos mecanismos vitais dos organismos Vvivos.

A analise de co-ocorréncia na rede de interacdo de LAAO em Gluconacetobacter
diazotrophicus e outros organismos revela conexdes significativas entre certas proteinas,
evidenciando sua funcédo essencial e preservacgéo evolutiva. A recorrente co-presenca de genes
como Endoribonuclease e Citocromo C em multiplos dominios da vida sugere uma relacéo
funcional entre eles, embora estejam envolvidos na biossintese de IAA em G. diazotrophicus,
0 que ndo necessariamente implica uma funcdo idéntica em outros seres. A exclusividade de
certas enzimas em G. diazotrophicus indica uma especializagdo adaptativa, merecendo
investigacOes adicionais. Ademais, a distribuicdo generalizada de proteinas cruciais em todos
os dominios da vida destaca sua relevancia bioquimica para a sobrevivéncia e evolucdo de

organismos Vivos.
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Figura 7 - Co-ocorréncia entre genomas da rede de interacdo da L-amino-acid

oxidase com as demais proteinas.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING.
GDI2456 = L-amino-acid oxidase; GDI2454 = Endorribonuclease, ADhb-2= Citocromo C; GDI0954 =
Hipotética; GDI11097 = Hipotética; GDI1891 = Pyridoxal-dependent decarboxylase; GDI0416 e GDI1473 = D-
isomer specific 2-hidroxyacid dehydrogenase; PDC == Thiamine Pyrophosphato protein; GDI2396 = Beta

ketoacil Syntase; nuol = NADH-quinona oxiredutase subunidade I.
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5.5 Cluster

Levando em consideragdo a analise inicial da rede de interacdo proteina-proteina
exposto nas secdes anteriores, foi realizado um enriquecimento seguido da aplicacdo do
algoritmo de agrupamento k-means para geracdo de clusters, uma ferramenta disponibilizada
pelo software STRING. Este processo foi adotado com o objetivo de aprofundar a anélise e
identificar grupos funcionais relevantes dentro da rede de interagbes gerada para a enzima
LAAO. Como resultado, quatro grupos distintos foram identificados: o Cluster 1, composto por
6 genes; o Cluster 2, com 12 genes; o Cluster 3, incluindo 20 genes; e o Cluster 4, que abrange
4 genes, conforme detalhado na Tabela 9 e ilustrado na Figura 8.

A anélise detalhada da rede revelou que esses grupos especificos tendem a interagir
mais frequentemente entre si e com outros elementos. Tal estrutura modular na rede é
evidenciada pela formagdo de clusters, onde os genes de cada grupo estdo relacionados a
funcdes ou processos biologicos e metabdlicos similares.

Os dados obtidos da analise de clustering demonstraram que a rede era constituida por
41 nos e 287 arestas, indicando uma densidade de conexdes notavel. A média de grau dos nos
foi de 14, sugerindo um bom nivel de interacdo entre os componentes da rede. Esse padrdo
sugere a presenca de nos altamente interconectados, que podem ter uma significancia biologica
relevante. Além disso, o coeficiente médio de clustering local foi de 0.668, indicando uma forte
propensdo para a formacdo de sub-redes ou grupos densamente conectados dentro da rede
maior.

Quanto ao numero esperado de arestas, este foi de 134, evidenciando que a rede
observada possui um nimero de conexdes significativamente maior do que o esperado por mero
acaso. Esse achado é corroborado por um valor de p-valor extremamente baixo (< 1.0e-16)
obtido no teste de enriquecimento de interacdes proteina-proteina (PPl enrichment), o que
sinaliza que as conexdes na rede sdo estatisticamente significativas e ndo aleatorias.

Esses resultados indicam que a rede de interacdo estudada possui uma organizacao
estrutural definida, com grupos de nds altamente conectados e um niimero de conexdes maior
do que o esperado aleatoriamente. Estas descobertas sdo cruciais para entender os padrdes de
interacdo e a funcionalidade dos componentes da rede, sugerindo que o enriquecimento

observado implica uma ligacéo bioldgica entre as proteinas, atuando de forma coesa como um

grupo.
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Tabela 9 - Informacdes gerais sobre as proteinas do cluster.

