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PROSPECGAO E EXPRESSAO DE UMA ENZIMA PROTEOLITICA A
PARTIR DE UMA BIBLIOTECA METAGENOMICA DO CONSORCIO
MICROBIANO DEGRADADOR DE OLEO DIESEL

RESUMO - A partir de uma biblioteca metagenémica de um consorcio
microbiano degradador de Oleo diesel, um clone (PL3C3) expressando um
novo gene de protease foi selecionado dentre vinte e seis positivos para
degradagdo de azocaseina. Através do sequenciamento, foi analisado um
contig e identificado uma ORF que codifica a proteina, denominada ORF19
composta por 966 pb, 321 aminoacidos, exibindo 69% de identidade com uma
alfa/beta hidrolase de Parvibaculum lavamentivorans DS-1(numero de acesso
ABS62095.1). A sequéncia da ORF19 apds analise em um banco de dados de
protease — MEROPS — mostrou 74,3% de identidade com uma serino-protease
da familia S9U (numero de acesso MERO095859). Através da analise
filogenética, foi possivel sugerir que a ORF19 é um novo membro desta familia
exibindo a triade catalitica e motivos conservados caracteristicos. A massa
molecular da proteina foi estimado em 35 kDa, tendo por base a sua
composicdo em aminoacidos e estimativas junto ao programa Protparam, e
considerando o padrdo de migracao eletroforética da proteina em condigdes
desnaturantes. O gene da ORF19 foi clonado no vetor de expressao pET28a,
porém, a proteina recombinante ndo foi super-expressa em Escherichia
coliBL21 (DE3). Contudo, a troca de hospedeiro, vetor, e estudos para uma
super-expressao € necessario para a obtencao da proteina, visando sua futura
caracterizagao. Este estudo contribui para a descoberta de uma nova serino-
protease utilizando abordagens moleculares, como a metagendmica.

Palavras Chaves: Serino-protease. Metagenoma. Prospeccgéo.



PROSPECT AND EXPRESSION OF A PROTEOLYTIC ENZYME FROM A
METAGENOMIC LIBRARY DEGRADING MICROBIAL CONSORTIUM OIL
DIESEL

ABSTRACT - From a metagenomic library of a microbial consortium that
degrades diesel oil, a clone (PL3C3) expressing a novel protease gene was
selected from twenty six positive for azocasein degradation. Through
sequencing, an analysis was made contig and identified an ORF encoding a
protein, called ORF19 composed of 966 bp, 321 amino acids, exhibiting 69%
identity with an alpha / hydrolase beta Parvibaculum lavamentivorans DS-1
(accession number ABS62095. 1). The sequence of ORF19 after analysis of a
protease database - MEROPS - showed 74.3% identity with a serine protease
family S9U (access number MER095859). Through phylogenetic analysis, it
was possible to suggest that ORF19 is a new member of this family displaying
the catalytic triad and characteristic conserved motifs. The molecular mass of
the protein was estimated at 35 KDa, based on its amino acid composition and
estimates Protparam by the program, and considering the pattern of
electrophoretic migration of the protein under denaturing conditions. The
ORF19 gene was cloned into the pET28a expression vector, but not the
recombinant protein was overexpressed in E. coli BL21 (DE3). However, the
exchange of host, vector, and studies for overexpression is required to obtain
the protein, for their further characterization. This study contributes to the
discovery of a new serine protease using molecular approaches, as
metagenomic.

Key Words: Serino-protease. Metagenome. Prospection.
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1. INTRODUGAO

O solo é um ambiente complexo sendo um extraordinario reservatorio da
diversidade genética microbiana e carbono organico, onde os procariotos sao
elementos essenciais no sistema de decomposicdo (ROBE et al.,, 2003;
WHITMAM et al.,, 1998). O numero de micro-organismos e sua biomassa
coletiva variam dentro e entre os diferentes tipos e condicbes de solos,
apresentando uma imensa diversidade genética, além de contribuir para a
determinacado da riqueza e complexidade desses organismos para utilizagao
em processos biotecnoldgicos (BEARE et al., 1995; WHITMAM et al., 1998).

Durante muitos anos, a diversidade do solo tem sido explorada baseada
no cultivo e isolamento de espécies microbianas (DANIEL, 2005), no entanto,
técnicas de biologia molecular aplicadas ao estudo do meio ambiente tém
colaborado significativamente para amplos avangos do conhecimento sobre a
diversidade microbiana em amostras ambientais a partir de dados gendmicos,
sem a necessidade de isolamento e cultivo, através da clonagem direta de
DNA (HUGENHOLTZ e PACE, 1996).

Nas ultimas décadas o desenvolvimento de métodos para isolamento de
acidos nucleicos de amostras ambientais, permitiu 0 acesso a uma diversidade
microbiana desconhecida. A analise de acidos nucleicos diretamente extraidos
do ambiente permitiu aos pesquisadores estudos de comunidades microbianas
naturais (RIESENFELD et al., 2004). Portanto, a metagenémica explora o fato
de que enquanto alguns organismos sao cultivaveis e outros incultivaveis,
todos eles sao formas vivas fundamentadas em DNA como portador de
informacgédo genética. Deste modo, a metagendmica disponibiliza ferramentas
para acessar, armazenar e analisar este DNA ambiental total (LEVEAU, 2007).

Através da utilizacdo da técnica metagendémica, a biotecnologia procura
por novos biocompostos, possibilitando a ampliagédo de novas abordagens para
encontrar e identificar novos genes codificadores de produtos de interesse
biotecnolégico, como novas enzimas, por meio da construcdo de uma

biblioteca metagenémica a fim de estudar as vias metabdlicas secundarias da
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comunidade microbiana, utilizando o genoma de micro — organismos
complexos de habitats naturais (LIAW et al., 2010).

Empregada em diversos setores, a tecnologia enzimatica (enzimas
adquiridas pela biotecnologia para aplicagdo em escala industrial) busca por
novos produtos biodegradaveis, que ndo ataquem o meio ambiente, possuindo
diversas caracteristicas para sua utilizagdao, como a alta especificidade, e seu
processo de obtengcdo mais econdémico, estimulando o crescimento industrial
de enzimas (MOREIRA et al., 2002; RAO et al., 1998).

A protease é o tipo de enzima mais importante do ponto de vista
industrial. Sdo enzimas que hidrolisam ligagdes peptidicas entre residuos de
aminoacidos (RAO et.al., 1998). Podem ser utilizadas em diversas atividades
industriais, tais como processamento de bebidas, alimentos, processamento de
couro e pele, industrias téxteis, formulagdo de detergentes, no amaciamento de
carne e formulagcdo de medicamentos (GODFREY e WEST, 1996; LUNA et al.,
2002; GHORBEL et al., 2003; HAKI e RAKSHIT, 2003; GENCKAL e TARI,
2006; SILVA NEVES et al., 2006; MUKHERJEE et al., 2008; PATIL e
CHAUDHARI, 2009). Os micro-organismos sao a fonte mais empregada para a
obtencdo de protease de uso industrial, obtidos através de processos
fermentativos (POZA et al., 2001; RAO et al., 1998). As bactérias, fungos e
leveduras proteoliticas sdo pesquisados a fim de alcancar novos genes que
sejam otimos produtores de proteases, além de aumentar a produtividade e a
estabilidade enzimatica daqueles que ja sdo admitidos como micro-organismos
proteoliticos (DURAND-POUSSEREAU e FEVRE, 1996; BRAGA et al., 1998;
KITANO et al., 2002; BEG e GUPTA, 2003; AZEREDO et al., 2004).
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2. REVISAO DE LITERATURA

21 A metagendémica e o estudo da diversidade do solo

A diversidade presente em populagbes microbianas do solo vem
despertando aos pesquisadores estudos da riqueza genética presente nos
micro — organismos com potencial na aplicagdo industrial (MANFIO, 2002). A
complexidade das comunidades microbianas s&o o resultado das interacdes de
fatores como estrutura do solo, pH, variagdo climatica, conteudo da agua, e
atividade biotica (ROBE et al., 2003). A diversidade microbiana pode entdo ser
definida como a riqueza de elementos biolégicos, tais como espécies ou
géneros, e genes, presentes num ecossistemas (MARTA et al., 2004).

O solo € um extraordinario habitat para micro — organismos, formado por
minerais, agua, ar e materiais organicos (como carbono), elementos
indispensaveis para a biota terrestre. Dentre os papéis dos micro — organismos,
estdo a decomposicao de plantas e animais, fixacdo de nitrogénio atmosférico,
conversdo de elementos como fésforo, manganés e ferro (WHITMAN et al.,
1998) em formas que possam ser utilizadas para a nutricdo e crescimento de
plantas, fertilidade do solo, representando a principal por¢cao da diversidade
genética viva e produzindo importantes componentes da atmosfera terrestre.
Assim, todas as abordagens toleram a afirmag¢do de que o solo representa um
dos mais diversos habitats de micro-organismos (PACE, 1997; TORSVIK et al.,
2002a). Segundo Torvisk e Ovreas (2002b), um grama de solo pode conter até
4000 espécies distintas, dentre as quais a maior parte ndo é cultivavel. O
numero e o tipo de micro-organismos variam de acordo com as diferentes
condi¢cdes de solo, sendo as bactérias as mais abundantes (WHITMAN et al.,
1998).

Tem se tornado cada vez mais dificil a obtencdo de culturas puras de
micro — organismos devido ao desconhecimento de seus metabolismos, ou das
interagbes em seu ambiente natural (VENTER et al.,, 2004). Ferramentas
moleculares e tecnologias baseadas em sequenciamento genético chegam a

diminuir essas restricdbes e mostrar novas perspectivas sobre a variedade
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microbiana. Embora uma pequena parcela (1%) de micro-organismos seja
cultivavel em laboratorio por técnicas padroes de cultivo, deixando
desconhecido seu potencial metabdlico, econémico e industrial (NIKOLAKI &
TSIAMIS, 2013), os avangos com ferramentas moleculares revelaram que a
variedade genética de micro-organismos na natureza é abundantemente maior
que a refletida nas cole¢des e bancos de linhagens (AMANN et al., 1995).

A ampliacdo de novas técnicas moleculares como a metagendmica
permitiu uma maior exploragdo através do banco de DNA de comunidades
microbianas, despertando a busca por novos genes. O termo metagenoma
proposto em 1998 apresenta o campo estudado como ambiente genémico ou
comunidade genémica (HANDELSMAN et al., 1998). Esta técnica consiste na
extragcdo de DNA diretamente do ambiente, (eliminando a etapa de isolamento
e cultivo prévio) e a construgdo de uma biblioteca realizando a clonagem em
vetor adequado (fosmideo, plasmideo, cosmideo), gerando assim as
bibliotecas de DNA, permitindo desta forma, a descoberta e o estudo de novos
genes e/ou vias metabdlicas de interesse biotecnoldgico (KNIGHT et al., 2003;
HANDELSMAN, 2004; LIAW et al., 2010). Portanto, a metagenémica € um
campo de pesquisa de acelerado crescimento que evolui ao entendimento da
funcao, evolugao e diversidade dos micro-organismos presentes em ambientes
como solo, agua e sistemas digestivos de animais e humanos (HUSON,
RICHTER, et al., 2009).

A partir de analises genémicas de uma populagdo microbiana pode-se
acessar uma quantidade quase infinita de genes de organismos incultivaveis
(KNIGHT et al., 2003), além da combinagcao tecnolégica molecular do ultimo
século, que permiti aos cientistas a investigagado procaridtica, habilitando a
entrada ao vasto potencial biotecnoldgico escondido nestes micro - organismos
(STEELE e STREIT, 2005).

