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RESUMO: ANALISE in silico DE UMA PIROFOSFATASE E DE UMA
TIOESTERASE DE UMA BIBLIOTECA METAGENOMICA DE SOLO DE
Eucalipto spp.

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
desempenham funcbes Unicas e cruciais na manutengdo dos
ecossistemas, uma dessas fungdes é a producdo de enzimas
extracelulares que ajudam na mineralizagdo da matéria orgéanica, liberacao
de carbono e nutrientes na forma de serem assimilados. Devido a esses
importantes fatores cada vez mais aumenta a busca por enzimas que
possam ser utilizadas nos diversos setores industriais a fim de diminuir o
impacto ambiental e obter maior eficiéncia e menor custo durante os
processos de catalise. Mas esse potencial biocatalitico ainda € pouco
explorado. As hidrolases pertencem ao grupo de maior interesse para o
mercado de enzimas sendo amplamente utilizadas em processos
industriais tais como, a aplicacdo de aditivos em alimentos para animais,
téxteis, para a producédo de biodiesel e biossintese de novos antibioticos.
Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi o de encontrar novas enzimas
hidroliticas. Para isso, foi utilizada biblioteca metagenémica de solo sob
Eucalyptus spp. (EAA) realizando uma busca para identificar clone positivo
e a construcdo da biblioteca “shotgun”. Os dados gerados pelo
sequéciamento foram utilizados para a montagem do mapa com sequencis
conservadas que permitiu identificagdo de genes codificadores de
pirofosfatase inorganica (PPase) e tioesterase (TEs). A pirofosfatase
inorganica tem um papel importante no metabolismo do fésforo, além de
controlar a concentragdo celular de pirofosfato (PPi) e processo de
biossintese. Tioesterases (TEs) sdo responsaveis pela hidrélise de um
grupo tioéster carboxilico e um atomo de enxofre em &acidos graxos. A
metagendmica revelou-se como uma ferramenta inovadora para explorar
novos biocatalisadores na microbiota presente no solo. A andlise dos
dados in silico permitiu a predicdo da estrutura tridimensional e possivel
funcdo das proteinas, assim os resultados sugerem que MetaPPase é uma
fosfatase integral de membrana do grupo H + _PPase e subfamilia de K*
independente e a TEs-Meta foi classificada como membro tioesterase tipo
Il pertencente ao grupo Hotdog-fold associada a subfamilia YbgC .

Palavras-Chave: diversidade microbiana do solo; bioinformatica e
expressao de proteina.
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ABSTRACT: IN SILICO ANALYSIS OF A PYROPHOSPHATASE AND A
THIOESTERASE FROM A SOIL METAGENOMICS LIBRARY
EUCALYPTUS SPP.

The soil diversity of microorganisms with potential to select new genes,
enzymes and compounds able to supply the high demand of biotechnology
industry. In this sense, an immense diversity of microorganisms, yet most
remains unexplored. Thus, soil diversity it is stimulated the search for new
biocatalyst to high efficiency and stability, has been a constant pursuit of
enzymologists, biochemists and chemical engineers. One of that biocatalyst
is the hydrolases group, which are great interest to market for enzymes that
cleavage of chemical structure by the addition of water. The hydrolases are
widely used in industrial processes such as the application of additives in
animal feed, textile, biodiesel production and biosynthesis of new
antibiotics. Thus, the aim of this work was to find new hydrolases genes. In
this paper, we used metagenomic library of soil under Eucalyptus spp.
arboretum (EAA), was performed screening to identify a positive clone and
construct the shotgun library. The data was analyzed using bioinformatics
tools, to assemble the functional map and identify a hydrolase gene as
possible novel inorganic (PPase) a thioesterase (TEs). The inorganic
pyrophosphatase that has an important role in phosphorus metabolism
controlling the cellular concentration of pyrophosphate (PPi) and
biosynthetic process. Thioesterase (TEs) responsible for the hydrolysis of a
carboxylic thioester group and a sulfur atom in fatty acids. The
metagenomic revealed itself as an innovative tool for exploring novel
biocatalysts in the microbiota present in the soil. The data analyses provide
three-dimensional structure and protein function and the results suggest
that MetaPPase is M- PPase and perchance an H+_PPase transporting
subfamilies and TEs_ Meta possibly a new thioesterase.

Keywords: soil microbial diversity; bioinformatics and protein expression.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos encontram-se amplamente distribuidos na
biosfera e apresentam imensa diversidade genética e desempenham
fungcbes essenciais na manutengdo dos ecossistemas, como elementos
fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos (WHITMAN
et al., 1998).

Estudos indicam que o solo possui uma grande diversidade
microbiana, porque apenas uma pequena parcela de microrganismos do
solo é isolada pelas técnicas tradicionais de cultivo. Entretanto, ferramentas
moleculares e tecnologias baseadas em sequéncias @génicas vém
reduzindo essas limitagbes e revelando nova perspectiva sobre a
diversidade microbiana (PETTIT, 2004; RONDON et al., 2000; STREIT e
SCHMITZ, 2004). A metagenGmica é a estratégia que permite acessar
mais informagdo genética que os procedimentos baseados técnicos
tradicionais de cultivo (HANDELSMAN, 1998). A extracao DNA gen6mico é
feita a partir de uma amostra ambiental seguido por a construcao de
bibliotecas e triagem dos genes de interesse permitindo a identificacédo e
isolamento de genes completos que possam sintetizar novas enzimas
independente de cultivo (IQBAL et al., 2012; LEE et al., 2013; SIMON e
DANIEL, 2009). Nesse sentido, o conhecimento da diversidade microbiana
do solo aumenta a busca de novos biocatalisadores com alta eficiéncia e
estabilidade durante processos industriais. Onde os biotransformantes mais
utilizados sdo: oxidorredutases, liasses, isomerases, redutases e hidrolases
(STRAATHOF et al., 2002). Sendo as hidrolases o grupo de enzimas mais
pesquisado para a atuacao como biocatalisadores nos diversos setores da
industria como: cosmético, racado, bebidas, téxtil, producao de biodiesel e
biossintese de novos antibiéticos (LEE et al., 2013; RODRIGUEZ-GUILBE
et al., 2013).