ID Genes do grupo Nome das Proteinas

Cluster (quantidade)

Grupo 1 12 GDI2620, nuoA, nuoB, nuoCD, nuoE, nuoG, nuoH, nuol, nuoJ,
nuoK, nuoL, nuoM-2

Grupo 2 20 GDI10802, GDI1110, GDI1720, GDI1891, GDI2364, GDI2396,
GDI2833, GDI2925, cyp, fabD, fabF, fabz, fabZ-2, fdxB,
menE, noC, noD, noH, nol, nuoN

Grupo 3 6 GDI0416, GDI1473, GDI2454, GDI2456, adhB-2, pdc

Grupo 4 3 GDI0954, GDI1097, rpoZ

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

Figura 8 - Cluster gerada pelo STRING.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING (2023).

Apresenta os quatro grupos que foram formados, a seta evidencia a proteina L-amino-acid oxidase.
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O STRING revelou que esses grupos estdo envolvidos em vérias categorias, incluindo
processos bioldgicos, fungdes moleculares, agrupamentos locais de rede, vias KEGG,
localizacdo sub-celular, palavras-chave anotadas (uniProt) e dominios proteicos (Pfam).

Os processos bioldgicos de GO mostrou que estas proteinas estdo envolvidas nos
seguintes processos (taxa de descoberta falsa): Processo metabolico de esterol (0,0498); Sintese
de ATP acoplada ao transporte de elétrons (6.64e-05); Processo metabolico de acidos graxos
(6.42e-06); Cadeia respiratéria de transporte de elétrons (0,00010); Respiracao aerobica (3.02e-
07); Processo biosintético de acidos graxos (0,00078); Respiracao celular (1.93e-08); Cadeia
de transporte de elétrons (2.63e-09); Geracdo de metabolitos precursores e energia (1.72e-11);
Processo metabdlico lipidico (0,00010); Processo metabdlico celular (5.52e-05); Processo
metabolico (1.26e-06) e Processo celular (0,0141). A Figura 9 apresenta uma visualizacao
esquematica desses processos.

Na anélise dos clusters, a avaliagdo dos Processos Biologicos do GO (Gene Ontology)
revelou que todos os grupos (1, 2, 3 e 4) estdo envolvidos em processos celulares e metabolicos.
Dentro dessa andlise, 0 Grupo 1 se distingue pela sua diversidade, abrangendo uma ampla gama
dos processos bioldgicos identificados. Esta diversidade sugere uma multiplicidade de fungdes
celulares que as proteinas deste grupo podem desempenhar.

Por outro lado, o Grupo 2 apresenta uma especificidade mais acentuada. Este grupo
inclui apenas duas proteinas envolvidas no processo metabolico do esterol, indicando uma
especializacdo nessas funcdes metabolicas particulares. Além disso, este grupo também é
caracterizado pela presenca de proteinas atuantes no metabolismo lipidico, incluindo processos
metabolicos e biossintéticos de acidos graxos.

E relevante destacar que os Grupos 1 e 2 tém em comum proteinas que participam
ativamente no processo de respiracao celular. Este achado sublinha uma fun¢do compartilhada
entre esses grupos, fundamental para a bioenergética celular.

Ja o Grupo 3 apresenta proteinas envolvidas nos processos metabolicos e celulares, uma
caracteristica comum a todos os clusters analisados. Uma proteina notavel neste grupo é a adhB-
2, que esta associada a cadeia de transporte de elétrons e a geracdo de metabolitos precursores
e energia. Esta associacdo indica um papel importante do Grupo 3 nos processos bioenergéticos
essenciais da célula, potencialmente relacionado a eficiéncia e a regulacdo do metabolismo

energético.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do String (2023).

A seta evidencia a proteina L-amino-acid oxidase.