Os micro-organismos do solo sao capazes de produzir enzimas
extracelulares, constituindo o principal meio pelo qual degradam os complexos
maiores em moléculas pequenas para serem assimiladas (ALLISON e
VITOUSEK, 2004). A utilizagdo da técnica metagenémica permite encontrar
novos genes que codifiquem produtos biotecnolégicos como enzimas com
multiplas aplicagdes, sendo as proteases (ACEVEDO et al., 2008; ZHANG et
al., 2011), lipases (GARCIA et al., 2015; JEON et al., 2009; HARDEMAN &
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SJOLING, 2007; RHEE et al., 2005), amilases (LAMMLE et al., 2007,
RICHARDSON et al., 2002), esterases (FERRER et al., 2005; JEON et al.,
2009), e quitinases (LECIEIR et al., 2004; COTTRELL et al., 1999). Estas
enzimas e outros compostos obtidos a partir de micro-organismos apresentam
grande importancia para varias areas da industria, sendo utilizada como chaves
de ativacdo de componentes em varios alimentos industrializados, manufatura
de papel, detergentes, compostos agroindustriais, biocombustiveis entre outros
(VAN BEILEN e LI, 2002).

Aumentar o conhecimento e maior compreensao da diversidade e
interagbes dos micro-organismos em ambientes diversos é importante para a
obtencao de beneficios econdmicos estratégicos, como aqueles que podem ser
adquiridos com a descoberta de micro-organismos que oferecem potencial para
serem utilizados em processos biotecnoldgicos (PAIXAO et al., 2010).

Estima-se que o mercado mundial de enzimas atinja a 7 bilhdes de
délares em 2017 com um crescimento anual do 6,7% (ADRIO e DEMAIN,
2014). Na atualidade, das 4000 enzimas prospectadas, 200 sdo de origem
microbiana utilizada comercialmente, na qual 70% destas enzimas sao
hidrolases do tipo lipase, carboxilase e protease (LI et al., 2012).

Uma das enzimas de maior valor industrial sdo as proteases, estas sao
adquiridas principalmente dos micro-organismos, como o Aspergillum entre os
fungos, e os Bacillus entre as bactérias, (JOO e CHANG, 2006). A utilizagao
desta enzima em escala industrial apresenta aproximadamente 48% a 60% do
mercado mundial/ano de enzimas, (Figura 1) (ANWAR e SALEEMUDDIN,
1998; GUPTA et al.,, 2002a) por um valor de 5,1 bilhdes de dolares (P.
SINGHAL, P., NIGAM, V., e VIDYARTHI, A. 2012), onde s6 4 empresas do

setor privado controlam o mercado (Tabela 1).

Pectinases Lipases
3% 3% Celulase
: | 1%
Glicose /
isomerases-
ox Proteases
— Alcalinas

25%

Enzimas

analiticas e .
farmacéuticas

10%

Outras
proteases
21%

Amilase
18%

Tripsina /
3%

Renina
10%

Figura 1. Enzimas no mercado mundial (Fonte: RAO et al., 1998).
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Tabela 1. Maiores produtores mundiais de proteases (RAO et al., 1998).

Empresa Pais Fracao no mercado
Novo Industries Dinamarca 40%
Gist Brocades Holanda 20%
Genecor International Estados Unidos 10%
Mites Laboratories Estados Unidos 10%
Outras 20%

2.2 Proteases

S&o um grupo de enzimas importantes também denominadas peptidases
ou enzimas proteoliticas podem ser encontradas em diversos organismos
(plantas, animais e micro-organismos) (SAJID e MCKERROW, 2002). Esta
catalisa processos bioldgicos e hidrolises (quebra da molécula) de uma ligagéo
peptidica que levaria muitos anos para ocorrer. Embora as proteases de
plantas e animais ndo atendam a demanda mundial de enzimas, o interesse
pelas proteases de origem microbiana tem sido cada vez maior, pois 0s micro-
organismos representam uma excelente fonte devido ao seu rapido
crescimento, espacgo limitado exigido para seu cultivo, a facilidade de
manipulagdo genética e a diversidade bioquimica (RAO et al., 1998; HAKI E
RAKSHIT, 2003).

A atividade proteolitica € uma capacidade propria de todos os micro-
organismos, considerando seu papel energético e estrutural do metabolismo
primario dos seres vivos. Entretanto, apenas aqueles que produzem
quantidades relevantes de enzimas extracelulares sao de importancia
industrial. Em organismos nativos, esta producdo é fortemente influenciada
pelas condicbes em que o micro-organismo se encontra, tais como fonte de
carbono, nitrogénio, agucares, dentre outros fatores quanto a temperatura, pH,
densidade de in6culo e tempo de incubacgao, que podem afetar a quantidade de
protease extracelular produzida (LOPEZ-OTIN e BOND, 2008; FERRERO et
al.,, 1996; HAMEED et al., 1999; NEHETE et al., 1985). Contudo, com o
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advento da tecnologia do de DNA recombinante & possivel super-expressar
uma proteina oriunda de micro-organismos desconhecidos, clonando seu DNA
em vetor de expressao e utilizando um hospedeiro heter6logo como a E. col,
obtendo assim, uma produgéao significativa com baixo custo.

As proteases microbianas realizam importantes funcgdes fisiologicas
como a hidrélise de proteinas no meio externo (proteases extracelulares),
admitindo a absorgé&o de nutrientes pelos micro-organismos, enquanto que as
proteases intracelulares sado utilizadas em varios processos metabdlicos e
celulares (GUPTA et al., 2002b).

Onipresentes na biologia, as peptidases possuem um envolvimento
bioquimico ou fisiolégico em muitos aspectos da célula e do organismo,
incluindo a adaptacdo, crescimento, esporulacdo e germinacgido, nutrigao,
remodelagao da superficie de células e tecidos, doenga e morte (LODISH et al.,
2004), digestao de alimentos, transporte, coagulagdo e composi¢ao do sangue,
ativacdo de zimogénios, ativagdo de proenzimas, processos de inflamacao,
liberacdo de peptideos fisiologicamente ativo, ativacdo do sistema do
complemento, entre outros, sendo consideradas altamente relevantes no
contexto biotecnoldgico (LEUNG — TOUNG et al., 2002; MAURER, 2004).

As proteases inicialmente estavam associadas ao catabolismo proteico;
no entanto, tem-se admitido que a alta especificidade de hidrdlise de peptideos
pode regular diversos processos bioldgicos (FREDERIKS e MOOK, 2004).
Representante de um grande grupo de enzima hidroliticas, sao classificadas
por sua estrutura, sitio ativo, local de acdo, mecanismos de reagao especifica e
faixa de pH, na qual apresentam atividade maxima, diferenciando — se em 3
formas: proteases acidas, neutras ou alcalinas (RAO et al.,1998). De acordo
com a IUBMB (Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular) estéo
inseridas no subgrupo 4 do grupo 3 (Hidrolases), que por uma reacao de
hidrdlise, clivam uma ligacdo peptidica de uma proteina adicionando uma
molécula de agua (Figura 2) (BERG et al., 2004).
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Figura 2. Hidrolise enzimatica de uma proteina hipotética (BERG et al., 2004).

De maneira geral, as proteases sao divididas em dois principais grupos:
exopeptidases que atuam nas extremidades da cadeia, catalisando a
hidrolises das ligacbes peptidicas proximas as extremidades C-terminal ou N-
terminal liberando apenas um residuo de aminoacido; e as endopeptidases
que atuam preferencialmente nas regides internas das cadeias polipeptidicas
(Tabela 2) (BARRETT, 1994; RAO et al., 1998). Ao gerar hidrolisados proteicos

as endopeptidases sdo usadas em diversas funcdes (Tabela 3).

Tabela 2. Classificagao e divisao das proteases (RAO et al.,1998).

Local de clivagem no Sitio ativo da Numero de residuos de aminoacidos
substrato enzima removidos
Exopeptidases Aminopeptidades Aminopeptidases

Aminodipeptidases

Aminotripeptidases

Sitio ativo da carboxipeptidade

Carboxipeptidase Serinocarboxipeptidases
Metalocarboxipeptidases

Cisteinocarboxipeptidases

Endopeptidases Serinoproteases
Aspartatoproteases
Cisteinoproteases

Metaloproteases
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Tabela 3 - Classificagdo e uso de endopeptidases (RAO et al., 1998).

Grupo o Sitio Exemplos de S
Ativo aplicagoes
Serinoproteases Alcalino  Ser (His) Hidrolise proteica Tripsina
(pancreas)
Detergentes Subtilisina
(bacillus)
Metaloproteases  Neutro Zn* Cerveja Bacillus
Ca?® Couro Aspergillus oryzae
Carboxiproteases  Acido Asp Queijo Quimosina
(bezerro)
Tiolproteases Tiol Cys Amaciamento de carne  Papaina (Papaya)

As familias de proteases foram designadas de acordo com o residuo de
aminoacido presente no sitio catalitico, classificando - as em nove familias com
base na similaridade de sequéncia e mecanismo catalitico sendo: Aspartato
(A), Cisteina (C), Glutdmina (L), Asparagina (N), Serina (S), Treonina (T)-
proteases: sdo familias que apresentam pelo menos um destes aminoacidos no
sitio catalitico; as Metalo Proteases (M): sdo as familias dependentes de ions
metalicos bivalentes para sua atividade; as Proteases mistas (P): familias que
apresentam pelo menos dois aminoacidos (C, S, T) no sitio catalitico; e as
Proteases de mecanismos Desconhecido (L): ainda n&o elucidadas
(RAWLINGS et al., 2014). Diante desta classificacdo, quatro grupos sao mais
relevantes: serino - proteases, cisteino - proteases, aspartii — proteases e
metalo — proteases.

Serino-protease (SP): Enzimas mais estudadas sdo encontradas em
eucariotos, bactérias e virus, (PAGE E DI CERA, 2008), indicando uma
participacao vital no metabolismo desses organismos. Os representantes mais
conhecidos sédo a quimiotripsina e a tripsina (WILSON et al., 1997; GORMAN et
al., 2000a e 2000b). Ativas em pH alcalino e neutro, (RAO et al., 1998) sua
massa molecular geralmente esta na faixa de 18 a 35 kDa, entretanto outros
tipos de SP possuem massas moleculares maiores (ROMERO et al., 2001). As
SP sao distinguidas por serem inibidas irreversivelmente por 3,4 -

dicloroisocoumarina (3,4 — DCI) L-3-carboxitrans-2,3-epoxipropil-leucilamido (4-



20

guanidina) butano (E-64), diisopropilfluorofosfato (DFP), e tosil-L-lisina
clorometil cetona (TLCK), e tiol p - cloromercuribenzoato (PCMB), em razao da
presenga de um residuo de cisteina na regido do centro ativo (RAO et al.,
1998).

Cisteino — proteases: Sdo enzimas encontradas em todos os
organismos, sendo representadas principalmente pela papaina (nome da
familia) extraida a partir do latex de Carica papaya, constituindo a primeira
cisteino protease com estrutura tridimensional determinada (BELITZ e
GROSCH, 1999; KAMPHUIS et al., 1984; RAO et al., 1998). Seu sitio ativo é
composto por um residuo de cisteina, por um de asparagina e um de histidina
na triade catalitica (BAIRD et al., 2006). Agem via ataque nucleofilico do anion
sulfeto no sitio ativo, porém sao ativas em uma larga faixa de pH (6,0 — 7,5),
mas exercem uma melhor atividade dependendo do substrato, com pH entre
4,5 a 10 (KUNAKBAEVA et al., 2003). Esta enzima € dividida em clas que nao
seguem uma identidade de estrutura tridimensional, nem de sequéncia e
provavelmente surgiram de diferentes linhas evolutivas (BARRETT e
RAWLINGS, 2001; RAWLINGS e BARRETT, 1999).

Aspartil — proteases: Pertence a familia pepsina, incluindo enzimas
digestivas, catepsinas lisossomais e enzimas de processamento, obtidas
principalmente a partir de fungos. Sao ativas em pH acido, dependendo do
substrato (BELITZ e GROSCH, 1999; RAO et al., 1998). Seu sitio ativo esta
localizado entre dois lobos homdlogos, em que cada lobo contribui com um
residuo de aspartato, o qual € necessario para a atividade desta enzima
(BEYNON e BOND, 1989).