Dentre as hidrolases, as tioéster hidrolase ou tioesterase (TEs EC
3.1.2.1), e a pirofosfatase inorganica (PPiase EC 3.6.1.1) sdo de grande
interesse para o mercado de enzimas, por serem enzimas ubiquas e
participarem reagdes metabdlicas importantes.
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Tioesterase (TEs EC 3.1.2.1) sdo enzimas responsaveis pela hidrolise
das ligacdes de tioéster entre um grupo carboxilico e um atomo de enxofre
em 4&cidos graxos (DILLON & BATEMAN, 2004; PIDUGU et al., 2009;
RODRIGUEZ-GUILBE, et al., 2013). A pirofosfatase inorganica (PPiase EC
3.6.1.1) é a enzima central do metabolismo do fésforo sendo essencial,
para hidrolise do pirofosfato inorganico (PPi) gerando fosforo inorganico
(Pi) e ATP que fornece energia termodinamica para os processos celulares
(FABRICHNIY et al., 2006; KELLOSALO et al., 2012; KAJANDER et al,
2013).

Diante do potencial biocatalitico dos microrganismos do solo e frente
as limitacbes de cultivos, esse estudo utilizou abordagem metagendémica
para identificar novas hidrolases com maior especificidade. Com este
proposito, uma biblioteca metagenémica de solo sob arboreto de Eucalipto
spp. foi utilizada para selecionar novas proteinas com atividade hidrolitica
as quais foram submetidos a analise in silico para prospeccao estrutural e
funcional das proteinas e subsequente expressdo em sistemas
heterdlogos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biodiversidade e Biotecnologia

Nos ultimos 50 anos, produtos derivados do metabolismo secundario
microbiano tém sido utilizados para fins médicos, industriais e agricolas
(OLIVEIRA et al.; 2006). A maioria dos metabdlitos, em uso, é obtida a
partir de microrganismos habitantes do solo (HUNTER-CEVERA, 1998;
RAAIUJMAKERS et al., 2002).

Entretanto, a diversidade é tdo grande quanto desconhecida a
principal razdo para isso, € que até pouco tempo 0s microrganismos
precisavam ser isolados e classificados através de técnicas tradicionais de
cultivo (PACE, 1997). Mas alguns microrganismos possuem condicoes
especiais para seu desenvolvimento como a sazonalidade, e em muitos

casos, a dependéncia de hospedeiros e/ou substratos especificos para sua
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sobrevivéncia e multiplicagdo, atuando como fatores limitantes para
identificagdo de microrganismos n&o isolados através das técnicas
tradicionais (TORSVIK and @VREAS, 2002).

2.2. Metagenoémica

A metagenbmica permite examinar a composi¢cdo funcional e a
diversidade de comunidades microbianas em seus habitats naturais, e
permite 0 acesso ao conteudo gendmico da maioria dos organismos nao
cultivaveis (HANDELSMAN et al., 1998; HANDELSMAN, 2004), de um
determinado ambiente através do sequenciamento do DNA e/ou RNA
(PRAKASH e TAYLOR, 2012), oferecendo um caminho para acessar mais
completamente a diversidade microbiana total de um solo, permitindo
examinar a gendémica funcional dos membros de sua microbiota, mesmo na
auséncia de cultivo de muitos dos organismos presentes.

Assim para acessar potencial metabdlico é necessaria a construgao
de bibliotecas metagenémicas, onde fragmentos de DNA, extraidos de uma
amostra ambiental, sdo clonados em vetores do tipo cosmideos, fosmideos
ou BACs, vetores estes, que suportam a clonagem de fragmentos grandes
de DNA (20-300 Kb).

Uma vez que estes DNAs estejam imobilizados em vetores sao
analisados em busca de novos produtos com atividades biolégicas
desejadas (HANDELSMAN et al., 1998; RONDON et al., 2000) oferecendo
dessa forma uma alternativa de acesso mais abrangente a diversidade

microbiana de um dado ambiente, permitindo a andlise de genes (Figura 1).
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Figura 1. Comparagéo das abordagens metagendmicas: expressao-clonagem e clonagem
em BAC para captura do material genético presente no solo onde os genes sao
representados por setas horizontais e os promotores pela letra P.

A caracterizacdo completa de um fragmento de DNA clonado implica
na determinacdo da sua sequéncia de nucleotideos. Um dos métodos
utilizados para este fim € o método de Sanger, o qual permite determinar a
sequéncia exata de uma cadeia de DNA com leitura de até 1000
nucleotideos.

O método consiste na sintese enzimatica de uma cadeia
complementar de DNA usando um iniciador e didesoxinucleotideos
(ddNTPs) marcados com diferentes marcadores fluorescentes (NELSON e
COX, 2011).

Nesse sentido, a metagendmica facilitou a busca por novos genes de
interesse biotecnoldgico, além de tornar possivel a exploracdo dos mais
diversos ambientes como: regides vulcanicas continentais (STOUT et al.,
2009), profundidades oceénicas (DICK e TEBO, 2010; SCHECKENBACH
et al.,, 2010), geleiras na Antartida (CARY et al., 2010, PEARCE et al.,
2010, TEIXEIRA et al., 2010), fontes termais continentais distribuidas por
todo o mundo (SAHA et al., 2010, SONG et al., 2010, VICK et al., 2010), e

mais recentemente, a microbiota humana, em particular, do trato
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gastrointestinal ganhou consideravel atencdo, além do interesse em
caracterizar a microbiota de diferentes locais do corpo, com objetivo final
de compreensdo da saude e das doengas humana (MENDE et al., 2012)
entre outras.

2.3 Bioinformatica

Embora existam diferentes metodologias para o sequenciamento de
bibliotecas metagenémicas, a andlise dos dados gerados a partir do
sequenciamento possui uma ordem de passos independente da
metodologia. Com o aumento de genomas e metagendma sendo
sequenciados houve aumento consideravel na quantidade de sequéncias
armazenadas em banco de dados, demandando um aperfeicoamento
constante de recursos computacionais.

Nesse sentido, com a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica é
possivel interpretar grande volume de dados gerados a partir de pesquisas
na area de genoma (PRAKASH e TAYLOR, 2012).

