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RESUMO

As abordagens metagendmicas tém sido amplamente utilizadas para isolar
novos biocatalisadores de amostras ambientais, uma vez que as comunidades
microbianas podem apresentar grande diversidade e, na grande maioria dos casos,
ndo podem ser cultivadas em laboratorio. Dessa maneira, estudos direcionados
apenas para o isolamento e cultivo ndo podem fornecer informacdes suficientes do
papel biolégico de uma grande quantidade de microrganismos membros de uma
comunidade, sendo estas informagdes melhor entendidas por abordagem
metagendmica. Inicialmente investigamos as caracteristicas das ORFs presentes
no genoma de bactéria do género Chitinophaga com o intuito de avaliar o potencial
biotecnolégico da comunidade microbiana, e a partir disso a sequéncia CB10.2_116
foi selecionada. A clonagem e expressao da a-L-arabinofuranosidase codificada
pela sequéncia CB10.2_116 foi realizada, sendo essa selecionada de um banco
de dados (CB10) (http://200.145.102.111/cb10/) construido a partir do
sequenciamento de um consoércio microbiano. Apds ser prospectada por
similaridade e analisada in silico, a proteina codificada apresenta 780 residuos de
aminoacidos, sendo identificada como uma a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)
da familia de glicosil hidrolases 127, com 80,3% de similaridade com uma proteina
nao caracterizada da bactéria Chitinophaga jiangningensis. A clonagem se deu em
vetor pET28-a. Para expressar a proteina de interesse, a qual apresenta uma
massa molecular estimada de 87,99 kDa em célula competente de E. coli, uma
colénia transformada foi isolada e inoculada em meio Luria Bertani (LB) contendo
canamicina a 50 ug/mL, e deixada sob agitacdo constante a 37°C até atingir a fase

logaritmica de crescimento, com DOgoonm entre 0,6 e 0,8. A cultura foi induzida

com isopropil-B-D- tiogalactopiranosideo (IPTG). A confirmacéo da expressdo da
proteina foi realizada através da eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida
12% - SDS-PAGE. Neste estudo nao foi possivel alcancar a expressao ideal da
enzima de interesse, acredita-se que em virtude do sistema de expressao

escolhido.

Palavras-chave: a-L-arabinofuranosidase, enzima recombinante, metagendmica



ABSTRACT

Metagenomic approaches have been widely used to isolate new biocatalysts
from environmental samples, since microbial communities can exhibit great diversity
and, in the vast majority of cases, can not be grown in the laboratory. Thus, studies
directed only at isolation and cultivation can not provide sufficient information on the
biological role of a large number of microorganisms members of a community, and
this information is better understood by metagenomic approach. We initially
investigated the characteristics of the ORFs present in the genome of Chitinophaga
bacteria in order to evaluate the biotechnological potential of the microbial
community, and from that the sequence CB10.2_116 was selected. The cloning and
expression of the a-L-arabinofuranosidase encoded by the sequence CB10.2_116
was performed, being selected from a database (CB10)
(http://200.145.102.111/cb10/) constructed from the sequencing of a consortium
microbial. After being prospected for similarity and analyzed in silico, the encoded
protein shows 780 amino acid residues, being identified as an a-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) from the family of glycosyl hydrolases 127, with
80.3% similarity to a uncharacterized protein from the bacterium Chitinophaga
jilangningensis. Cloning took place in vector pET28-a. To express the protein of
interest, which has an estimated molecular mass of 87.99 kDa in a competent E.
coli cell, a transformed colony was isolated and inoculated into Bertani lutein
medium (LB) containing 50 ug / ml kanamycin, and left under constant stirring at
37 ° C until reaching the logarithmic growth stage, with DO600nm between 0.6 and
0.8. The culture was induced with isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG).
Confirmation of protein expression was performed by denaturing electrophoresis on
12% polyacrylamide gel - SDS-PAGE. In this study it was not possible to achieve
the ideal expression of the enzyme of interest, it is believed that by virtue of the

chosen expression system.

Keywords: a-L-arabinofuranosidase, recombinant enzyme, metagenomics



LISTA DE ABREVIATURAS

AAs Enzimas auxiliares

ABFs Arabinofuranosidases

a-L-AFase a-L-Arabinofuranosidase
CAZymes Enzimas ativas em carboidratos
CEs Carboidrato esterases

DNA Acido Desoxirribonucléico

DUF Domain of unknown functions

EC Enzyme Commission

GH Glicosil Hidrolase

GTs Glicosil Transferase

HMMs Hidden Markov Model

IPTG Isopropil B-D—tiogalactopiranosideo
MSA Alinhamento de multiplas sequéncias
NGS Next-Generation Sequence

DO Densidade Optica

ORF Open Reading Frame

PB Pares de base

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase
PLs Polissacarideo liases

pl Ponto Isoelétrico

SBS Sequenciamento por sintese

SDS Dodecil Sulfato de Sédio

XOS Xilo-oligossacarideos

WGS Whole genome shotgun
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Capitulo I: Analise in silico do genoma de Chitinophaga sp., e selecdo da

sequéncia que codifica uma arabinofuranosidase

1. INTRODUCAO

As enzimas séo biocatalisadores poderosos que possuem a capacidade de
aumentar significativamente as taxas de um grande nimero de reacdes bioldgicas
e quimicas. Atualmente ha uma alta demanda pelas enzimas, que s&o
consideradas alternativas mais ecoldgicas para a sintese quimica, pois ainda hoje
sdo usados solventes organicos prejudiciais para o meio ambiente e elevado
consumo de energia. Enzimas microbianas ndo possuem qualquer natureza
perigosa para o0 ambiente, contribuindo como solugdes ecologicamente
adequadas na sintese de produtos quimicos. O estudo com comunidades
microbianas inexploradas para a identificacdo e isolamento de enzimas € uma

area ativa de pesquisa em todo o mundo (MADHAVAN et al., 2017).