Metalo — proteases: Obtidas a partir de bactérias, fungos e organismos
superiores, as metalo-proteases sao ativas em pH 6,0 — 9,0, sendo sua
especificidade geralmente baixa (BELITZ e GROSCH, 1999; RAO et al., 1998).
Apresentam grande diferenca em suas sequéncias e estruturas, porém a
maioria destas enzimas contém um atomo de zinco cataliticamente ativo. Em
alguns casos o zinco pode ser substituido por outro metal, como o niquel ou
cobalto sem perda de atividade (BLUNDELL, 1994).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Utilizagdo de uma biblioteca metagendmica do consércio microbiano
degradador de odleo diesel (PAIXAO et al., 2010), para detectar clones
produtores de enzimas proteoliticas a fim de expressar seus genes

codificadores.

3.2 Objetivos especificos

v Realizar analise in vitro, em meio de cultivo sélido com skim milk e medigcao
da atividade proteolitica utilizando azocaseina, nos clones da biblioteca
metagendmica para detecgao de enzimas proteoliticas;

v Realizar a subclonagem do(s) clone(s) positivo(s) selecionado(s);

<

Sequenciar o(s) clone(s) selecionado(s);
v' Analisar as sequéncias do clone e obter a sequéncia completa do
fragmento metagendémico;

v Analisar as sequéncias de aminoacidos e construir a arvore filogenética;

<

Identificar a familia proteolitica a qual o(s) gene(s) encontrado(s) pertence;

v Subclonar ORFs codificadoras de enzimas proteoliticas em pET28a;
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4. MATERIAL E METODOS

O material utilizado para esta pesquisa € oriundo de uma biblioteca
metagendmica do consorcio microbiano degradador de oleo diesel, construida
no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP), localizado
na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) de Jaboticabal. As etapas foram realizadas de acordo com

o fluxograma (Figura 3).



Biblioteca metagenémica em
vetor fosmideo

Ensaios em meio de cultura com substrato
especifico para enzimas proteoliticas

Selec¢do do(s) clone(s) com atividade
proteolitica

Extracdo do DNA fosmidial e construgéo da
sub-biblioteca do clone

Sequenciamento do fragmento de DNA
metagendmico

Analise da(s) sequencias e
identificacdo das ORF(s)

Construcao das relagdes
filogenéticas
I
Anotacéo génica e analise
filogenética das ORF (s) geradas

Selegédo da ORF para clonagem em vetor de
expressao pet28a

Expresséo da ORF19

23

Figura 3. Fluxograma metodolégico demonstrando as etapas realizadas neste

trabalho
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41 Prospeccao e medigcao de atividade proteolitica

Os 4224 clones da biblioteca metagenémica do consorcio microbiano
degradador de 6leo diesel foram submetidos a um teste bioquimico no intuito
de identificar os possiveis produtores de enzimas proteoliticas, utilizando o
meio de cultura Luria-Bertani (Triptona 10 g/L, Extrato de Levedura 5g/L, NaCl
10 g/L e Agar 15 g/L) suplementado com Skim — Mik a 1% (Difco) e
clorafenicol (12,5 pg/mL), sendo posteriormente incubados por 72 horas a
37°C. Para os clones que apresentaram halo de hidrdlise (possiveis
proteoliticos) foram determinadas a atividade proteolitica na biomassa
bacteriana, aplicando azocaseina como substrato (MORRIS et al., 2012). Os
clones foram cultivados meio LB com clorafenicol, por 24 horas a 37°C e 200
r.p.m. Apds o cultivo, as cepas foram centrifugadas a 2254 x g, 20°C por 10
minutos.

Inicialmente o pellet foi lavado duas vezes com tampao PBS [50 mM
NaH,PO,4, 300 mM de NaCl, 10 mM Imidazol, pH8] para eliminar possiveis
residuos do meio de cultura, em seguida foi ressuspendido em tampé&o de lise
(Tris-HCI 0,1M pH8,8 + Gliserol 15%) e submetido a sonicagado Brason Sonifier
250 por 1 minuto, com dyty cycle a 10%, output control — 5 a 4°C. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 20°C, 2254 x g. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi recuperado. A atividade proteolitica foi
determinada usando como substrato 150 yL de azocaseina (5 mg/ml em Tris—
HCI 50 mM), e 150 pyL do sobrenadante seguindo de incubacgao por 4 horas a
37°C. Posteriormente foi adicionado 400 uL de acido tricloroacético — TCA
(10%) para interromper a reagédo e precipitar as proteinas, sendo a amostra
centrifugada por 30 minutos, 20°C, 2254 x g. O sobrenadante foi transferido
para tubos estéreis contendo 700 uL de NaOH (525 mM) e a absorbéancia da
amostra foi medida a 442 nm (MORRIS et al.,, 2012). Os ensaios foram
realizados em triplicata, definindo uma unidade (U) de protease como a
quantidade de enzima requerida para aumentar em 0,01 a absorbancia em

uma hora.
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4.2 Extracao do DNA fosmidial

Os clones selecionados através da medicdo de atividade proteolitica
foram submetidos a extracdo de DNA fosmidial através do kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, Wisconsin, Estados

Unidos da América), seguindo as instrugdes do fabricante.

4.3 Quantificagao e analise do DNA

O DNA fosmidial foi quantificado por espectrofotometria no NanoDrop™
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware,
Estados Unidos da América) e a relagdo 260/280 nm foi utilizada para avaliar a
qualidade do material genético (DNA) e a presenca de proteinas.

A andlise da qualidade dos DNAs foi realizada em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etidio (0,5 mg/mL). A eletroforese foi realizada em uma
cuba horizontal e conduzida em tampao TBE 1X [Tris 89 mM, Acido Bérico 89
mM e EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 2,5 mM, pH 8,3] a 80 V por 1
hora e 30 minutos. As amostras foram preparadas contendo 5 yL de DNA
adicionada a 3 yL do carregamento [0,025% de azul de bromofenol (p/v) e 50%
de glicerol (p/v)]. Foi aplicado o padrao de tamanho molecular 1 kb DNA Ladder
(Fermentas, Burlington, Ontario, Canada) e a imagem foi visualizada e
documentada sob luz UV em aparelho fotodocumentador Gel Doc 1000 (Bio-
Rad, Hercules, Califérnia, Estados Unidos da América), através do software
Quantity One® (Bio-Rad).

4.4 Digestao do DNA fosmidial
Uma aliquota de DNA fosmidial foi digerida com 3 enzimas de restricdo —

Alul, EcoRl e Pstl, a fim de comparar o perfil de restricdo e estimar o tamanho

do inserto clonado no vetor fosmidial.
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As reagdes de digestao foram feit as separadamente para cada clone, e
em cada reacgdo, 1 ug do DNA foi acrescentado a 10 U da enzima, 2 de pL
tampao FastDigest® 10X (cat. n° FD0504, Fermentas) e agua deionizada ultra-
pura para completar um volume de 20 pL no final da reagéo. As reagdes foram
realizadas separadamente sendo submetidas a incubacgao a 37°C por 4 horas e
em seguida, para inativagédo térmica das enzimas, a 70°C por 15 minutos.

O volume total de cada digestado foi aplicado em gel de agarose 1%
(p/v), sendo o preparo realizado conforme metodologia descrita no item 4.3,
porém a voltagem consistiu em 80 V por 3 horas com um marcador molecular 1
Kb DNA Ladder, e visualizada as diferentes restricobes dos clones.

Posteriormente, foi selecionado 1 clone para a construgao das sub — biblioteca.

4.5 Construcao de sub-biblioteca

O DNA fosmidial extraido do clone selecionado conforme descrito no
item 4.3, foi utilizado para construgdo de sub-biblioteca shotgun em vetor
pUC19, para possibilitar o acesso a informacdo genética por meio do

sequenciamento do DNA.

4.5.1 Reacao de nebulizagado

Com o objetivo de gerar fragmentos com tamanho de 1 a 3 kb para ser
sub-clonado, o DNA fosmidial do clone foi inserido em nebulizador comercial
pré-esterelizado em etanol 70% e luz UV por 2 minutos. Foi adicionado ao
nebulizador aproximadamente 1 ug de DNA, 50 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 15
mM de MgCl,, ambas solugdes filtradas em membrana de 0,22 ym, 25% de
glicerol a 50% (v/v) e agua deionizada estéril para completar o volume de 2 mL.
O nebulizador foi conectado a um tubo de gas nitrogénio e mantido sob

pressdo 3Kgf/cm? durante 10 segundos a 4°C.
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O nebulizador foi ajustado a um tubo de centrifuga para ser centrifugado
a 1000 rpm., a 4°C, por 2 minutos, a fim de precipitar o material. O volume

recuperado foi transferido em aliquotas de 500 uL para tubos de 1,5 mL.

4.5.2 Precipitacao e quantificagdao do DNA fragmentado

A cada aliquota do DNA nebulizado foram adicionados 50 pL (1/10 do
volume) de acetato de sédio 3M, pH 5,2 e 1000 yL (2 volumes) de etanol
absoluto gelado. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 22h a -
20°C. Apdés a incubacdo, os tubos contendo DNA precipitado foram
centrifugados a 4°C, 3624 x g, por 25 minutos. Posteriormente, ao sedimento
obtido foi adicionado 1 mL de etanol 70% (v/v) gelado para limpeza do
precipitado e centrifugado novamente nas condicbes ja descritas por 10
minutos. O sedimento foi incubado em temperatura ambiente para eliminar o
excesso de etanol e ressuspendido com 20 ul de agua Milli-Q estéril. Em
seguida, o DNA foi incubado a 37°C por 1 hora e 30 minutos. O volume das
aliquotas foi reunido em tubo unico de 1,5 mL.

Uma aliquota (3ul) do DNA nebulizado foi visualizada e quantificada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) a 80V por 1 hora de 30 minutos,

conforme descrito no item 4.3.

4.5.3 Reacao de reparo das extremidades dos fragmentos

Apds a obtengao do fragmento de DNA, este foi submetido ao reparo de
sua extremidade. Em cada reacao foram utilizados aproximadamente 1 ug de
DNA, 10 pL de Tampao NEBuffer2 1X (60mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM
MgCl, e 1 mM Dithiothreitol, pH 5,9) (New England BiolLabs, /pswich,
Massachusetts, EUA), 1 yL de BSA 100X (20 mM KPQO4 50 mM NacCl, 0,1 mM
EDTA e 5% de Glicerol, pH 7,0, New England BioLabs), 1 yL de dNTP (10 mM,

Fermentas), 3 U de T4 DNA Polimerase (New England BioLabs) e o volume foi
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completado para 100 yL com agua deionizada estéril. Uma unidade da enzima
T4 DNA polimerase € definida como a quantidade de enzima requerida para
incorporar 10 nmol de dNTP em material precipitado.

Em seguida, a reacgao foi submetida a incubagao por 20 minutos a 12°C.
Posteriormente foi adicionado 5 U de Klenow Fragment (New England BioLabs)
e 0,5 yL dNTP (10 mM, Fermentas), sendo a reagéo incubada a 37°C por 30
minutos, seguido de outra incubagao para inativagao térmica da enzima a 75°C
por 20 minutos.

A enzima T4 DNA polimerase e Klenow DNA polimerase foram
empregadas para incorporagdo de nucleotideos complementares livres, nos
terminais 3’ da dupla fita de DNA.

4.5.4 Reacao de fosforilagao dos fragmentos reparados

Depois de reparado, realizou-se a fosforilagdo dos fragmentos inseridos
para obter a clonagem em vetor escolhido. Para isto, aos fragmentos de DNA
reparados (101,5 pL) foram adicionados 12 uL de tampao T4 DNA Ligase 10X,
que contém a quantidade necessaria de ATP para a reacao, (50 mM Tris-HCI,
10 mM MgClz, 10 mM Dithiothreitol e 1 mM de ATP, pH 7,5, New England
BioLabs), 10 U de T4 Polinucleotideo Quinase (New England BioLabs) e agua
deionizada estéril para completar o volume da reagdo para 120 pL.
Posteriormente, a reagao foi incubada a 37 °C por 30 minutos e logo apos a 65

°C por 20 minutos, para a inativacao térmica da enzima.