A etapa de montagem do genoma ou metagenéma consiste na
geracao da sequéncia genémica a partir dos fragmentos ja sequenciados.
Os programas utilizados sdo baseados em métodos heuristicos e de
programacao dindmica de alinhamento de sequéncias que essencialmente
procuram encontrar redundancias entre fragmentos, agrupando os que
tenham uma parte comum, que formam fragmentos maiores, chamados
fragmentos consensos ou contigs (MOUNT, 2004).

Existem diferentes maneiras para certificar que uma sequéncia
gendmica esta correta (ALBERTS et al., 2002). A sequéncia pode ser
comparada com pequenas partes de um genoma sequenciado e anotado
previamente ou com regides de mapas genémico. Se uma montagem é
consistente com regides dispersas de informagcdo conhecida, entao é
bastante provavel que toda a sequéncia possa estar correta (STEIN, 2001).
A etapa de anotacdo de genoma é critica porque consiste na identificacao
de regides onde estdo localizados o0s possiveis genes para depois
determinar quais sédo suas funcdes e descricbes bioldgicas (STEIN, 2001) a
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partir desta etapa as analises e ferramentas sdo especificas para o objetivo
da biblioteca em andlise que pode ser: prospeccdo de genes, analise
funcional e metabdlica, analise comparativa e classificagdo taxonémica das
sequéncias (Figura 2).
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Figura 2. Fluxo de analise: Esquema das principais etapas de um estudo de ecologia
microbiana e metagendmica. Fonte: TEELING E GLOCKNER, 2012.

A figura 3 ilustra as diferentes analises que podem ser feitas ao
montar uma biblioteca ou genoma e a sequéncia de passos devem se
seguidos, com os dados obtidos apds o sequenciamento. A tabela 1 mostra
alguns dos programas utilizados para as diferentes abordagens

metagendmicas utilizados atualmente.
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Tabela 1. Lista dos programas mais utilizados para analise de sequéncias

FUNCAO PROGRAMA URL/ Referéncia
Montagem de Phrap http://www.phrap.org
Sequéncias
Forge http://www.combiol.org/froge/
Arachne BATZOGLOU et al.,2002
JAZZ APARICIO et al.,2002
Celera MAYERS et al.,2000
Velvet ZERBIO et al.,2008
Newbler 454 Life Sciences
SOAPdenovo Ll et al.,2010
EULER PEVZNER et al.,2001
ORFome assembly YE AND TANG 2009
IDBA-UD PENG et al.,2012
Predicdo Génica Metagene NOGUCHI et al.,2006
GeneMark ZHU et al., 2010
Orf finder http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/gorf
Frag Gene Scan RHO et al., 2010
fgenesB http://www.softberry.com
GLIMMER DELCHER et al.,1999
BLAST ALTSCHUL et al., 1990
Predigao de genes de tRNAscan-SE LOWE et al.1997
RNA

Similaridade baseada

na busca em banco de

dados rRNA
Andlise Taxonémica MetaBim SHARMA et al., 2012
MEGAN HUSON et al., 2007
WebCARMA GERLACH et al.,2009
PhyloPythia MCHARDY et al., 2007
TETRA TEELING et al., 2004
NBC ROSEN et al.,2011
TACOA DIAZ et al., 2009

2.3.2. Estrutura proteica

As propriedades funcionais biolégicas das proteinas dependem de
seu dobramento correto em estruturas secundarias, terciarias e
quaternarias (quando presentes), que lhes conferem uma conformacao
funcional. A conformagao estrutural definira estrutura e fungdo das
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proteinas que podem ser: fibrosas, globulares, transportadores de
membrana celular, estrutural, horménio, anticorpo ou enzima (ALPHEY,
1997).

Para compreender a estrutura proteica é necessario descrever e
compreender as estruturas que compdéem os diferentes niveis de
organizacao estrutural. A estrutura primaria (Figura 3A) é o primeiro
determinante das interacées especificas que permitem que um pequeno
conjunto de pouco mais de 20 aminoacidos dé origem a uma quantidade
imensuravel de proteinas nos seres vivos. Isso porque as caracteristicas
distintas das cadeias laterais destes aminoacidos que possuem
diferenciacdes quanto a presenca de carga elétrica (carregados positiva ou
negativamente), potencial hidrofilico / hidrofébico, presenca de grupos
aromaticos. Como o0s mesmos se encontram ligados por ligacoes
peptidicas, a proximidade destas cadeias laterais ira fazer com que esses
residuos interajam entre si, repelindo ou atraindo-se mutuamente por
interagOes eletrostaticas, hidrofébicas, hidrofilicas, pontes de dissulfeto, e
atuacdao de forcas de “van der Waals”. A estrutura secundaria é
determinada pelo arranjo local dos aminoacidos em cadeia — alfa-hélices e
folhas-Beta (60% das estruturas mais frequentes), loops, turns, etc. (Figura
3B). As estruturas secundarias por sua vez, também interagem entre as
interagOes eletrostaticas, hidrofébicas, hidrofilicas, pontes de dissulfeto, e
atuacdo de forcas de “van der Waals”, auxiliam na formacao de
dobramentos mais complexos como a estrutura terciaria. (Figura 3C). A
interacdo entre duas ou mais estruturas terciarias dara origem a estrutura
proteica quaternaria, como pode ser observado na (Figura 3D).

Estes empacotamentos das estruturas, auxiliados por modificacdes
pds-traducionais (pds-sintéticas, como a adicdo de grupos quimicos
ligantes funcionais e a substituicdo de aminoacidos comuns por nao
usuais) irdo garantir o papel biolégico da mesma nos organismos vivos.
(NELSON E COX, 2011).
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Figura 3. Esquema representativo dos niveis de organizacao estrutural das proteinas. A)
representa estrutura primaria, B) estrutura secundaria que pode ser a-hélice ou folha-p. C)
estrutura terciaria, D) estrutura quaternaria.

2.3.1. Modelagem computacional por homologia de
macromoléculas

Entre a gama de possibilidades oferecidas pela bioinformatica uma
delas estda em destaque: modelagem computacional por homologia de
macromoléculas. Essa abordagem teve aumento consideravel junto com o
avanco das técnicas de sequenciamento, tornando possivel a
determinacao do maior niumero de informagdes sobre a macromolécula em
estudo, além de resolver computacionalmente maior quantidade de
estruturas tridimensionais e quaternarias de proteinas (SCHWEDE, 2013).