Os microrganismos procariéticos possuem uma notavel diversidade
fisiologica, metabdlica e funcional e constituem a fonte mais rica de diversidade
genética. O método classico para prospectar essa informacéao diversa de genes é
cultivando o microrganismo e fazendo a subsequente triagem para o fendtipo
desejado. No entanto, cerca de 99,9% dos microrganismos em nichos ambientais
nao podem ser cultivados por técnicas laboratoriais padrdo. Com isso,
ferramentas e tecnologias que permitam pesquisas de microbiomas tém crescido
em ritmo acelerado gracas ao aumento no uso de sequenciadores rapidos e de
técnicas 6micas (MADHAVAN et al., 2017 e NAVAS-MOLINA et al., 2017).

E grande a quantidade de dados coletados pelos pesquisadores, o que traz
para a comunidade cientifica desafios no que diz respeito ao armazenamento e
analise de dados. Porém, essa riqueza de informacfes também facilitara a
compreensao de mecanismos e intera¢cbes comunitarias bacterianas como nunca
antes, nos conduzindo ao desenvolvimento inovador em diversas areas, nao
apenas na saude humana, mas também na agricultura e biocombustiveis, entre

outras aplicagfes. Um dos maiores desafios enfrentados por pesquisadores que



11

7

visam atingir esses objetivos € a capacidade de integrar e correlacionar as
enormes quantidades de dados produzidos por essas novas tecnologias e
identificar informagdes biologicamente relevantes que podem ser usadas para
formular hipdteses testaveis (NAVAS-MOLINA et al., 2017).

Os esfor¢cos de sequenciamento nos ultimos anos levaram o numero para
mais perto de 1.000 filos de bactérias e de arqueas reconhecidos. Toda essa
abundancia de microrganismos fornece contribuicbes ao ecossistema que séo
cruciais para a sustentabilidade local e global. A microbiota dentro e sobre as
culturas, arvores e outras plantas, nos solos em que crescem, fornecem
nitrogénio, fésforo e outros nutrientes essenciais, além de atuarem na
decomposicdo de poluentes e suprimirem a atividade de microrganismos
patogénicos. Reconhecendo o poder inexplorado dos microbiomas do solo e das
plantas no aumento da produtividade agricola, empresas estao investindo milhdes
de ddlares em pesquisa e desenvolvimento nessa area (DUBILIER; MCFALL-
NGAI; ZHAO, 2015).

As abordagens metagendémicas tém sido amplamente utilizadas para isolar
novos biocatalisadores de amostras ambientais. As comunidades microbianas
podem apresentar grande diversidade, e que na grande maioria dos casos néo
podem ser identificadas em laboratério, pois os estudos direcionados apenas no
isolamento e cultivo ndo podem fornecer informacao suficientes do papel biolégico
de uma grande quantidade de microrganismos membros de uma comunidade,
sendo que tais informacGes podem ser melhor entendidas por abordagem
metagendmica (GONG et al., 2012).

Neste estudo investigamos as caracteristicas das ORF presentes no
genoma de bactéria do género Chitinophaga com o intuito de avaliar o potencial
biotecnoldgico da regido CB10.2116 proveniente de estudos metagenémicos.
Estudos posteriores puderam identificar que tal sequéncia pode expressar uma
enzima da familia de glicosil hidrolase com a importante funcdo de atuar na

desconstrucado de material lignocelulésico.



83

da bactéria psicrofilica Oleispira antarctica. As chaperoninas exibem altas
atividades de redobragem a temperaturas de 4-12 °C e conferem uma capacidade
aumentada para E. colicrescer a temperaturas mais baixas (ROSANO;
CECCARELLI, 2014).

5.4 Purificagao e atividade enzimatica

Os testes de purificagdo e caracterizagdo nao atingiram resultados
favoraveis, sendo que por diversas vezes se tentou a purificacdo usando colunas
HisTrap HP que por sua vez sdo embaladas com resina de afinidade Ni Sepharose
High Performance (HP). Esta resina consiste em esferas de agarose altamente
reticuladas com um grupo quelante acoplado. O grupo quelante é pré-carregado
com niquel, que retém seletivamente proteinas com grupos histidina expostos.

Quanto aos testes de atividade enziméatica, ndo foi possivel, em nenhuma

das tentativas detectar atividade para arabinofuranosidase.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi possivel identificar e analisar in silico trés ORFs que
codificam arabinofuranosidases no banco de dados CB10 disponibilizado pelo
LBMP — UNESP de Jaboticabal, das quais uma (a CB10_2.116) foi selecionada
para clonagem, expressao e caracterizagao.

A clonagem do fragmento foi realizada com sucesso em vetor de expressao
pET28a. Foram realizados testes de expressao da proteina, e conforme se pode
visualizar nos géis apresentados se pode dizer que a expresséao foi atingida. A
banda correspondente ao tamanho da proteina de interesse que apresenta 87,99
kDa aparece nos géis de poliacrilamida, porém ndo foi possivel notar a
superexpressdo da enzima,; testes foram realizados modificando variaveis que
pudessem influenciar na expresséao enzimatica.

Sendo assim, ndo foi possivel alcancar a expressao ideal dessa enzima, em
virtude do sistema escolhido. Acreditamos que um novo sistema de expressao, por
exemplo em Pichia pastoris, possa ser testado para se obter a proteina purificada,

ou testes que utilizem diferentes substratos enzimaticos.
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