4.5.5 Seleg¢ao do tamanho dos insertos

Para a selecdo do tamanho dos insertos a serem clonados, retirou-se o
material de interesse do gel de agarose. Para isso, todo o material reparado e
fosforilado foi submetido a eletroforese preparativa em gel de agarose de baixo

ponto de fusdo a 1% (p/v), isento de brometo de etidio. Através deste gel foi
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possivel selecionar o tamanho do DNA entre 1 a 3 kb, para posterior
recuperacao.

Foram aplicados, na seguinte ordem no gel de agarose: 5 yL da amostra
com 3 pL de tampédo de carregamento, 6 uL do padrao molecular 1 kb DNA
Ladder (Fermentas), o volume total da amostra (120 pL) adicionado de 10 uL
de azul de bromofenol 6X concentrado (3,3,5,5-tetrabromofenolsulfonftaleina)
em trés canaletas unidas. A eletroforese foi conduzida em tampao TEB 1 X
isento de brometo de etidio, com voltagem inicial de 100 V por 30 minutos e
posteriormente a 80 V durante 2 horas.

ApoOs a eletroforese, o gel de agarose por meio de um corte vertical, foi
dividido em duas porg¢des, resultando em uma porgdo com os insertos a serem
recuperados e outra por¢cao contendo o marcador e a amostra comparativa
para serem corados. A porgdo do gel com o marcador foi corada com brometo
de etidio (5mg/mL) e observada sob luz UV com um transiluminador, com a
finalidade de guiar a obtencédo do inserto na por¢ao nao corada colocada ao
lado, sendo esta cortada e retirada do restante do gel. Esta parte retirada foi
dividida em tubos de 1,5 mL com aproximadamente 400 mg de gel por tubo e o
restante do gel foi corado para ser observado se a banda foi selecionada
corretamente. A visualizacdo foi feita em luz UV e documentado em
fotodocumentador Gel Doc 1000 (Bio-Rad).

A eluicdo da banda selecionada foi realizada utilizando gelase seguindo
instru¢des do fabricante, posteriormente o DNA foi precipitado (ver item 4.5.2) e
a quantificacao realizada em aparelho de espectrofotometria. Uma aliquota de
3 uL de cada amostra eluida foi quantificada em gel de agarose 0,8% contendo
brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando o padrdo molecular 1 kb DNA Ladder

(Fermentas), conforme ja descrito no item 4.3.

4.5.6 Reacao de ligagao do inserto ao vetor

O DNA fosmidial extraido do clone selecionado foi clonado em vetor

pUC19 desfosforilado e digerido com Saml para permitir o acesso a informacao
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genética. O vetor pUC19DNA/Smal (Fermentas) possui 2.686 pares de bases e

¢ ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema ilustrativo apresentando caracteristicas do vetor
PUC19DNA/Smal (Fermentas).

O calculo para concentracao inserto: vetor foi realizado de acordo com o
Technical Manual pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems (Promega),

conforme demonstrado abaixo:

ng vetor. kbinserto . 3inserto = nginserto

kb vetor 1 vetor

Deste modo, a reagao de ligagao constituiu-se de 13 uL de DNA a 130

ng/ uL, reparado e fosforilado, 2 yL do Tampao T4 DNA Ligase 10X com 10
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mM de ATP (BioLabs), 1,5 uL da enzima T4 DNA Ligase (BioLabs), 1 yL do
vetor pUC19DNA/Smal a 500 ng/uL (Fermentas) e agua deionizada estéril para
completar o volume de 20 L. A reacgéo foi incubada a 16°C por 16 horas.

A enzima T4 DNA ligase catalisa o desenvolvimento de uma ligagao
fosfodiéster entre terminais 5'-fosfato e 3'-hidroxila de DNA dupla fita. A enzima
repara o DNA dupla fita, uni os fragmentos com terminais coesivos ou sem
corte, mas ndo possui nenhuma atividade em acidos nucléicos fita unica. Esta

enzima necessita ATP como cofator.

4.5.7 Transformacgao bacteriana da célula competente

As transformacbes foram realizadas com células competentes de
Escherichia coli, DH10pB, cedidas pelo Prof. Dr. Manoel Victor Franco Lemos,
responsavel pelo Laboratério de Genética de Bactérias, do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV, UNESP, Campus de Jaboticabal.

As células competentes foram previamente retiradas do freezer a -80°C
e descongeladas em banho de gelo por aproximadamente 5 minutos antes de
serem usadas. Na reacao foram utilizados 10 yL do DNA ligado, e 200 uL da
célula competente DH10B. A transformacédo foi feita por meio de choque
térmico e, para isso, a reacao foi colocada por 20 minutos em banho de gelo e
logo em seguida, submetida a 42°C, precisamente por 90 segundos, sendo
recolocada no banho de gelo por mais 2 minutos.

Apos a transformacao, nos tubos falcon, foram adicionados 970 uL de
meio SOC [2% de triptona (p/v), 0,5 % de extrato de levedura (p/v), 1 mL de
NaCl 1 M, 0,25 mL de KCI 1 M, 1 mL de Mgz+2 M filtrado em membrana de
poro 0,22 ym e 1 mL de Glicose 2 M filtrada sob as mesmas condi¢des] para
propiciar o crescimento das células competentes, sendo submetidas a agitacéo
de 200 r.p.m. a 37°C, por uma hora e trinta minutos.

Apés incubacdo das células transformadas, aliquotas de 100 uL da
cultura foram distribuidas em placas de Petri contendo o meio LB sdlido

seletivo. Durante a preparacdo do meio, foram adicionados 50 mg/mL de
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ampicilina e apds a solidificagdo, a fim de promover a sele¢cao das células
transformadas, foram espalhados sobre o meio com o auxilio da alca de
Drigalski estéril, 100 yL de IPTG 0,1M [2,4 % em agua (p/v)] e 20 yL X-GAL [5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo, 50 mg dissolvidos em 1 mL de
DMF (N,N’dimethyl-formamida)].

As placas de Petri com o meio LB e as células transformadas foram

incubadas em estufa B.O.D. por 16 horas a 37°C.

4.5.8 Coleta e estoque dos clones transformados

Apos o periodo de incubacdo em BOD, as coldénias brancas
(transformadas) foram coletadas com palitos de madeira esterilizados, um para
cada subclone.

Os clones foram inoculados em placas estéreis de poliestireno
(microplaca de 96 pogos) contendo 120 puL de meio LB liquido suplementado
com ampicilina, em uma concentragdo de 50 mg/mL, sendo entdo incubados
em BOD a 37°C por 22 horas. Apds esse periodo, foram adicionados 110 pL
de glicerol 40% (v/v) estéril em cada pogo da placa. Posteriormente, as placas

foram seladas com adesivos e estocadas a -80°C.

4.6 Sequenciamento e analise do clone

O DNA obtido foi sequenciado em plataforma lllumina. Para avaliagao de
qualidade e montagem da sequéncia foi utilizado o pacote de programas
Phred/ Phrap/Consed sendo que foram selecionadas somente sequéncias que
apresentaram mais de 350 bases com qualidade Phred = 20, através do
programa contGEN. As sequéncias foram montadas e o “contig” formado
analisado, sendo as ORFs (open reading frames) identificadas com o programa
ORF Finder (WHEELER et al., 2003) do banco de dados do NCBI - “National

Center for Biotechnology Information”
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(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/gorf), em que as sequéncias de
aminoacidos foram comparadas com o banco de dados do NCBI através do
algoritmo BLASTX (ALTSCHUL et al., 1997).

As sequéncias identificadas como possiveis genes codificadores de
enzimas proteoliticas foram comparadas com a base de dados de Peptidases
(MEROPS) (RAWLING et al., 2014). Foi realizado um alinhamento multiplo
global através do programa “BioEdit Sequence Alignment Editor v.7” (HALL,
1999) entre a sequéncia estudada e as similares presentes no banco de dado
MEROPS, buscando os aminoacidos do sitio catalitico, dominios e motivos
conservados proprios de cada familia de proteases. O possivel produto do
gene codificador de protease foi analisado com a ferramenta ProtParam para
estimar as caracteristicas tedricas da proteina (web.expasy.org/protparam)
(GASTEIGER et al., 2005) e a ferramenta SignalP 4.1 (PETERSEN et al.,,
2011) para identificar a possivel presenca de peptideo sinal. As sequéncias de
aminoacidos utilizadas para as anadlises filogenéticas e evolutivas, foram
obtidas no MEROPS (RAWLING et al.,, 2014), e alinhadas com ClustalW2
(LARKIN et al.,, 2007). O alinhamento foi submetido ao MrBayes 3.2
(RONQUIST et al., 2011) e Mega 6.0 (TAMURA et al., 2013) para a estimativa
do modelo evolutivo adequado para a construgao da arvore filogenética usando
o método maxima verossimilhanca - “Maximum Likelihood” com “bootstrap” de
1000 réplicas, e a matriz de substituicdo de aminoacidos Whelan And Goldman
(WAG) (ALTENHOFF et al.,, 2012) (com frequéncia e 5 categorias) usando

todos os sitios do alinhamento.

4.7 Clonagem do gene codificador da proteina orf19 em vetor pET28a

4.7.1 Amplificagao do gene de interesse

A partir da ORF19 identificada no clone PL3C3, um par de
oligonucleotideos iniciadores de sintese foi construido para permitir a clonagem
do gene codificador da orf19 em vetor de expressdao pET28a (Novagen,
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Gibbstown, New Jersey, Estados Unidos da América), utilizando as enzimas de

restricdo Ndel e Xhol, ilustrados na Tabela 4.

Tabela 4. Sequéncias dos oligonucleotideos e parédmetros utilizados para
amplificagdo do gene codificador da ORF19.

Proteina e mr g TM*
Restricdo (Sequéncia 3" - 57) fragmento
Forward GTAACATATGCCCATGACCGACAGAA 58°C
Ndel
ORF19 966pb
Reverse GGACTCGAGCGATCAGCCCGTAA 61°C
Xhol

*TM = Temperatura de pareamento

4.7.2 Reacgoes de PCR

No intuito de definir a temperatura de pareamento, o gene da orf19 foi
amplificado com reacdes de PCR utilizando os oligonucleotideos especificos,
nas seguintes condi¢des: 2 yL de Tampao 10X [Tris-HCI 200 mM, pH 8,8; 100
mM (NH4)?SO* 100 mM KCI; 1% (v/v) Triton X-100, 1 mg/mL BSA (Fermentas,
Burlington, Ontario, Canada)]; 0,4 pL de dNTP (4 mM); 0,6 yL de MgCL,
(16mM); 100 pmoles de cada oligonucleotideo (forward e reverse); 1U de Taq
Polimerase; 60 ng de DNA fomidial do clone PL3C3; e agua Milli-Q ultra pura
para totalizar o volume final de reacédo de 20 uL. As reacdes foram submetidas
ao termociclador de gradiente (Biometra, Gottingen, Niedersachsen, Alemanha)
de acordo com o programa: 1 passo de 95°C por 1 minutos, 30 ciclos a 95 °C
por 2 minutos, 54°C — 66 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minutos, € um passo
final de 72°C por 5 minutos. Com intuito de abranger todo o gradiente do
termociclador foram realizadas doze repeticdes, que tiveram uma diferenga de
1°C de uma amostra para outra na temperatura de pareamento.

Definida a temperatura de pareamento, reagcdes de PCR foram feitas
com a Pfu DNA Polimerase, sendo que esta enzima apresenta menor taxa de
erro nas amplificacbes. Assim, para as reagdes com a enzima Pfu DNA
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Polimerase foram realizadas as seguintes condigbes: 2 yL de Tampao 10X
[200 mM Tris-HCI (pH 8,8), 100 mM (NH4)2S04, 100 mM KCI, 1 mg/mL BSA,
1% Triton X-100 (v/v)] 1,2 yL de MgS0O4 (25 mM, Thermo Scientific)]; 0,4 uL de
dNTP (16mM); 60 ng de DNA fosmidial do clone CRP16D11; 100 pmoles de
cada oligonucleotideo (forward e reverse); 1 uL da Pfu DNA Polimerase (2,5
U/mL, Thermo Scientific); e agua ultra pura para totalizar o volume final de
reacao de 20 pL. As reagdes foram submetidas ao programa descrito acima, no
entanto, com temperatura de pareamento de 65 °C para a ORF19.