Por outro lado, a elucidacido das sequéncias de aminoacidos
(estruturas primarias) é uma tarefa relativamente simples. Por isto, nota-se
hoje uma grande lacuna entre o numero de estruturas primarias e
secundarias disponiveis em relacdo as estruturas mais complexas como as
terciarias e quaternarias. E possivel, a principio, predizer a estrutura
tridimensional de proteinas a partir de sua estrutura primaria, este método
€ conhecido como modelagem de proteinas ab initio.

Mas ainda ndo dispomos de algoritmos capazes de simular, com
precisdo, o processo de enovelamento ou empacotamento (folding), a
principal razdo, é que esses processos ainda nao sao perfeitamente
conhecidos, o que torna muito dificil obter computacionalmente

conformagbes simultaneamente estaveis e funcionais. Atualmente a
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ferramenta mais eficiente na predicdo de estruturas tridimensionais de
proteinas € a modelagem por homologia, também conhecida como
modelagem comparativa (comparative protein modeling) (SIMONS et
al.,1997, HANS-DIETER, H., & FOLKERS,2008). Esta abordagem baseia-
se na homologia entre sequéncias de aminoacidos implicando em
semelhanca estrutural e funcional; proteinas homodlogas apresentam
regides internas conservadas (principalmente constituidas de elementos de
estrutura secundaria: a-hélices e folhas-B; as principais diferencas
estruturais entre proteinas homdlogas ocorrem nas regides externas,
constituidas principalmente por alcas (loops), que ligam os elementos de
estruturas secundarias. (SANTOS FILHO e BICCA DE ALENCASTRO,
2003).

Apesar da complexidade das sequéncias das proteinas a modelagem
computacional é possivel porque proteinas homologas compartilham
similaridades entre as sequéncias (dominios conservados), além de
apresentar a estrutura 3D semelhante (SCHWEDE, 2013).

A conservacao de residuos em proteinas homdélogas é notavel, pois
sequéncias de residuos de aminoacidos em torno de 30% de identidade
podem ter excelente sobreposicdo (protein backbone), com desvios de
minimos quadrados (rmsd) da ordem de 2 A, comparaveis aos valores de
“rmsd” da ordem de 0,7 A encontrados em proteinas idénticas em
diferentes formas cristalinas (BENNER et al.,1997, SCHWEDE, 2013). Em
casos em que a identidade entre as sequécias é inferior a 25%, a melhor
maneira de resolver esse problema € utilizar métodos de compatibilidade
sequéncia-estrutura (threading ou 3D template matching methods) (BOWIE
et al., 1991)

Atualmente existem diferentes programas que permitem realizar a
modelagem de proteinas por homologia, alguns desses programas estao
indicados na tabela 2 (GUEX et al., 2009).
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Tabela 2. Programas usados para predicdo de estrutura e modelagem de
proteinas. Fonte: SCHWEDE, 2013.

Programas Web site

Protein Model hittp/fwww . proteinmodelportal.org

Portal (Arnold et al., 2009; Haas et al., 2013)

Model Archive http/modelarchive.org

HHpred hittp:/ Mool kit tuebingen . mpg.de/hh pred
{Hildebrand et al., 2009)

IMP hitpfwww . salilab. org/imp (Russel et al., 2012;
Yang et al., 2012)

IntFOLD hittp/fwww reading. ac.ukbioinf IntFOLDY
(Roche et al., 2011)

I-Tasser http//zhanglab.ccmb.med.umich. edu’
I-TASSERY (Zhang, 2013)

ModBase http://salilab.org‘/modbase/
(Pieper et al., 2011)

ModelerModWeb  httpi/=salilab.org/modeller/
(Pieper et al., 2011; Yang et al., 2012}

Pcons.net http/poons.net/ (Larsson et al, 2011)

PHYRE2 http:/fwww . sbg.bic.dc.ac .uk/phyre2s
(Kelley and Sternberg, 2009)

Robetta http//robetta. bakedab.omg/
(Raman et al., 2002)

Rosetta https Awww rosettacommons.org

SWISS-MODEL

(Das and Baker, 2008)
http:/fswissmodel expasy.org/fre pository

Repository (Kiefer et al., 2009)
SWISS-MODEL http://swissmodel expasy.org/workspace/
Workspace (Arnoid et al., 2006; Bordoli and Schwede, 2012)

E importante ressaltar que apés a modelagem computacional devem
ser realizados testes de confiabilidade em relacao as estruturas reais. Para
isso, é necessario checar residuos conservados para o sitio ativo proteico,
verificando a correspondéncia dos padroes destas regides entre o modelo
e 0 molde.

Adicionalmente, os padrdes de caracteristicas espaciais do modelo
compilados de estruturas conhecidas de alta resolucao podem ser testados
por programas que trabalham com métodos baseados no perfil 3D e
potenciais estatisticos de forca. Os valores de R.M.S.D. (programa CCP4 e
VERIFY3D) auxiliam na identificacdo e confianga do modelo por meio da
identificacdo do Score Sigea. Valores de Sigeas abaixo de 0,45 indicam
modelos com erros de predicdo no enovelamento, e valores préximos ou
acima destes indicam estruturas confiaveis. Analisados em conjunto, estes
valores irdo indicar quais as informacdes bioldgicas que podem ser

inferidas a partir de um dado modelo, garantidas que as extrapolacdes
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feitas a partir dos resultados assumam propor¢des confiaveis, limitados a
capacidade preditiva do modelo.

Nesse sentido, a modelagem 3D in silico de proteinas € um método
alternativo que vem auxiliar os pesquisadores na predi¢ao de estruturas 3D
de proteinas e reconhecimento de sitios ativos. Segundo Schwede (2013),
a ampla disponibilidade de informag¢des de estrutura 3D permite
abordagens racionais baseadas na estrutura para as mais diversas
aplicacdes nas pesquisas.