As funcBes moleculares (GO) elencadas foram (processo/taxa falsa de descoberta):

Atividade oxidorredutase, atuando em NAD(P)H, quinona ou composto similar como aceptor
(1.39e-16); Atividade catalitica (9.39e-06); Ligacdo de ions de ferro (0,00019); Atividade da
aciltransferase (0,0084); Atividade da 3-hidroxipalmitoil-[acil-proteina transportadora]
desidratase (0,0222); Atividade remodeladora da cromatina dependente de ATP (0,0222);
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Ligacdo NAD (0,0222) e Atividade da 3-oxoacil-[acil-proteina transportadora] sintase
(0,0275); ; Ligacdo de cluster ferro-enxofre (0,0084); Atividade da sintase de acidos graxos
(5.28e-06); Atividade oxidorredutase (5.33e-07); Atividade de transferéncia de elétrons (2.81e-
07) e Atividade da NADH desidrogenase (ubiquinona) (9.01e-10); Ligacéo de quinona (7.68e-
15), sendo encontradas na figura 10.

Na analise do Cluster, que envolve fungdes moleculares do GO, tornou-se possivel
inferir que os grupos (1, 2, 3 e 4) estdo envolvidos com atividade catalitica. Além disso, o Grupo
1 se destaca por sua grande diversidade de funcGes moleculares. Destacando que s&o capazes
de participar de varias fungdes celulares.

Além disso, o Grupo 2 esta envolvido com algumas fun¢es moleculares que ndo sao
encontradas nos outros grupos como: Atividade da 3-oxoacil-[acil-proteina transportadora]
sintese; Atividade de Aciltransferase e Atividade de sintese de &cidos graxos. Ademais, esse
grupo possui uma proteina que nédo esta relacionada com nenhuma funcédo molecular.

Em sequéncia, o Grupo 3 possui uma especificidade mais reduzida apresentando uma
relacdio com; Ligacdo NAD; Atividade catalitica; Atividade oxidorredutase; Atividade de
transferéncia de elétrons e Ligacéo de ions ferro. Em contraste, 0 Grupo 4 esta envolvido apenas

com: Atividade catalitica e atividade remodeladora da cromatina dependente de ATP.
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Figura 10 - Clusters que evidenciam as fun¢fes moleculares (GO).
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING (2023).

A seta evidencia a proteina L-amino-acid oxidase.

As vias metabolicas e de sinalizacdo presentes no banco de dados KEGG, conhecidas
como vias KEGG, resultaram nas seguintes associacdes (taxa de descoberta falsa):
Metabolismo do &cido araquiddnico (0,0475); Metabolismo da biotina (0,0048); Metabolismo
de &cidos graxos (0,00034); Biossintese de acidos graxos (0,00031); Vias metabdlicas (9.58e-
12) e Fosforilacdo oxidativa (2.86e-16).

A andlise da Figura 11 revela aspectos distintos dos grupos em rela¢do a sua participacao
nas vias KEGG. O Grupo 4, notavelmente, ndo esta associado a qualquer via metabélica
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identificada no KEGG. Em contraste, o Grupo 3 estd vinculado exclusivamente a vias
metabdlicas gerais.

O Grupo 1 se destaca por sua envolvéncia tanto em vias metabdlicas quanto na
fosforilagdo oxidativa, uma caracteristica que € compartilhnada com o Grupo 2. Este Gltimo
grupo é particularmente notavel, pois inclui as proteinas fdxB, noul, nuoN, nouC, nouH e nouD.
Estas proteinas estdo implicadas tanto na fosforilacdo oxidativa quanto em outras vias
metabolicas, conforme demonstrado na Figura 11.

Além disso, uma andlise mais detalhada do Grupo 2 revela uma maior diversidade
funcional. Este grupo abrange proteinas envolvidas em outras vias no KEGG, como 0
metabolismo do &cido araquiddnico, representado pelas proteinas CGI12464 e cyp. Ademais,
estdo presentes também proteinas relacionadas as vias de biossintese e metabolismo de acidos
graxos, assim como ao metabolismo da biotina, reforcando a complexidade e a variedade

metabdlica do Grupo 2.
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Figura 11 - Clusters evidencia as vias KEGG.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING (2023).

Seta evidencia a proteina L-amino-acid oxidase.

Seguindo, na parte de analise do cluster é encontrado a localizacdo sub-celular:
Complexo NADH desidrogenase (3.43e-08); Complexo | da cadeia respiratoria da membrana
plasmatica (1.14e-06); Complexo oxidorredutase (1.72e-06); Respiratdrio (1.96e-06);
Membrana (0,00012); Complexo catalitico (0,0019); Entidade anatémica celular (0,0023);
Membrana de plasma (0,0229); Periferia celular (0,0317); Membrana cromofora derivada da
membrana plasmaética (0,0323).