Uma aliquota de 2 uL das reagdes de PCR foi aplicada em gel de
agarose 1% contendo brometo de etideo (0,5 mg/uL), conforme descrito no

item 4.3, a fim de visualizar a amplificacdo dos produtos de PCR.

4.7.3 Digestao das Extremidades

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a dupla digestdo com
as enzimas de restricao Ndel e Xhol.

O produto de PCR da ORF19 foi submetido a seguinte reacao: 8 uL do
produto de PCR [125,5 ng/uL]; 1 uL da Ndel FastDigest (Thermo Scientific); 2
ML da Xhol FastDigest (Thermo Scientific); 2 yL de Tampao 10X FastDigest
(Thermo Scientific); e agua Milli-Q filtrada para completar 20 pL.

A reacéao de digestao foi submetida a 37°C por 2 horas e a 80 °C por 20
minutos para inativagdo da enzima. Posteriormente uma aliquota de 3 pL das
digestdes foi analisada em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo (0,5
mg/uL), conforme descrito no item 4.3.

Apos a digestdo e analise em gel de agarose, o volume restante da
digestdo foi purificado com o Kit DNA Clean & Concentrator™ (Epigenetics
Company), seguindo instrugbes do fabricante, sendo posteriormente
quantificado no NanoDropTM 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher

Scientific).
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4.7.4 Reacao de Ligacao do inserto ao vetor

As reacgdes de ligacao foram feitas utilizando o vetor de expressao
pET28a (Figura 4), sendo que, o sistema pET foi desenvolvido para a
clonagem e expressao de proteinas recombinantes em Escherichia coli.

Assim, a ligagao do inserto ao vetor foi feito seguindo as condigdes: 2 pL
do Tampao T4 DNA Ligase (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCI2, 10 mM
Dithiothreitol e 1 mM ATP, pH 7,5, New England Biolabs); 1,5 pL da enzima
Ligase (400 U/uL, New England BioLabs); 1,5 pL do vetor pET28a
desfosforilado com a enzima “Shrimp Alkaline Phosphatase” (SAP) (Fermentas)
e digerido com Ndel e Xhol (Thermo Scientific); 4,5 pL do inserto
[aproximadamente 8 ng/uL]; e agua Milli-Q ultra-pura, para completar a reagao

para 20 pL. A reacéao foi incubada a 16 °C, por 18 horas, aproximadamente.
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Figura 5 - Esquema ilustrativo apresentando caracteristicas do vetor pET28a

(Novagen).
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4.7.5 Transformacgao da Célula de Escherichia coli

O produto da reacédo de ligacdo foi utilizado para transformacao da
linhagem celular Escherichia coli BL21(D3) cedida pelo Prof. Dr. Manoel Victor
Franco Lemos. Na reacao foram utilizado 10 yL do DNA ligado molecularmente
ao vetor e 200 yL da célula competente BL21(D3). A transformacgao foi
realizada através de choque térmico, assim, a reagao permaneceu 5 minutos
no gelo, e logo em seguida foi submetida a 42 °C por 90 segundos e
recolocada no gelo por 2 minutos. Apos a transformacdo bacteriana foi
adicionado 970 pyL de meio SOC (Triptona, Extrato de levedura, NaCl 1M, KCI
1M, Mg2+ 2M e Glicose 2M) e o cultivo foi conduzido a agitacdo de 250 rpm a
37 °C, por 1 hora e 30 minutos. Apds este periodo, uma aliquota de 110 uL da
cultura foi distribuida, com alga de Drigalski esterelizada, em placas de Petri
contendo meio LB com 50 pg/mL de canamicina. As placas foram incubadas
por 22 horas a 37 °C.

4.7.6 Coleta e estoque dos clones

Foram coletados aleatoriamente dez clones da clonagem pET28a-orf19.
A coleta foi feita com palitos de madeira e inseridos em tubo do tipo falcon
contendo 5 mL de meio LB com 50 ug /mL canamicina. Os tubos foram
incubados sob agitacdo constante de 250 rpm, 37 °C, por 20 horas. Apds este
periodo, uma aliquota de 800 uL da cultura foi transferida para tubo criogénico
contendo 200 pL de glicerol 40% esterelizado. Os tubos foram estocados a —80
°C.

A extragdo foi feita com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) seguindo as orientagbes do fabricante e

quantificado em gel de agarose 0,8% conforme item 4.3.
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4.7.7 Confirmagao da clonagem e sequenciamento

A confirmagdo da clonagem foi feita através da reagcdao de PCR em
colbnias. Os clones coletados com palitos de madeira foram depositados em
microtubos estéreis e adicionados 20 pL de tampao de lise celular, sendo
submetidos a 99°C por 30 minutos. Apéds a lise celular, 4 pL do sobrenadante
foi utilizado para a reagdo de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores
especificos, descritos no item 6.2 e a visualizagao do resultado foi feita em gel
de eletroforese a 1%, ver item 4.3.

Os fragmentos de DNA plasmidial foram sequenciados em microplacas
nas seguintes condigdes: 100 ng de DNA plasmidial, 3,0 uyL de tampé&o de
sequenciamento (Save money 2,5X), 1,0 yL de BigDye v3.1 (Applied
Biosystems Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos da América), 10 pimoles do
oligonucleotideo sendo que as reagdes foram feitas separadamente para
Forward e Reverse, e agua deionizada estéril para completar o volume de
10 L.

As placas foram submetidas ao termociclador, com os seguintes ciclos:
desnaturacao a 96°C por 1 minuto; 39 ciclos de 96°C por 15 segundos; 65°C
por 15 segundos, 60°C por 4 minutos e ciclo final a 4 °C até serem retiradas.

Apos a reagao, as amostras serdo preparadas para o sequenciamento.
O DNA amplificado foi precipitado com 80 uL de isopropanol 75% adicionados
a cada reacao. As placas foram incubadas em temperatura ambiente por 15
minutos, sendo posteriormente centrifugadas a 3040 x g, por 30 min. a 20 °C.
Apos precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram
lavadas duas vezes com 200 pL de etanol 70% seguido de centrifugagado por
10 minutos na mesma temperatura e for¢a centrifuga descritas anteriormente.
O sobrenadante foi descartado, sendo que o excesso de etanol foi retirado por
inversdo da placa em papel absorvente. Para secar o liquido restante das
placas, as amostras foram secas a vacuo por 5 minutos em aparelho com
funcao dessecador para solugdes alcodlicas, a 45°C.

As amostras foram ressuspendidas em 10 yL de formamida, a fim de
obter o DNA em fita simples, desnaturadas por 5 minutos a 95 °C e submetidas

ao sequenciador automatico ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems,
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Foster City, California) seguindo recomendagbes do fabricante. Apds o
sequenciamento, os eletroferogramas foram analisados conforme descrito no
item 4.6.

4.8 Ensaios de expressao e extracao da proteina ORF19

Foram realizados testes de expressao da proteina recombinante
pET28a-0rf19, na célula hospedeira Escherichia coli BL21(D3). Para isso uma
colénia foi isolada em 50 mL de meio LB com canamicina a 50 ug/mL que
permaneceu sob agitacao por 18 horas, 37°C, 230 r.p.m. Uma aliquota de 1 mL
foi inoculada em frasco contendo 100 mL de meio LB com canamicina 50
pjg/mL, que permaneceu sob agitagdo a 200 rpm, 37 °C, até atingir a fase
logaritmica de crescimento, com D.O de 600nm entre 0,4 e 0,6. A indugao foi
feita adicionando 0,1 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) a
cultura, que permaneceu nas condi¢cdes descritas por 6 horas.

A analise de expressao da proteina de interesse em comparacdo as
proteinas totais, foi realizada através da coleta de 1mL da cultura no tempo
zero (T 0 -antes da indugao), no tempo 2 (T2 — 2 horas apos a indugao), no
tempo 4 (T4 — 4 horas apo6s a indugado) e no tempo 6 (T6 - 6 horas apds a
inducado) e centrifugadas por 10 min a 14000 rpm. Apds confirmar a
expressado, condicbes diferentes foram testadas, com variagdes na
concentracao de IPTG, temperatura, e tempo de incubagao. Determinada a
melhor condicdo para a expressao da proteina, ensaios em volumes maiores
foram realizados, seguindo o procedimento descrito anteriormente.

Outras condi¢des testadas foram a 25 e 30°C, 200 rpm e apds atingir
fase logaritmica de crescimento, com D.O de 600nm entre 0,4 e 0,6 a indugao
foi feita adicionando 0,4 — 0,8 — e 1,0 mM de IPTG a cultura, que permaneceu
nas condicdes descritas por 20 horas. Aliquotas de 1 mL da cultura foram
coletadas no tempo zero (TO - antes da indugao), no tempo 20 (T20 — 20 horas
apos a indugao) e centrifugadas para posterior analise da expressao.

Para a extracdo da proteina, o meio de cultura foi centrifugado a 3624 x
g por 20 minutos a 4°C. O pellet celular foi ressuspendido em 10 mL do tampao
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de lise por litro de cultura [50 mM Tris-HCI pH 7,0, 100 mM de NaCl, 10 % (v/v)
Glicerol] acrescido de 1 mg/mL de lisozima. As amostras permaneceram em
gelo por 1 hora, e posteriormente submetidas a lise com sonicador em aparelho
Branson Sonifier 250, com 20% da razéo ciclica por até 15 minutos com
intervalos de 20 segundos. As amostras foram centrifugadas por 20 minutos, a

4°C, 10000 rpm, para separacao de extratos soluveis e insoluveis.

4.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Através da eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% -
SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), foi realizada a analise da expressao das
proteinas utilizando o sistema mini-protean, e documentada sob luz UV em
aparelho fotodocumentador Gel Doc 1000 (Bio-Rad, Estados Unidos da
América). A corrida foi realizada a 90 V, com o tampéao de corrida Tris-Glicina
[50 mM de Tris-HCI; 150 mM de Glicina e 0,1% de SDS (p/v)]. O preparo das
amostras foi realizado com a adicdo de 20 pyL do tampao de amostra 2X e
fervura por 5 minutos a 100 °C e o gel foi corado com “Coomassie Brilliant
Blue” [40% de metanol (v/v); 10% de acido acético glacial (v/v) e “Coomassie”
R-250 a 0,1% (p/v)] e descorados com a solugdo 1 [10% de acido acético (v/v)
e 45% de metanol (v/v)] e solugédo 2 [8% de acido acético (v/v) e 21% de etanol
(VIV)].

49 Zimograma

O zimograma foi utilizado para verificar a atividade enzimatica perante o
consumo de substrato, adaptando a metodologia proposta por Heussen e
Dowdle (1980). As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 10% contendo 1 mg/ mL de albumina. O preparo da amostra foi

realizado com a adicao de 10 pL do tampao de amostra [0,025% de azul de
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bromofenol (p/v) e 50% de glicerol (p/v)] isento de B-mercaptoetanol. A amostra
aplicada no gel ndo foi previamente fervida. Apos a eletroforese o SDS foi
removido com agitagdo suave, sendo lavado com Tris-HCI (50 mM, pH 7,0)
contendo Triton X-100 2,5% por 30 minutos duas vezes. Em seguida, o gel foi
incubado com Tris-HCI (50 mM, pH 7,0) a 37°C durante 20 horas.
Posteriormente o gel foi corado com Commassie blue e descorados com

solucdo 1 e 2 conforme descrito no item 4.8.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prospecc¢ao e medicao de atividade proteolitica

O teste bioquimico in vitro dos 4224 clones da biblioteca metagenémica
do consoércio microbiano degradador de 6leo diesel foi realizado em placas de
petri contendo meio LB com skim milk como substrato. A evolugédo dos clones
foi observada diariamente com o objetivo de verificar a formagao de halos ao
redor das coldnias.