2.3.2. Ramachandram

Utilizando o grafico de Ramachandran é possivel avaliar a qualidade
estereoquimica do modelo, refletida pelos padrdes adequados de
comprimento de ligacao, ligacdo peptidica e a estrutura planar de anéis de
cadeia lateral, quiralidade, angulo de tor¢cdo para a cadeia principal e
cadeia lateral, além de choques entre pares de atomos nao ligados
(MORRIS et al., 1992, LOVELL et al.,2003), que permite visualizar a
disposicao espacial do modelo em regides mais favoraveis, com base na
conformag&o molecular com menor energia livre no sistema.

As proteinas sao formadas por ligacdes peptidicas que ocorrem entre
0 grupo a-carboxila de um aminoacido e o grupo a-amino de outro
aminoacido. A cadeia polipeptidica € formada por uma sucesséo de planos
peptidicos, onde o Unico ponto de rotacdo possivel da cadeia peptidica é
em torno do Ca. E os angulos de tor¢ao entre ¢ (fi) (dngulo de rotacao
entre Ca e o N) e y (psi) (&ngulo de rotacao entre Ca e o C), descreve a
orientacao relativa dos planos peptidicos (Figura 4) (NELSON e COX,
2011).
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Figura 4. Grupo peptidico planar. Trés ligagdes separam os carbonos a consecutivos em
uma cadeia polipeptidica. As ligagdes N-Ca e Ca-C representam angulos designados ¢ e
w. Fonte: NELSON e COX, 2011.

A principio os angulos ¢ e y podem ter qualquer valor entre +180° e -
180° (Figura 5). Onde as rotacdes das ligagdes peptidicas implicam em
colisdo da nuvem eletrénica do O ou N (Figura 5 B e D), ou ainda no
posicionamento dos atomos de tal modo que nao possibilita a formagao de
pontes de H (Figura 5 A e C).

©=180°, ‘¥=0° @=0°, ‘¥=0° ©=0°, ¥=-180" @=-60°, ¥=180°

Figura 5. Conformacdes proibidas entre ¢ e y. Algumas das restricbes de rotagdo da
ligacao peptidicas.

No entanto, diversos valores sdo proibidos por impedimento estérico
entre os atomos da cadeia peptidica e os das cadeias laterais dos
amino&cidos, sendo que, os valores permitidos por @ e y tornam-se

evidentes quando y é colocado em um gréafico versus ¢ no diagrama de
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Ramachandran (Figura 6 A). Lovell et al (2003) propds melhoras para o
grafico de Ramachandran onde as regides permitidas para dos atomos
foram ampliadas, tornando a validac&o estrutural mais eficaz (Figura 6B).

a1

]

-~
Nt i el

W

180

Figura 6. Grafico classico do posicionamento de ¢ e y, tratamentos e definigbes. Fonte:
LOVELL et al.,2003.

Na figura 6 A, a regido delimitada por linhas continua é regiao
permitida sem sobreposicdo atdmica, linhas tracejadas representam
regides permitidas indo ao limite extremo da sobreposi¢cdo, linhas
pontilhadas regides permitidas com menor flexibilidade entre os angulos. E
figura 6 B, Regido que destacada por cinza escura representa regiao
permitida se sobreposicdo de residuos, cinza médio limite extremo da
sobreposicao residuo com raios ligeiramente menores e cinza claro regides
permitidas com menor flexibilidade entre os angulos

A funcdo das proteinas esta relacionada com a sua conformacao
tridimensional e esta conformacédo, por sua vez, é determinada pela
sequéncia de aminoacidos, os quais possibilitam a formacao de diferentes
tipos de estruturas secundarias, e estdo associados aos diferentes angulos
@ e y, a cada tipo corresponde uma regidao especifica do diagrama de
Ramachandran (LOVELL et al., 2003) (Figura?7).
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Figura 7. Grafico Ramachandran e variedade de estruturas: Os valores de ¢ e y de varias
estruturas secundarias permitidas conhecidas cai nas regides esperadas para as a-hélices
e as conformacoes B. Fonte: NELSON e COX, 2011.

Além disso, existem dois aminoacidos com caracteristicas especiais
em relagdo ao grafico de Ramachamdran: Prolina — o seu grupo amina
nao é livre, encontrando-se ligado ao radical, o que confere grande rigidez
induzindo quebra nas a-hélices e nas folhas-B; Glicina — pode ser
encontrada em qualquer lugar do diagrama de Ramachandran, nas

proteinas é muitas vezes encontrada em regides flexiveis.

2.4. Biocatalisadores e Biotransformacao

Os metabolitos secundarios produzidos pelos microrganismos sao
responsaveis por uma série de transformagdes quimicas com as quais o
ser humano tem tomado contato desde sua primitiva existéncia.

As enzimas sintetizadas pelos microrganismos podem promover
reacbes em condicbes brandas de pH, temperatura e presséao,
caracteristicas essas que fazem das enzimas catalizadores altamente
especificos (CORREA & ZUIN, 2012).

O termo biocatalise aplica-se as reacOes catalisadas por enzimas

isoladas ou contidas em organismos biologicos, estudos revelaram que
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processos catalisados por enzimas sdo mais rapidos e com maior
rendimento, quando comparados aos quimicos (SANTOS et al., 2012).

A producéo industrial de substancias como farmacos, agroquimicos,
complementos alimentares, perfumes dentre tantos outros bens de
consumo implica na poluicdo e contaminagédo ambiental. Nesse sentido as
industrias estao substituindo gradualmente o uso de reagentes quimicos
por enzimas visando diminuir o impacto ambiental e obter maior eficiéncia e
menor custo (SARROUH et al., 2012).

O mercado mundial de enzimas industriais movimentou um valor
estimado de 3,3 bilhées de ddblares em 2010 e devera chegar a 8,0 bilhdes
até 2015. As classes de enzimas utilizadas nos diversos setores da
industria sdo: hidrolases, oxidorredutases, transferases, liases, ligases e
isomerases. (SARROUH et al., 2012; BINOD et al., 2013) e as hidrolases

respondem por quase metade do mercado de enzimas (Figura 8).