Nesta secdo, observa-se que 0s Grupos 1 e 2 apresentam enzimas detectaveis em todas
as areas subcelulares abordadas no cluster. Dentro deste contexto, merecem destaque as
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proteinas nuol e fdxB do Grupo 2, assim como nuol e nuoA do Grupo 1. Estas proteinas exibem
todas as caracteristicas previstas nesta analise.

Adicionalmente, identifica-se uma interconex&@o entre 0s grupos, evidenciada pelo fato
de que a maioria das enzimas ¢ localizada na entidade anatdmica celular. No entanto, também
sd0 observadas proteinas associadas a membrana, ao sistema respiratorio e a membrana
plasmética. Estas uUltimas estiveram anteriormente vinculadas aos processos de fosforilagdo
oxidativa, tanto no Grupo 1 quanto no Grupo 2, conforme ilustrado na Figura 12.

E importante ressaltar que, no Grupo 4, foi identificada uma proteina relacionada ao

complexo oxidorredutase, destacando uma peculiaridade deste grupo em relagdo aos demais.

Figura 12 - Clusters evidencia a localizacéo sub-celular.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING (2023).
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A seta evidencia a proteina L-amino-acid oxidase.

As anotacles das palavras-chave disponiveis na plataforma Uniprot, desempenhando
um papel importante na classificacdo e descricdo das proteinas. Essas anota¢des sdo atribuidas
com base em caracteristicas especificas das proteinas e em informagdes experimentais
disponiveis. No contexto da analise realizada no STRING, as anota¢des das palavras-chave
(UniProt) revelaram os seguintes resultados, acompanhados dos respectivos valores estatisticos
de taxa de descoberta: Transporte (0,0391); Encadernacdo de metal (0,0090); Ferro-enxofre
(0,0040); Oxidorredutase (0,00021) e Ferro (0,00016); Membrana celular (1.16e-05);
Membrana interna celular (5.02e-07); NAD (4.93e-11); Translocacdo (5.03e-12); Ubiquinona
(9.77e-14) e quinona (1.07e-14).

No que diz respeito as palavras-chave anotadas conforme a UniProt, observa-se uma
diferenciag@o notavel entre os grupos. O Grupo 4, por exemplo, ndo esta associado a nenhuma
das palavras-chave mencionadas no cluster. Em contraste, o0 Grupo 3 esta vinculado a palavras-
chave especificas como "ferro-enxofre”, "ferro” e "oxidoredutase”, conforme ilustrado na
Figura 13.

O Grupo 1 se destaca por apresentar todas as palavras-chave previstas nesta analise. No
entanto, essa caracteristica é predominantemente concentrada em algumas proteinas especificas
do cluster, tais como nuol, nuoA e nuoB. Existem outras proteinas neste grupo associadas a um
namero menor de palavras-chave; por exemplo, nuoL e nuoM-2 estdo vinculados
principalmente a "oxidoredutase”, enquanto outras estdo envolvidas na "ligacdo a metal”. No
contexto deste grupo, foi identificada uma associacdo especifica com "ferro”, conforme
anotacdo da UniProt, além de uma ligacdo com NAD.

Por outro lado, no Grupo 2, uma proteina em particular, a nuol, parece englobar todas
as anotacdes previstas na analise. Outras proteinas, como nouh, nouD e nouN, também possuem
varias anotacdes. Além disso, dentro deste grupo, duas proteinas sao notaveis pelas anotacées
"ligacdo a metal”, "ferro™ e "oxirredutase”. Esses achados indicam uma diversidade funcional
e bioquimica significativa entre os grupos, especialmente em relacdo as suas caracteristicas e

funcbes moleculares.
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Figura 13 - Clusters evidencia as palavras-chave.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do STRING (2023).

A seta evidencia a proteina L-amino-acid oxidase.