Foram identificados 26 clones que apresentaram uma possivel atividade
proteolitica com base na formagéo de halos claros (Figura 6), em meio Luria-
Bertani suplementado com Skim-Milk. O clone CRP16D11 foi selecionado para

ser subclonado.

L RF BN

Figura 6. Analise in vitro da biblioteca metagenédmica em meio de cultura LB,
suplementado com 1% de skim milk (p/v) e 12,5 ug/mL de clorafenicol
(v/v) apresentando possivel atividade proteolitica (seta) no terceiro
dia de cultivo.
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No entanto, nem todos os clones que apresentam formacao de halos
possuem atividades proteoliticas. Em alguns casos a apari¢do de halo é devido
a producao de acido a partir da degradacédo de monossacarideos (JONES et
al., 20 07). Este meio de cultura pode ser apropriado para a identificacdo de
clones degradadores de lactose e galactose, porém n&o € uma técnica segura
para identificar atividades proteoliticas, mas facilita a prospeccéo de clones que
apresentam tais atividades em bibliotecas metagenédmica (MORRIS et al.,
2012).

Desta maneira, houve a necessidade de uma metodologia complementar
para a identificagdo dos clones produtores de proteases. Jones et al., (2007),
propds a azocaceina como substrato genérico para a medicdo da atividade
proteolitica. Dos 26 clones avaliados, apenas 11 clones (43,7%) apresentaram
atividade proteolitica com azocaceina como substrato (Figura 7). Os demais
clones (57,4%) nao apresentaram atividade relevante quando comparada com
a atividade da E. coli BL21 n&o transformada (clones negativos ou falsos
positivos). O Clone PL3C3 foi o que apresentou uma maior atividade e por isso

foi selecionado para realizar as analises genéticas posteriores.
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Figura 7. Estimativa da atividade proteolitica. Amostras do sobrenadante dos
clones selecionados com base na formagao de halos foram incubadas
com azocaseina a 37°C, 4h. Clones com 0% da atividade n&o foram
representados no grafico.
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5.2 Extracdao do DNA fosmidial

Mediante a atividade proteolitica com azocaseina como substrato, onze
clones tiveram seu DNA fosmidial extraido. Apos a extragdo, o mesmo foi
submetido ao gel de agarose 0,8% podendo ser analisado na Figura 8. Os

valores da concentragao e purezas seguem descritos na tabela 5.

Tabela 5. Quantificacdo de DNA em NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer dos
clones que apresentaram atividade proteolitica mediante atividade com
azocaseina como substrato.

Amostra ng/uL 260/280 nm
1 PL3C3 208,0 1,92
2 PL18F8 140,5 1,83
3 PL12B9 102,4 1,80
4 PL17G9 178,5 1,90
5 PLO5F9 163,2 1,86
6 PL11E11 112,3 1,72
7 PLO6AS 178,4 1,88
8 PL14F12 109,6 1,79
9 PL04D10 139,1 1,85
10 PL13C10 100,2 1,72
11 PLOSE10 184,0 1,90

Pode-se verificar que o DNA nao estava fragmentado e n&o apresentava

impurezas, apontando a auséncia de contaminacgao por proteinas.
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Figura 8. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da extragdo do DNA
fosmidial do clone selecionado. 1 - Marcador de tamanho molecular
1kb DNA Ladder (Fermentas); 2 - DNA extraido do clone PL3C3. 3 -
DNA extraido do clone PL18F8; 4 - DNA extraido do clone PL12B9;
5 - DNA extraido do clone PL17G9; 6 - DNA extraido do clone
PLO5F9; 7 - DNA extraido do clone PL11E11; 8 - DNA extraido do
clone PLO6A8; 9 - DNA extraido do clone PL14F12; 10 - DNA
extraido do clone PL04D10; 11 - DNA extraido do clone PL13C10;
12 - DNA extraido do clone PLO8E10.

5.3 Digestao do DNA fosmidial

A digestao fosmidial dos clones com as enzimas de restrigao Alu1, Pst1
e EcoR1, permitiram afirmar que os clones sao distintos entre si, visto que
apresentaram padrées diferentes de restricdo, possibilitando calcular o
tamanho aproximado do inserto clonado no vetor, sendo de aproximadamente
30 kb para o clone PL3C3 (Figura 9).
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Figura 9. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da restricdo do DNA
fosmidial dos clones. 1 - Marcador de tamanho molecular 1kb DNA
Ladder (Fermentas); 2 - clone PL3C3. 3 — clone PL18F8; 4 - clone
PL12B9; 5 - clone PL17G9; 6 - clone PLO5F9; 7 - clone PL11E11; 8 -
clone PLO6AS; 9 - clone PL14F12; 10 - clone PL04D10; 11 - clone
PL13C10; 12 - clone PLO8E10.
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5.4 Construgao da sub-biblioteca

Foram selecionados fragmentos do clone PL3C3, variando seu tamanho
de 1 a 3 kb. A partir da andlise em eletroforese em gel de agarose, uma
aliquota de cada material nebulizador, foi possivel verificar que a nebulizacao
foi bem sucedida, visto que os fragmentos gerados estavam mais concentrados
na regiao de interesse (Figura 10). A concentragcao do material nebulizador foi
de 269,7 ng/uL, aproximadamente, de acordo com a relagdo ng/uL do

marcador de tamanho molecular utilizado 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

3000 pb

1000 pb

Figura 10. Perfil eletroforético da nebulizagdo do clone PL3C3 em gel de
agarose 0,8%. 1 - Marcador de tamanho molecular 1 kb DNA
Ladder (Fermentas). 2 - DNA nebulizado do clone PL3C3.

A selecao da regido no gel de agarose de baixo ponto de fusédo foi bem
sucedida (Figura 11) e os fragmentos de 1 a 3 kb, ja reparados e fosforilados,
puderam ser selecionados. Apds a recuperacao dos fragmentos, foi realizada a

leitura de concentragao por espectrofotometria, resultando em 129,3 ng/uL.
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Figura 11. Perfil eletroforético do resultado da eluicdo do clone PL3C3,
utilizando Gelase, em gel de agarose 0,8%. 1 - Marcador de tamanho
molecular 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 2 - DNA fosmidial eluido do
clone PL3C3.

Os fragmentos de DNA fosmidial recuperado da elui¢do, foi inserido em
vetor pUC19 desfosforilado e digerido com Smal. Posteriormente, os
plasmideos recombinantes foram inseridos por transformagdao em células
competentes de Escherichia coli DH10B. Foram coletados 768 subclones, ou

seja, oito placas de poliestireno (microplacas de 96 pogos).

5.5 Anadlise da sequéncia

As sequéncias foram analisadas com o auxilio de programas do pacote
Phred/ Phrap/ Consed e através do programa ContGEN foi possivel construir
um “contig” de 29492 pb.

Utilizando a ferramenta BlastN (nucleotide collection nr/nt), o resultado
foi de 83% de similaridade da sequéncia de nucleotideos com o micro-
organismo Parvibaculum lavamentivorans (numero de acesso CP000774.1),

39% de query coverage e 0.0 de E-value, seguido de Mesorhizobium huakui
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numero de acesso .1),com o de similaridade, 8% de query
(nu d CP006581.1) 75% de similaridade, 8% d

coverage e 0.0 de E-value, conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. "Blast" do contig completo do clone PL3C3 com as sequéncias do
NCBI, através da ferramenta BLASTN. Foram colocados os quatro
primeiros resultados fornecidos pelo NCBI.

Query
Numero de Identidade
Organismo coverage E-value
acesso (%)
(%)
Parvibaculum
_ CP000774. 1 83 39 0.0
lavamentivorans
Mesorhizobium
. CP006581. 1 75 8 0.0
huakuii
Mesorhizobium
_ BA000012. 4 75 10 0.0
loti
Caulobacter
CP001340. 1 81 14 0.0
crescentus

A compreensao do resultado indica que o contig obtido do clone PL3C3
ainda nao foi estudado, visto que o0 mesmo apresentou pequenas regides com
similaridade. A possivel presenga deste organismo no consorcio microbiano
degradador de o6leo diesel, corrobora com outros estudos que identificaram
este género em solos contaminados com hidrocarbonetos (WUNSCHE et al.,
1995; HIGASHHIOKA et al., 2009; PIROLLO et al., 2008). De acordo com
Paixdo et al. (2010) o micro-organismo Parvibaculum lavamentivorans foi
detectado na mesma biblioteca do consércio microbiano degradador de dleo
diesel. Este género Parvibaculum tem a capacidade de usar os biosurfactantes
produzidos por outros micro-organismos como fonte de carbono e energia
(SCHLEHECK et al., 2003), permitindo que o mesmo se desenvolva em
ambientes contaminados com hidrocarbonetos.

Apos a analise contig completo, foi feita a predicdo das ORFs com o
programa ORF Finder (Open Reading Finder) do NCBI. O programa gerou 156
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ORFs e todas foram analisadas, principalmente quanto a Max Score, Query
coverage e E-value. Através da analise foi possivel selecionar 29 ORFs, ou
possiveis genes para anotagcdo, determinando o inicio e término da OREF,
localizar a frame de leitura, aferir o tamanho em nucleotideos e aminoacidos,

prever a sua fungéo bioldgica e identificar o possivel micro-organismo (Tabela

7). Todas as ORFs foram representadas no mapa fisico para o contig ilustrado

na Figura 12.

Tabela 7. Predicdo das ORFs identificadas no contig do clone PL3C3 através

do programa ORF Finder a partir do NCBI

ORF INci)gIIZ) ORF ORF D . Micro-organismo/ Identidade. E-
- escrigao . o
N. FINAL (pb) (aa) nuamero de acesso (%) value
1 309 — 717 238 Regulador de Parvibaculum 69 1e-62
1025 transcricao putativa — lavamentivorans
familia MerR (ABS62084.1)
2 1098 — 1785 594 Parvibaculum 79 0.0
2882 Acetil- CoA lavamentivorans
desidrogenase (WP_011995376.1)
3 2947 — 1158 385  Acetil- CoA Parvibaculum 82 0.0
4104 desidrogenase lavamentivorans
(WP_011995377.1)
4 4155 — 1206 401  Acetil- CoA Parvibaculum 90 0.0
5360 acetiltransferase lavamentivorans
(WP_011995378.1)
5 5368 — 2259 752  3-hidroxiacil-CoA Parvibaculum 86 0.0
7626 desidrogenase lavamentivorans
(WP_011995379.1)
6 7811 — 624 207  Proteina hipotética Parvibaculum 48 3e-46
8434 lavamentivorans
(WP_041535811. 1)
7 8436 — 729 242  Proteina hipotética Sphingomonas 51 5e-58
9164 changbaiensis
(WP_046349414. 1)
8 9278 — 426 141 Fator de liberagéo da Parvibaculum 71 8e-66
9703 cadeia peptidica lavamentivorans
(WP_011995548. 1)
9 10160 — 1095 364  Glutationa—S Parvibaculum 65 6e-
11254 Transferase lavamentivorans DS-1 166
(ABS62108. 1)
10 11804 — 2184 727  Receptor putativo Novosphingobium 51 0.0
13987 TonB-dependente tardaugens NBRC
16725
(GAD48813.1)
11 13987 — 672 223  Transdutor de energia  Sphingomonadaceae 48 2e-15
14658 TonB — varias (WP_037446514. 1)
espécies
12 14845 — 384 127  Enoil — CoA Parvibaculum 67 5e-42
15228 hidratase/isomerase lavamentivorans
(WP_011995395.1)
13 15268 — 1176 391 Parvibaculum 83 0.0
16443 alfa/beta hidrolase lavamentivorans
(WP_011995394. 1)
14 16479 — 893) 297  Proteina hipotética alpha proteobacterium 64 3e-
17372 MA2 126

(WP_045446911.1)