Oxirredutases

Células Transferases

oxidantes

Células
redutoras

Isomerases

Hidrolases
Liases

Figura 8. Distribuicdo dos tipos de enzimas utilizadas na industria biotecnol6gica. As
hidrolases em amarelo representam quase 50% das enzimas utilizadas em processos de
biotransformacéao. Fonte: STRAATHOF, PANKE E SCHMID, 2002.

As hidrolases sao enzimas que hidrolisam ligagdes C-O C-N e C-C,
entre outras e sdo representadas por: lipases, protease, fosfatases,
amilases. Assim as hidrolases sdo catalisadores biolégicos capazes de
interagir com uma grande variedade de substratos. A sua aplicacdo no
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processamento de materiais bioldégicos apresenta muitas vantagens em
relagdo a hidrolise quimica em condi¢cbes de reagdo mais brandas e com
menor gasto energético (FERRER, MARTINEZ-ABARCA e GOLYSHIN,
2005).

2.4.2. Pirofosfatases inorganicas (PPases)

As Pirofosfatases inorganicas (PPase, E.C 3.6.1.1) encontram-se
amplamente distribuidas em plantas, bactérias, protistas e archaeas, sendo
considerada enzima central do metabolismo celular, atuando no controle da
concentragdo intra e extracelular do pirofosfato inorganico (PPi), além de
controlar as reacOes biosintéticas como por exemplo: acido nucléico e
proteinas (KAJANDER et a., 2013, BAYKOV et al., 2013; LUOTO et al.,
2013). As PPiases também sao responsaveis por hidrolisar o pirofosfato
inorganico (PPi) durante o transporte ativo de cations através da membrana
utilizando o PPi como fonte de energia, em vez de ATP (KAJANDER et al.,
2013; LUOTO et al., 2013; WANG et al., 2013; FABRICHNY et al., 2007).
As PPiases sao classificadas de acordo com a funcéo biolégica e pH,
divididas em familias | e Il que representam as soluveis e de membrana (M
—PPase) (KAJANDER et al., 2013; BAYKOV et al., 2013; JAMSEN et al.,
2012).

A familia | € comumente encontrada em todos os tipos de organismos
e a familia Il tem sido encontrada até o momento em bactérias do género
Bacillus e Clostridia além de alguns patégenos humanos (YOUNG et al.,
1998; SHINTANI et al., 1998) e algumas linhagens de archaea. As PPases
soluveis mais estudadas sdo a hexamérica de Escherichia coli e a dimérica
de Saccharomyces cerevisiae. Estas enzimas tém sido extensivamente
caracterizadas por cristalografia de raios-X, mutacdes sitio-dirigido, bem
como o mecanismo de hidrélise (FABRICHNIY et al., 2007; OKSANEN et
al., 2007; KAJANDER et al., 2013).

Os membros da familia | estudadas até o momento requerem cations
metdlicos como cofatores. Contudo, as PPases de bactérias, levedura e
mamiferos foram descritas por serem fortemente inibidas por Ca** a
concentracdes fisiologicas (FELIX E FLEISCH, 1975; KURILOVA et al.,
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1984; MITCHELL e MINNICK, 1997). Seu mecanismo de inibicdo foi
investigado por SAMYGINA et al.,(2001) onde se concluiu que o Ca?'
impede o ataque nucleofilico de agua que participa da rede de
coordenacao ao pirofosfato (Figura 9 A)

Funcionalmente, a familia Il difere da familia | pela sua preferéncia por
Mn?* ao invés de Mg?* como cofator. O Mg®* é o melhor cofator para as
PPases da familia | e ele também ativa na mesma proporcao as PPases da
familia 1l, contudo, o Mn?* confere uma atividade 20 vezes maior para as
PPases da familia Il do que o Mg?®* (Figura 9B) (PARFENYEYV et al., 2001;
ZYRYANOV et al., 2004).

Figura 9. Visualizacdo das diferentes estruturas das Familias PPase. A: Familia |
representada pelo homédimero S. cerevisiae, numero de acesso PDB 1E6A, B: Familia Il
representada pelo dimero B subtilis, numero de acesso PDB 2HAW C: Familia M-PPase
representada pelo mondémero Vigna radiata da bomba H*-PPase nimero de acesso 4A01,
onde as retas horizontais em preto representam os limites intra e extracelular na
membrana e a flecha azul indica o sentido do funcionamento do bomba préton do espaco
intra para o extracelular . Fonte: Kanjander et al., 2013.

As pirofosfatases de membrana (M-PPiase) possuem uma arquitetura
e funcdo completamente diferente das familias ja descritas (Figura 9). As
M-PPiases atuam como uma bomba de prétons reversivel. E através da
membrana celular produzindo gradiente de préton e/ou sddio, em plantas,
algas e em alguns protistas, bactérias e archaeas. Sua estrutura possui
grande dominio transmembranar com 15 a 17 hélices transmembranicas
(TM), com grande regido hidrofilica do lado citoplasmatico da proteina.
Todas as M-PPiases até agora estudadas sdo homodiméricas, embora o
sitio ativo fiqgue contido dentro de um unico monémero (KAJANDER et

al.,2013, KELLOSALO et al, 2012). A estrutura da M-PPiase foi
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desvendada recentemente por LIN et al., 2012 e KELLOSALO et al., 2012
que utilizaram respectivamente como modelos para seus estudos PPiases
de feijao verde Vigna radiata e uma bactéria terméfila Thermogota
maritima, ainda existem varias lacunas a serem preenchidas em relacdo a

estrutura e funcionamento da bomba de préton reversivel.

2.4.3. Tioesterase (TEs)

Tioéster hidrolase ou tioesterase (TEs EC 3.1.2.1) desempenham
papéis celulares importantes na produgdo de energia, ciclo celular,
transducédo de sinal e regulacdo génica, além de catalisar a hidrolise do
acil-CoA tioéster em &acidos graxos livres e coenzima A (CoA-SH) (Figura
10). (DILLON e BATEMAN, 2004; PIDUGU et al. 2009; RODRIGUEZ-
GUILBE, et al. 2013).

Figura 10. Reacao de catalise pela tioesterase.