Os dominios das proteinas (Pfam) visualizados na plataforma STRING sdo
componentes estruturais ou funcionais de uma proteina que representam um papel importante
em sua atividade biolégica. Sendo regides conservadas que podem ser identificadas através de
analises bioinformaticas. No contexto da analise realizada no STRING as anotacfes dos
dominios das proteinas (Pfam) revelaram o0s seguintes resultados, acompanhados dos



62

respectivos valores estatisticos de taxa de descoberta: Dominio de ligacdo 4Fe-4s (0,0337);
Enzima de ligacdo a AMP (0,0337); Transportador de membrana condutora de protons (0,0337)
(Figura 14).

Nesta secdo observa-se que o Grupo 3 e Grupo 4 nédo estdo relacionados a nenhum
dominio das proteinas. Além disso, no que diz respeito ao Grupo 1 as enzimas estdo
apresentando o Dominio de ligacdo 4Fe-4s e Transportador de membrana condutora de protons.
Em contraste, 0 Grupo 2 esta envolvido com os trés dominios de proteinas, porém, é importante
ressaltar que existem enzimas no Grupo 1 e 2 que ndo estdo relacionadas com nenhum dominio,

sendo visualizadas na Figura 14.

Figura 14 - Clusters evidenciam os Dominios de Proteinas (Pfam).
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados do String.

A seta evidencia a proteina L-amino-acid oxidase.

A analise dos clusters gerados na plataforma STRING para uma rede de interacéo
proteina-proteina revelou caracteristicas distintas em quatro grupos distintos. Essas
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caracteristicas abrangem uma variedade de categorias, incluindo processos bioldgicos, fungdes
moleculares, agrupamentos locais de rede, vias KEGG e palavras-chave anotadas (UniProt).

O Grupo 1 se destaca pela sua diversidade em processos biologicos. As proteinas deste
grupo estdo envolvidas em uma ampla gama de funcbes essenciais para a célula, como o
metabolismo energético e processos biossintéticos. Esta diversidade é reforcada pela sua
participacdo em vias metabdlicas e na fosforilacdo oxidativa, destacando um papel vital na
producdo de energia e no metabolismo intermediario. A presenca destas proteinas em todas as
areas subcelulares listadas indica uma funcdo celular abrangente e multifacetada,
potencialmente incluindo interacbes em diversos contextos celulares. Além disso, a
abrangéncia das palavras-chave associadas a este grupo aponta para uma vasta gama de funcoes
moleculares, incluindo atividades enzimaticas, de transporte e de ligacdo a metais.

Por outro lado, o Grupo 2 se concentra mais especificamente no metabolismo do esterol
e no metabolismo lipidico, sugerindo uma especializacdo em aspectos chave do metabolismo
desses compostos anteriormente mencionados, que sdo fundamentais para a estrutura celular e
sinalizagdo. A inclusdo de proteinas especificas em diversas vias metabdlicas ressalta a
importancia deste grupo na modulacdo e na execucdo de varias vias bioquimicas criticas.

Os Grupos 1 e 2 tém em comum proteinas que participam ativamente no processo de
respiracdo celular, uma funcdo compartilhada essencial para a bioenergética celular. Além
disso, uma analise mais detalhada do Grupo 2 revela uma maior diversidade funcional,
abrangendo proteinas envolvidas em outras vias no KEGG, como o metabolismo do &cido
araquidénico, metabolismo de acidos graxos e biotina, refor¢cando a complexidade e variedade
metabolica deste grupo.

O Grupo 3 apresenta um envolvimento em processos metabdlicos e celulares comuns,
indicando um papel fundamental na célula com um foco particular em processos bioenergéticos.
Este grupo desempenha funcdes essenciais, contribuindo para a eficiéncia e regulacdo desse
metabolismo.

Finalmente, o Grupo 4 se distingue pela sua auséncia de associacdo com as vias
metabolicas conhecidas do KEGG e também do GO, sugerindo um papel diferenciado ou menos
compreendido nas fungdes celulares. Esta caracteristica pode envolver vias ou processos ainda
ndo totalmente elucidados. A falta de associacdo com palavras-chave comuns e a identificacéo
de proteinas relacionadas ao complexo oxidorredutase sugerem fungbes Unicas ou
especializadas, possivelmente envolvendo mecanismos celulares inovadores ou menos

estudados.
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Em resumo, a andlise destaca a diversidade funcional e bioquimica entre 0s grupos,
especialmente em relacdo as suas caracteristicas e fungdes moleculares. A presenga de proteinas
com funcdes bioenergéticas em todos 0s grupos sugere uma sobreposicdo de atividades
relacionadas ao metabolismo energético, essencial para a manutencao e eficiéncia da célula.
Alem disso, a participagdo em vias metabdlicas chave, como a fosforilacdo oxidativa, indica
um ponto de convergéncia na funcédo celular, essencial para a bioenergética e metabolismo do
organismo bacteriano.