ORF ORF ORF ORF Descrigao Micro-organismo/ Identidade. E-
N. INiclO- (pb) (aa) numero de acesso (%) value
FINAL
15 17463 — 246 81 Proteina hipotética Thalassospira 56 1e-15
17708 australica -
Thalassospira sp.
NP3b2
(WP_033068967.1)
16 (17705-  (921) 307  Proteina hipotética Parvibaculum 71 Te-
18625) lavamentivorans 139
(ABS62100. 1)
17 18667 — 903 300 Proteina tipo Parvibaculum 67 Te-
19569 tioesterase lavamentivorans 145
(WP_011995390.1)
18 19566 — 474 157  Tioesterase Bradyrhizobium  sp. 39 2e-28
20039 Cp5.3
(WP_027552344. 1)
19 20048 — 966 321 alfa/beta hidrolase Parvibaculum 69 2e-
21013 lavamentivorans DS-1 161
(ABS62095. 1)
20 21221 - 621 268 Biossintese de Parvibaculum 76 4e-
21842 proteinas tiazole ThiJ lavamentivorans 109
(WP_011995384. 1)
21 21831 — 1044 347  Regulador de Parvibaculum 63 8e-
22874 transcrigao, familia lavamentivorans DS-1 139
AraC (ABS62091.1)
22 22976 — 858 285 81 1e-
23833 3-alfa, 7-alfa, 12-alfa- Alpha 173
tri-hidroxi-5-beta- Proteobacterium MA2
colest-24-enoil-CoA (WP_045446940. 1)
hidratase
23 23867 — 414 137 52 2e-40
24280 Proteina hipotética Fischerella muscicola
(WP_016867545.1)
24 24406 - 462 153  Superfamilia proteina  Parvibaculum 65 2e-57
24867 tioesterase lavamentivorans
(ABS62114. 1)
25 24883 — 273 90 Proteina hipotética Chelatococcus sp. 44 1e-14
25155 GW1
(WP_026015080. 1)
26 25723 - 414 137  Superfamilia proteina  Parvibaculum 65 1e-48
26136 tioesterase lavamentivorans
(ABS62115. 1)
27 26426 — 1203 532  Acetil-CoA- Alpha 84 0.0
27628 acetiltransferase Proteobacterium  Mf
1.05b.01
(WP_029640547. 1)
28 27836 — 441 146  Desidratase Parvibaculum 88 8e-90
28276 lavamentivorans
(WP_011995409.1)
29 28415 — 984 327  Acil-CoA Parvibaculum 78 0.0
29398 desidrogenase lavamentivorans

(WP 011995410. 1)
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Figura 12. Mapa fisico do DNA fosmidial do clone PL3C3 gerado pelo
programa DNAPIlotter (CAVER et al., 2009). A ORF19 esta ilustrada
como uma seta azul e é responsavel pela atividade proteolitica do
clone.

As ORFs identificadas como proteinas hipotéticas (6, 7, 14, 15, 16, 23 e
25) e alfa/beta hidrolases (13 e 19), foram adicionalmente analisadas com
auxilio de outros programas e bases de dados (MEROPS) visando identificar
dominios conservados que indicassem genes codificadores de proteases. Para
as ORFs codificadoras de proteinas hipotéticas, ndo foram detectados genes
codificadores de proteases.

A partir das analises averiguadas das ORFs através do programa
PRODOM e a base de dados MEROPS (SERVANT et al., 2002; RAWLINGS et
al., 2014), a ORF19 apresentou maiores indicios ao codificar uma protease

putativa, composta por 966pb (321 aminoacidos), apresentando uma
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similaridade de 74,38% com uma Prolil-oligopeptidase da familia das Serino

peptidase nao classificada (S9U) de Parvibaculum lavamentivorans (Tabela 8).

Tabela 8. BLAST e analise da ORF19 através de banco de dados MEROPS -
Sequéncia de peptidase.

Predicao Organismo Numero de Identidade E-
acesso (%) value

Familia peptidases S9 Parvibaculum MER095859 74.38 2.50e-

nao lavamentivorans 98

atribuidas/classificadas

Familia peptidases S9 Starkeya novela MER215046 59.51 4.00e-
nao 75
atribuidas/classificadas

Familia peptidases S9 Methylobacterium MERO078431 55.56% 7.70e-
nao Populi 72

atribuidas/classificadas

5.5.1 Anadlise das relagoes filogenéticas e identificagcdo dos sitios

cataliticos

Apos a predigao das ORFs e localizagdo das mesmas no mapa génico,
foram feitos alinhamentos usando o ClustalW através do programa BioEdit
Sequence Alignment Editor.

As relagdes filogenéticas foram constituidas com o auxilio do programa
Mega 6 utilizando sequéncias distintas que representam as familias
proteoliticas. As proteases sao classificadas de acordo com o residuo que
apresenta em seu sitio catalitico (A, C, G, M, N, P, S, T, U) (ver tabela 2 e 3 —
pagina 25), sendo que algumas familias podem estar subdivididas em
subfamilias.

Por meio da analise da arvore (Figura 13), é possivel observar que a
ORF19 encontra-se localizada na familia das Serino — peptidases (S9). A
familia S9 apresenta trés residuos de aminoacidos conservados (Ser, Asp, His)
que formam a triade catalitica, e esta subdividida em 5 subfamilias: S9A - Prolil
oligopeptidase, S9B Dipeptidil peptidase, S9C — Acil-amino-acilo peptidase e
S9D - Glutamilendopeptidase (RAWLINGS et al., 1991), e a subfamilia S9U,
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corresponde as proteases nao atribuidas ou ainda n&o classificadas que
apresentem estes trés residuos cataliticos. Os membros representativos da
familia S9 apresentam estrutura alfa/beta/alfa hidrolase e sao semelhantes
estruturalmente as acetil-colino-esterase, esterases e lipases (KISS et al.,
2004). Assim por meio desta analise filogenética € possivel observar que a
ORF19 permaneceu em um unico ramo, entre os membros da subfamilia S9U,

sugerindo que ela pertence a esta familia.

Capnocytophaga gingivalis (MER238657)
Cyclobacterium marinum (MER272195) Fam
3 Oceanicaulis alexandni (MER083143)
Bl ——— Moraxella catarrhalis (MER276876)
- Actinosynnema mirum (MER192514)

3 Amycolatopsis mediterranei (MER220713)

Streptomyces sp. (MER489873) -
Xanthomonas albilineans (MER236657)

Alteromonadales bacterium (MER087673)
Shewanella sediminis (MER070842) —
Caulobacter sp. (MER014828)
Acidobacterium sp. (MER233432)
Shewanella amazonensis (MER048797)
L Xylella fastidiosa (MER014829) -
Methhylobacterium populi (MER078431)
’V g5 — Parvibaculum lavamentivorans (MER095859)

ORF19
Starkeya novella (MER215046)
75| — Xanthobacter autotrophicus (MER096094)

36 — Azorhizobium caulinodans (MER097258)
A —

Figura 13. Arvore filogenética baseado em sequéncias de aminoacidos dos
membros da familia proteolitica S9 obtidos a partir do banco de dados
MEROPS (numeros de acesso indicado), apresentando a relagao
filogenética de proteina ORF19, encontrado no contig do clone PL3C3. O
valor estimado do parametro de forma para a distribuicdo gama discreta
foi 4,9302. Padrao de substituicdo e as taxas foram estimados sob o
modelo WAG (+ Gamma + Freq), com 5 categorias.

% Al—r[Saccharomonospora glauca (MER329091) Fam.

Caulobacter crescentus (MER017022) Fam.

Fam.

. S9A

S9C

S9B

S9D

S9u
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Os blocos conservados s&o localizados em torno do residuo Serina, e &
caracteristico para cada subfamilia: GG S XGGLL, em que X é tipicamente
Asparagina ou Alanina (S9A), GW S YGGY (S9B), GG SYGG (S9C) e
GGH S YGAFMT (S9D) (RAWLINGS et al., 2014). O alinhamento foi realizado
com as sequéncias dos membros da familia S9U, Parvibaculum
lavamentivorans (numero de acesso MER095859), Starkeya novela (numero de
acesso MER215046), Methylobacterium populi (numero de acesso
MEROQ78431), Xanthobacter autotrophicus (numero de acesso MER096094) e
Methylobacterium chloromethanicum (nimero de acesso MER150404)
mostrado na Figura 14. Através desta analise, foi possivel identificar os
aminoacidos que constituem o sitio ativo da proteina ORF19: Ser170, Asp265,
His295. A partir deste alinhamento foram verificadas algumas modificagdes nos
residuos de aminoacidos. O residuo de aminoacido S (serina) do motivo
conservado GGSXGGLL foi alterado pelo glutamato (E) estando posicionado
posteriormente. Outra modificacdo observada foi a substituicdo da leucina (L)
pela histidina (H), sendo a sequéncia deste bloco GGESAGGHL.

ORF19_PROTEASE H RIAJHS ) AGE |A"lIVE ARRDF TDRL.
58 Parvibaculum lavamentivoran H 1 ER: PV HAG: gl I ARKARTEF TDLL
59 Starkeya novella MER215046 H ] RIAJ:RARCE |A"lIMHEGEARF: TDRE

59 Methylobacterium populi MER A ¢/ ER: PY D] NN AGECEAELVEAL
3% Xanthobacter autotrophicus  JeCMLDM ] A RIS AGH JLNIVEECAARE  TERE
38 Methylobacterium chlorometh H :1. FRi FYH LN AGEGEAELE TRAL

ORF19 PROTEASE

39_Parvibaculum lavamentivoran
38 _Starkeya novella MERZ15046
58 Methylobacterium populi MER TEFALELIDRS
38 Xanthobacter autotrophicus : A i i ADQGLEEMC A
59 Methylobacterium chlorometh : REGIDRRREMUSSIVA B, LE P | | : iVRVZ e MITERALELIDR

A

SDEANRFMVASIARVTG
AARANRFADDI
ADCALARSEA]

Figura 14. Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos da ORF19 com
cinco membros representativos da familia S9U, representando as
regides conservados de enzimas proteoliticas, a seta preta indica os
residuos de aminoacidos da triade catalitica ( A).



56

5.6 Clonagem do gene em vetor de expressao pET28a

Mediante as analises filogenéticas, a ORF19 constituida de 321
aminoacidos, 966 nucleotideos, foi clonada em vetor de expressao pET28a

visando futura caracterizagao enzimatica.

5.6.1 Amplificagdao do gene de interesse

A ORF19 foi submetida ao termociclador de gradiente (Biometra) com
temperaturas variando de 54°C até 66°C.

A partir da analise eletroforética foi possivel selecionar a temperatura de
65°C (Figura 15). Esta temperatura foi escolhida por propiciar a amplificagdo da
regiao de interesse, aproximadamente 966 pb, e ndo apresentaram produtos

de PCR inespecificos.

10000 pb

1000 pb

Figura 15. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% mostrando padronizagao
da temperatura de pareamento das reagdes de PCR em termociclador de
gradiente (Biometra). 1 - Marcador de tamanho molecular 1 kb DNA
Ladder (Fermentas); 3 a 14 - Variagdo de temperatura de pareamento
(54°C a 66°C).
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Posterior a definigdo da melhor temperatura de pareamento, foi realizado
a PCR com a enzima Pfu DNA Polimerase (Figura 16). Os produtos desta
reagao foram purificados com o kit Wizard Plus SV Gel and PCR Clean — Up
System (Promega) e o resultado em gel de agarose confirmou que o produto

de PCR estavam adequado para a clonagem em pET28a e sequenciamento.

10000pb—“§-'
3000 pb —— S—
1000 pb —— ws  — — -

Figura 16. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da reagdo de PCR
purificada com o Kit Wizard SV Plus Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). 1 - Marcador de tamanho molecular 1 kb DNA Ladder
(Fermentas); 2 a 5 — Reagao de PCR da ORF19 com a enzima Pfu DNA
polimerase.