Existem duas familias de enzimas que evoluiram para catalisar a
hidrélise dos tioésteres, sdo os a / B hidrolase superfamilia e superfamilia
Hotdog-fold. As duas superfamilias enzimaticas desempenham fungées no
metabolismo primario e secundario dos microrganismos e em eucariotos,
as tioesterases estdo presentes no citoplasma, reticulo endoplasmatico,
mitocdndria (LATHAM, 2012). Além disso, as TEs s&o classificadas em
Tipo I: contém um dominio a / B-hidrolase e as superfamilias carboxil-
esterase e lipase, representam o maior grupo entre as tioesterases. Tipo l:
conhecida como Hotdog-fold, apresenta seu sitio ativo com acido aspartico
ou acido glutamico (COHEN, 2013). Recentemente descrita a Tioesterase
tipo Il esta envolvida na via da B- oxidacdo de &acidos graxos (NIE et
al.,2008).
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A classificagdo das diferentes familias e os nomes dos principais
genes e substratos, e as familias em negrito fora o foco do presente estudo
(tabela 3),

Tabela 3. Familias Tioesterase, nomes comuns dos seus membros e suas
estruturas. Fonte: CANTU et al.,2010.

Familia  Microrganismo Estrutura Gene/ nome familia
Produtor
TES 1 AB,E? NagB Ach1
TES 2 AB.E a/B-Hidrolase Acot1-Acot6, BAAT tioesterase
TES 3 AB Flavodoxin-like tesA, acyl-CoA tioesterase |, protease

l, lisofosfolipase L1

TES 4 B,E HotDog tesB, acyl-CoA tioesterase Il, Acot8

TES 5 B HotDog tesC (ybaW), acyl-CoA thioesterase I

TES 6 A,B,E HotDog Acot7 (BACH), Acot11 (BFIT, Them1),
Acot12 (CACH), YciA

TES 7 B,E HotDog Acot9, Acot10

TES 8 A,B,E HotDog Acot13 (Them2)

TES 9 B HotDog YbgC

TES 10 B HotDog 4HBT-I

TES 11 B HotDog 4HBT-II, EntH (YbdB)

TES 12 B,E HotDog DNHA-CoA hidrolase

TES 13 AB HotDog paal, paaD

TES 14 B,E HotDog FatA, FatB

TES 15 B HotDog Thioesterase CalE7

TES 16 AB.E a/B-Hidrolase TE domain of FAS (Tioesterase I), TE

domain ofPKS or NRP (type |
Tioesterase (TE I))

TES 17 B a/B-Hidrolase TE domain of PKS

TES 18 B.E a/B-Hidrolase Tioesterase Il, type Il (TE 1I)

TES 19 B a/B-Hidrolase luxD

TES 20 E a/B-Hidrolase ppt1, ppt2, palmitoil-protein

tioesterase

TES 21 ABE a/B-Hidrolase apt1, apt2, acil-protein tioesterase,
fosfolipase, carboxyl esterase

TES 22 ABE a/B-Hidrolase S-formilglutatione hidrolase, esterase
A, esterase D

TES 23 AB.E Lactamase Hidroxiglutatione hidrolase, glioxalase
Il

A, archaea; B, bactéria; E, eucarioto. Em negrito marca os produtores prevalentes.
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2.4.3. Familia Hot- Dog

A acil-CoA tioésterese ou Hotdog-fold é caracterizado por uma a-
hélice central alongada "salsicha", envolta por cinco ou seis folhas-
antiparalelas "pao" (Figura 11) (LABONTE e TOWNSEND, 2012).

A

Figura 11. Hot-dog fold: A) E. coli desidratase-isomerase (FabA, PDB 1MKA) a a-hélice de
cor ver roxa e folhas- B em verde, visto de frente. B) Giro em torno do eixo 90 °. Fonte:
LABONTE, TOWNSEND, 2012.

A unidade funcional minima do membro do Hotdog-fold é um
homédimero e o sitio ativo esta localizado na interface entra as duas
subunidades, os residuos cataliticos estdo localizados no loop que se
conecta com o N-terminal da a - hélice (DILLON e BATEMAN, 2002,
PIDUGU et al., 2009; LATHAM, 2012).

As tioesterases Hotdog-fold possuem diferentes agrupamentos e
conformacgdes de estruturas quaternarias, representadas pelas abreviagcdes
D - dimeros dh - “hot-dog” duplo, TA - tetrdmeros TB - tetrameros com
sobreposicao de folhas 3, H1 - hexdmero com sitio ativo na interface do
loop, H2 — hexdmero com hélice na interface N-Terminal, H3- hexamero
com pareamento entre dimeros e Triméros (Figura 12) (DILLON e
BATEMAN, 2002, PIDUGU et al., 2009).

A familia Hotdog-fold possui 1357 proteinas estruturalmente
relacionadas e 17 subfamilias classificadas, e apesar do numero de
estruturas disponiveis, a fungdo de muitas proteinas que contém Hotdog-
fold ainda sao pouco conhecida (ANGELINI et al., 2008).
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Figura 12. Diferentes associagdes da estrutura quaternaria da proteina “hot-dog (PIDUGU
et al.2009).

Entre as diferentes subfamilias, as YbgC e YbaW, sao de grande
interesse cientifico e ainda pouco compreendidas (ANGELINI et al., 2008).

2.4.3.1. Subfamilia YbgC

A proteina YbgC é codificada pelo primeira ORF do operon tol-pal,
onde possivelmente participam na formacao do anel de septos durante a
divisdo celular, mas a participacao da proteina YbgC nesse processo nao
€ clara. As YbgC esta amplamente distribuida em bactérias gram-
negativas, e possivelmente envolvidas na formagdo do anel de septos
durante a divisdo celular faz, além disso, apresentam preferéncias por
substratos de cadeia curta (CANTU et al.,2010;PIDUGU et al., 2009)

Estudos recentes mostram que YbgC liga-se especificamente com o
sistema de transporte de proteina acil (ACP) e esta parcialmente envolvida
com sintese de fosfolipidios e a biogénese de lipopolissacarideos (LPS) na
membrana celular (ANGELINI et al., 2008).
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2.4.3.1. Subfamilia YbaW

A Tioesterase codificada pelo gene ybaW, quebra as ligacdes tioéster
da acetil-coenzima A (acil-CoA), por produtos gerados durante a -
oxidacao de certos de acidos graxos insaturados (NIE et al.,2008).