Identificada no Grupo 3, a LAAO esta diretamente envolvida na conversdo de L-
triptofano em IPyA, um precursor fundamental na biossintese do fitohorménio IAA (acido
indolacético) (Rodrigues et al., 2016). Este processo é essencial para a promocdo do
crescimento vegetal, influenciando a elongacao celular, a diferenciagéo de tecidos e as respostas
ao estresse. Rodrigues et al. (2016) mostraram que a interrupcdo do gene lao, que codifica a
LAAO, leva areducdo da capacidade de biossintese de IAA, resultando na supressao dos efeitos
promotores de crescimento nas raizes das plantas. Este resultado confirma o papel significativo
da LAAO na promogéo do crescimento vegetal.

Embora os Grupos 1 e 2 ndo estejam diretamente envolvidos na producéo de IPyA, eles
desempenham funcgdes vitais no metabolismo energético e em outras fungdes metabolicas
celulares. Estes processos sdo fundamentais para manter a saude e a eficiéncia metabdlica da
bactéria, influenciando indiretamente sua capacidade de produzir IPyA e outros compostos
benéficos para as plantas. Além disso, a presenca de proteinas relacionadas ao complexo
oxidorredutase no Grupo 4 sugere um possivel papel em processos de transferéncia de elétrons,
essenciais para a respiracdo celular. Embora o papel exato desse grupo na promocéo do
crescimento vegetal ndo seja totalmente claro, suas funcdes podem ser importantes para a
eficiéncia metabdlica geral da bactéria.

Os resultados obtidos sugerem hipdteses importantes sobre a via de biossintese de IPyA,
essencial para a producdo de IAA (acido indolacético), e sua relacdo com o metabolismo
energético da célula bacteriana. E plausivel que a biossintese de IPyA demande uma quantidade
significativa de energia. Dentro desse contexto, o metabolismo energético, que abrange
processos como a fosforilacdo oxidativa e a cadeia de transporte de elétrons, desempenha um
papel crucial ao fornecer o ATP necessario para as reacdes enzimaticas, incluindo as catalisadas
pela LAAO. A presenca de proteinas relacionadas a respiracéo celular e a cadeia de transporte
de elétrons nos clusters analisados indica uma conexdo direta entre 0 metabolismo energético
da célula e a eficiéncia da biossintese de IPyA, facilitando assim a producdo continua e eficiente
de IAA.
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Além disso, o metabolismo de lipideos tem um papel vital na manutengéo da integridade
da membrana celular e na execucgdo de varias funcdes bioldgicas. Os lipideos, servindo também
como mensageiros secundarios ou substratos para reacdes bioquimicas, podem influenciar a
atividade de diversas enzimas, incluindo potencialmente a LAAO. Alterages no metabolismo
de lipideos podem impactar a disponibilidade de cofatores ou a estabilidade enzimatica,
afetando indiretamente a via de biossintese de IPyA.

Portanto, a integracdo da via IPyA com o0s processos de metabolismo energético e
lipidico na célula bacteriana parece ser uma estratégia adaptativa para assegurar a eficiéncia da
biossintese de IAA, um processo vital para a promocdo do crescimento vegetal. A
disponibilidade de energia e a regulacdo do metabolismo de lipideos emergem como fatores
chave influenciando a atividade da LAAO e, consequentemente, a habilidade da bactéria em
auxiliar o crescimento das plantas. Esta interconexdo complexa destaca a sofisticacdo do
metabolismo bacteriano e sua adaptacdo para desempenhar um papel simbiotico na agricultura.