5.6.2 Construcao pET28a-orf19 e transformacao em células de
Escherichia coli BL21(D3)

O produto de PCR purificado da ORF19 foi submetido a digestéao
enzimatica com as enzimas de restricdo Xhol e Ndel. Em seguida, as reag¢des
foram purificadas para eliminar possiveis restos de reacdo sendo que a
quantificacdo no NanoDrop ™ 1000 Spectrophotometer permitiu verificar a

concentragao de 24,5 ng/uL e relagéo 260/280 de 1,53.
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Ap0s a purificagao e digestdao da ORF19, o produto foi inserido em vetor
de expressao pET28a desfosforilado e digerido com Xhol e Ndel. Em seguida,
os plasmideos recombinantes foram transformados com o uso da célula
competente Escherichia coli BL21(D3). Foram coletados dez clones que apos

o cultivo foram estocados a -80°C.

5.6.3 Confirmagao da clonagem

Foi realizada PCR em colénias com os oligonucleotideos especificos

(ver item 3.7.1) dos dez clones coletados da construcdo pET28a-orf19

(Figura17).

3000 pb — .

1000 pp — = . 3

Figura 17. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% para confirmar a
presenca do inserto referente a ORF19. 1 - Marcador molecular 1kb
DNA Ladder (Fermentas); 2-10 - PCRs referentes aos clones
coletados da transformacao, énfase para a canaleta 7 onde houve
amplificagdo, confirmando a clonagem.

Através do perfil eletroforético em gel de agarose, dos dez clones
coletados da construcdo pET28a - ORF19 apenas um apresentou

amplificagdo da regido de interesse (Figura 17). Os clones que néo
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amplificaram foram descartados. A confirmagao da construcdo da ORF19 foi
submetida ao sequenciamento e as sequéncias foram comparadas com o
banco de dados do NCBI, sendo que a mesma apresentou 69% de identidade
com alfa/beta hidrolase de Parvibaculum lavamentivorans (numero de acesso

ABS62095.1), permitindo concluir que a clonagem foi bem sucedida.

5.6.4 Expressao da proteina ORF19

Inicialmente foram observadas as caracteristicas da ORF19 através da
ferramenta ProtParam (web.expasy.org/protparam) (GASTEIGER et. al., 2005),
sendo possivel estimar o tamanho molecular e o ponto isoelétrico (pl),

conforme os dados representados na Tabela 9.

Tabela 9. Caracteristicas fisico- quimicas da proteina recombinante ORF19
obtidas a partir da ferramenta ProtParam

Analise ProtParam ORF19
Numero de aminoacidos 321
KDa 35.0
Coeficiente de extingdo Abs de 0,1% (=1 g/ L) 1324
Ponto isoelétrico (pl) 6,67

A fim de verificar a expressao da proteina, testes foram realizados em
diferentes temperaturas e concentragbes de IPTG. Para a expressao
recombinante de proteinas nao existem férmulas, sendo indispensavel buscar o
melhor protocolo para a proteina alvo. O teste inicial foi conduzido a 37°C, 0,1
mM de IPTG e agitacdo a 200 r.p.m. os testes de expressao, aliquotas de 1mL
de extrato celular antes e apds a indugao (TO, T2 e T4) foram coletadas e
centrifugadas a 10000 r.p.m. para serem aplicadas em gel de poliacrilamida
10%. Na figura 18, é possivel analisar a expressao ao comparar as bandas do

extrato celular antes e apds a indugao.
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Figura 18. Teste de expressado. Eletroforese em gel de poliacrilamida 10%,
corado com "Coomassie Brilliant Blue". 1 — Marcador Molecular
Biorad Marcador de Peso Molecular Precision Plus Protein
Standards Dual Color (Bio-Rad); 2 - Extrato total de células nao
induzidos (TO); 3 - Extrato total de células induzidas expressando a
proteina ORF19 apds 2 horas (T2); 4 - Extrato total de células
induzidas expressando a proteina ORF19 apds 4 horas (T4); 5 -
Extrato total de células induzidas expressando a proteina ORF19
apos 6 horas.

A partir dos resultados apresentados acima, houve a necessidade na
variagdo da concentracado de IPTG (0,4; 0,8 e 1.0 mM), temperatura (25 °C e
30°C) e agitacao (150 r.p.m — 230 r.p.m) (Figura 19).
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Figura 19. Teste de expressado. Eletroforese em gel de poliacrilamida 10%,
corado com "Coomassie Brilliant Blue". 1 — Marcador Molecular
Biorad Marcador de Peso Molecular Precision Plus Protein Standards
Dual Color (Bio-Rad); 2 - Extrato total de células induzidas
expressando a proteina ORF19 apds 4 horas (T4 — 0,4mM IPTG,
25°C); 3 - Extrato total de células nao induzidos (T0); 4 Extrato total
de células induzidas expressando a proteina ORF19 apds 4 horas
(T4 — 0,4mM IPTG, 30°C); 5 - Extrato total de células induzidas
expressando a proteina ORF19 apds 4 horas (T4 — 0,8mM IPTG,
25°C); 6 - Extrato total de células induzidas expressando a proteina
ORF19 apés 4 horas (T4 — 0,8mM IPTG, 30°C); 7 - Extrato total de
células induzidas expressando a proteina ORF19 apods 4 horas (T4 —
1M IPTG, 25°C); Extrato total de células induzidas expressando a
proteina ORF19 apds 4 horas (T4 — 1M IPTG, 30°C).

Através dos testes de expressao, a proteina foi expressa em 1 litro de
meio de cultura a 30°C, 0,4 mM de IPTG e agitacdo a 230 rpm utilizando o
tempo de inducdo de 15 horas. Posteriormente, conduziu-se a extragado da
proteina com o intuito de té-la na fragdo soluvel. O tamanho molecular da
ORF19 recombinante equivalente a um polipeptidio foi estimado através da
andlise de regressao linear obtida para os valores equivalentes ao log do
tamanho molecular de proteinas do padrao correspondente a mobilidade

relativa dos mesmos (SDS-PAGE), permitindo calcular o tamanho da proteina
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através da equacao da reta obtida. A proteina apresentou tamanho molecular
de 35,19 kDa (Figura 20, canaleta 5), o que corresponde com a previsao da

analise ProtParam.

2,20
200 | e
1,80
1,60
1,40
1,20

1,00
0 0,5 1

movilidade relativa (Rf)

100 kDa
75kDa

50 kDa

37kDa

Log Peso Molecular

25kDa

20kDa

15kDa

ey

10 kDa

Figura 20. Analise de SDS-PAGE 10% da ORF19 expressa em E.coli BL21
(DE3): 1- marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual
Color(Bio-Rad); 2 - extrato de células totais ndo induzidas (T0); 3 -
extrato de células totais induzida com IPTG apds 2 horas (T2);4 -
extrato de células totais induzida com IPTG apds 4 horas (T4); 5 -
extratos celulares soluveis (30°C — 15h); 6 - extratos de células
insoluveis (sedimento — 30°C, 15h); 7 - extratos celulares soluveis
(25°C — 15h); 8 - extratos de células insoluveis (sedimento — 25°C —
15h).

Apos a indugdo com variancia nas concentragdes de ITPG (0,1mM a
1M) e tempo (2, 4, 6, 15 e 20 horas), pode-se observar que nao houve
influéncia significativa na expressdo da proteina recombinante da ORF19
clonada em Eschericha coli BL21(D3). A Eschericha coli € uma bactéria que
tem um sistema de expressdo altamente variavel possuindo rapida
multiplicagdo celular e elevada velocidade para a obtencdo de proteinas.
Contudo, cada proteina a ser expressa € um desafio independente do
organismo hospedeiro, e em cada situagdo por meio de variagdes em

parametros da cultura sdo necessarios para elevar o alto nivel de sintese
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(SWARTZ, 2001). Em E. coli, a expressao recombinante decorre naturalmente
de diversos fatores para garantir a alta produtividade tais como a estabilidade
do plasmideo — sendo influenciada por suas propriedades de acordo com
tamanho e sequéncia de nucleotideos, e origem do hospedeiro (SCHMIDT,
2005); e do mRNA que muitas vezes € comprometida por distintas formas de
RNases (ribonucleases) celulares que participam da degradagdo do RNA em
E.coli, a frequéncia dos cédons do gene de interesse, as cepas bacterianas
(JANA & DEB, 2005; SORENSEN & MORTENSEN, 2005). Outro fator que
interfere na expressao de proteinas em E. coli sdo os coédons raros ou cdédons
principais, assim denominados devido a combinacdo de codons mais
frequentes que os outros. Os codons CCC, AUA, CGA, CUA e AGG/AGA
comumente ocasionam problemas de erros de tradugdo durante a fase de
producdo, gerando a redugdo na qualidade e quantidade de proteina
recombinante, sendo que alguns destes erros abrangem a terminacao
antecipada da traducgao, a substituicdo de aminoacidos, ou a troca de fase de
leitura em que alguns pares de nucleotideos sdo excluidos ou inseridos
(SORENSEN & MORTENSEN, 2005).

Para a sequéncia de aminoacidos da ORF19, nao foi constatado a

presenca de peptideo sinal (Figura 21).
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Figura 21. Analise de presenca de peptideo sinal na sequéncia da proteina
ORF 19. (SignalP 4.1 Server- CBS
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

Uma solugéo para tal problema de expressdo € uma nova clonagem em

diferentes vetores de expressao e hospedeiros.
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5.6.5 Zimograma

O zimograma foi usado para verificar a atividade da enzima no gel
(Figura 22). Foi utilizado extrato bruto, deste modo a intensa atividade
verificada na canaleta 7 caracterizada por proteinas entre 150kDa e 30 kDa,
provavelmente reflita a mais de uma enzima. Nao foi observada nenhuma
banda nitida no gel, indicando que as bandas correspondem a enzimas com
caracteristicas de serino- protease, o que corrobora com os resultados obtidos

a partir das analises da sequéncia de aminoacidos da ORF19.

— 35kDa

Figura 22. Comparagéo do perfil proteico em gel SDS-PAGE e andlise da
atividade proteolitica em Zimograma.

(A)Zimograma. 1- Marcador de Peso Molecular Precision Plus Protein
Standards Dual Color (Bio-Rad); 2- Extrato Soluvel induzido 0,8mM
IPTG — 25°C; 3 - Extrato Soluvel induzido 0,8mM IPTG — 30°C, 4-
Extrato Soluvel induzido 0,6mM IPTG — 25°C; 5- Extrato Soluvel
induzido 0,6mM IPTG - 30°C; 6- Extrato Soluvel induzido 0,4mM IPTG
— 25°C; 7 - Extrato Soluvel induzido 0,4mM IPTG — 30°C.SDS-PAGE.

(B)SDS-PAGE. 1- Marcador de Peso Molecular Precision Plus Protein
Standards Dual Color (Bio-Rad); 2- Extrato Soluvel induzido 0,8mM
IPTG — 25°C; 3 - Extrato Soluvel induzido 0,8mM IPTG - 30°C, 4-
Extrato Soluvel induzido 0,6mM IPTG — 25°C; 5- Extrato Soluvel
induzido 0,6mM IPTG - 30°C; 6- Extrato Soluvel induzido 0,4mM IPTG
— 25°C; 7 - Extrato Soluvel induzido 0,4mM IPTG - 30°C.SDS-PAGE.
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CONCLUSOES

Através da abordagem metagendmica utilizando a biblioteca do consércio
degradador de 6leo diesel, foi possivel identificar uma protease putativa da
familia Serino-peptidase.

A partir de analise bioquimica e analises filogenéticas, € possivel afirmar
que a ORF19 é uma nova proteina da familia S9U de enzimas proteolitica
bacteriana.

Nao foi possivel obter uma superexpressao da proteina em E.coli
BL21(DE3), porém a mesma esta clonada e apresentou atividade mediante
ao zimograma.

O estudo preliminar desta proteina indica uma forma eficiente para
descobrir novas enzimas com potencial biotecnoldgico, através de técnicas

moleculares para a obtengao de proteases extracelulares.

Preveem-se mais estudos sobre as condigdes Otimas de producido da
protease extracelular da ORF19, com intuito de obter resultados para a
caracterizacao funcional desta enzima, uma vez que esta orf é similar a
uma classe de protease pouco estudada, e que as futuras analises de sua
caracterizagcao podem ser eficientes para se obter uma nova enzima para o

uso industrial.
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