A interagéo sinérgica entre os diferentes clusters e a LAAO sublinha a complexidade
do sistema bacteriano em promover o crescimento vegetal. 1sso ressalta a importancia da
Gluconacetobacter diazotrophicus PA15 como um agente promotor de crescimento em plantas.
Para entender mais profundamente essa correlagéo entre os clusters e a biossintese de 1AA, séo
necessarios estudos adicionais que caracterizem todas as proteinas presentes na rede de
interacdo. Essas investigacfes podem abrir novos caminhos para aplicacfes biotecnoldgicas

desses conhecimentos na agricultura.
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6 CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos, a anélise dos parceiros de interacdo da enzima Putative L-
amino-acid oxidase (LAAO) em Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 revela um panorama
complexo de interacOes proteicas. Essas interagdes tém implicacdes significativas no
metabolismo e na fisiologia bacteriana, podendo afetar a interagdo com organismos vegetais.
Proteinas identificadas, como a D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase NAD-binding
e a Beta-ketoacyl synthase, destacam a multifuncionalidade do G. diazotrophicus, em que
processos como a fixacdo de nitrogénio e a sintese de &cidos graxos sao cruciais. Embora a
relacdo direta entre a LAAO e estas proteinas ndo seja explicitamente clara, a natureza
complementar de suas funcdes sugere um panorama metabolico interconectado, que pode
potencializar o crescimento vegetal e a produtividade.

As 2-hidroxidcido desidrogenases tém implicacOes diretas tanto no metabolismo
bacteriano quanto no vegetal, conectando as redes de interacGes entre diferentes organismos. A
integracdo de proteinas como o Cytochrome C e NADH-quinona oxidoredutase subunidade |
na rede de interacdes enfatiza a complexidade das vias metabolicas envolvidas na respiracéo
celular e na geracéo de energia. A presenca de enzimas como a Endoribonuclease L-PSP e a
Pyridoxal-dependent decarboxylase, cujas funcdes ainda ndo sdo totalmente compreendidas,
abre caminhos para investigacbes futuras que podem revelar aspectos desconhecidos da
biologia de G. diazotrophicus.

Em relacdo a analise dos clusters, os Grupos 1 e 2 compartilham proteinas ativas no
processo de respiracao celular, uma funcao essencial para a bioenergética celular. Uma analise
detalhada do Grupo 2 revela uma diversidade funcional maior, incluindo proteinas envolvidas
em outras vias no KEGG, como o metabolismo do acido araquidénico, de acidos graxos e de
biotina, refor¢cando a complexidade e variedade metabdlica desse grupo.

O Grupo 3 é onde se encontra LAAO que esta diretamente envolvida na conversao de
L-triptofano em IPyA, um precursor essencial na biossintese do fitorménio IAA (acido
indolacético). Esse grupo também esta envolvido em processos metabdlicos e celulares comuns,
indicando um papel fundamental na célula com foco particular em processos bioenergéticos.

O Grupo 4 se distingue por sua auséncia de associacdo com as vias metabdlicas
conhecidas do KEGG e do GO, sugerindo um papel diferenciado ou menos compreendido nas
fungdes celulares. Esta caracteristica pode indicar vias ou processos ainda ndo totalmente

elucidados. A falta de associa¢do com palavras-chave comuns e a identificacdo de proteinas
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relacionadas ao complexo oxidorredutase sugerem fungdes Unicas ou especializadas,
possivelmente envolvendo mecanismos celulares inovadores ou menos estudados.

Estas multiplas facetas ndo apenas reforcam a complexidade intrinseca dessas redes
proteicas, mas também sublinham a necessidade de estudos futuros para decifrar as interacdes
funcionais e os significados biologicos mais amplos. E importante reconhecer que este estudo
se concentrou na bioinforméatica e que mais pesquisas sdo necessarias para validar
experimentalmente as fungdes preditas e as interagdes proteina-proteina. Assim, € essencial que
estudos futuros incluam andlises in vitro e in vivo para elucidar as interagbes funcionais
detalhadas e os significados biol6gicos mais amplos dessas redes proteicas. 1sso permitira uma
compreensdo mais profunda da relacdo simbidtica entre G. diazotrophicus e plantas

hospedeiras, abrindo novos caminhos para aplicacdes inovadoras em biotecnologia agricola.
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