Ren et al (2004) usando E. coli como modelo verificaram que o
cultivado em &cido oleico como fonte Unica de carbono, a referida bactéria
obtém sua energia a partir da B-oxidacdo de acidos graxos. Assim, foi
proposto que noventa por cento do acido oleico é oxidado a acetil-CoA na
via da B-oxidacao. Mas recentemente, Latham (2012) demonstrou que os
dez por cento restante foi parcialmente oxidado por uma via alternativa,
convertendo 2,5-trans-cis-tetradecadienoil-CoA em 3,5-cis-tetradecadienoil-
CoA redutase (Figura 13). O produto secundario 3,5-cis-tetradecadienoyl-
CoA nao pode ser oxidado, devido ao fato de que a enzima necessaria,
dienoil-CoA-isomerase, nao esta presente.

0
\/\/\/\A/\/\/\/M\SCDA
Beta oxidacao J
0]
VWMLSCUA
Acll-Co# dehidrogenase J 0
\/\/\/\/:\J/H\“‘J\SCDA
Baeta oxidacio
/ 90% 10%\\
0 O
\/\ANZ\)LSCDA '\/\N\/:\"/A\\)J\SCDA
Enoil-CoA isomerase l ybaW J
0 0
/\WWLSCDA V\/\/\/:WLOH
Beta oxidagio completa l
0
)\scm

Figura 13. Beta-oxidagéo da E. coli. O valor de 90% refere-se a percentagem de oleoil-
CoA que é degradado via Beta oxidagao, ao passo que 10% restante foi degrado pela via
alternativa, facilitando a degradacao parcial de oleoil-CoA em &cido 3,5-tetradecadiendico.
Fonte: LATHAM, 2012.
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Foi realizado um estudo em E. coli com a mutagdo YbaW’, e foi
observado desenvolvimento perturbado &cido oleico, bem como o acido
linoleico conjugado, quando comparado com o desenvolvimento da E. coli
YbaW™ sob as mesmas condicdes (NIE, et al.,2008 a; NIE et al., 2008 b).

Analisando os resultados quais em conjunto, estes indicam que a
tioesterase YbaW é necessaria para a via alternativa B-oxidagao. Outro
fator que corrobora com essa evidencia é ao analisar o papel do gene fadR
esta localizado “upstream” do gene ybaW.

A proteina FadR tem um duplo papel, na E. coli, atuando como um
repressor da via B-oxidacao e como um ativador dos genes de biossintese
de acidos gordos insaturados. Usando ensaios de mobilidade eletroforetica,
Feng et. al., (2009) foi capaz de demonstrar que FadR se liga a regiao
promotora ybalW, tornando YbaW o mais novo membro da fad regulon
(responsavel pelos genes codificadores das enzimas da (- oxidagao)
(Figurai4).

”afrnmm {yhalv) B No FA C‘ + FA
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Figura 14. Regulacao do gene fade o modelo atual de sua regulacao por acidos graxos: A
localizagdo fisica do fad regulon na E. coli, o gene ybaW (fadM) estd em cinza. B-
Repressao do fad gene na auséncia de acidos graxos exdgenos. C- Indugao do fad gene
apdés a adicdo de &cidos graxos exogenos. As estruturas ovais representam FadR,
enquanto que os circulos indicam ligantes reguladores de acil-CoA e FA, acidos graxos.
Fonte: FENG e CRONAN, 2009.
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3. OBJETIVO GERAL

Tendo em vista a constante busca por novas enzimas, o objetivo
deste trabalho foi a selecdo de proteinas de capacidade hidroliticas como
tioesterase e pirofosfatase inorganica, a partir de uma sub-biblioteca
metagenémica de solo de arboreto de eucalipto, com a perspectiva de

obtencao de enzimas para utilizacdo em processos industriais.

3.1. Objetivos especificos

e Anotacdo das sequéncias por meio da identificacdo de “Open
Read Frames” (ORFs) e ProDom;

e Identificacdo dos genes tioesterase e pirofosfatase inorganica;

e Predicdo da estrutural das proteinas com auxilio dos
programas |-Tasser e PyMol;

e Desenho dos pares de oligonucleotideos iniciadores para
clonagem no vetor de expressao do sistema pET28.

e Testes de expressao proteica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Biblioteca e sub-biblioteca metagenémica

A biblioteca metagen6mica utilizada para a prospeccao de enzimas
hidroliticas foi construida com solo sob arboreto de Eucalipto spp., 0 DNA
metagenémico foi clonado em vetor cosmideo para a construcdo da
biblioteca metagenémica (SCHUCH et al., 2009). Em estudo anterior
SILVEIRA et al. 2006 comparou sequéncias metagenémicas de 16s rRNA
de duas bibliotecas, utilizando solo da mesma regido e outra com solo de
floresta nativa. Os autores demonstraram que o solo sob arboreto de
Eucalipto spp., possui maior diversidade bacteriana do que o solo da
floresta nativa sugerindo assim que seria um bom indicador para
descoberta de novas enzimas.

A prospeccao de enzimas hidroliticas e a construgdo da sub-
biblioteca foram realizadas durante o trabalho de mestrado de Rodrigues
(2008) que sequenciou 864 clones da sub-biblioteca com inserto de
aproximadamente 30.000 pb, gerando 305 contigs, que selecionou o contig
241. Apo6s a analise das sequéncias foi observado que o mesmo nao
estava completo. Para o fechamento e montagem foi construido um par de
oligonucleotideos iniciadores de extensao primer walking de acordo com a
tabela 4.

Tabela 4. Iniciadores utilizados para fechamento do contig.

Iniciadores Sequéncia 5’-3
Gap_F CGGCCCTCCGTACTC
Gap_R TGCTGTGCCCTGCGAT

4.1.2. Extracao DNA Cosmidial

A extracdo de DNA cosmidial foi feita pelo método de lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989), para extracao em tubos de 2 mL, o método foi
realizado com algumas modificagdes. O clone estocado foi inoculado (10
uL) em 1 mL de meio LB, adicionado de 70 pg/mL de ampicilina, no meio
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de cultivo de bactérias foi feito em duplicata. As amostras foram incubadas
com agitacao de 250 rpm, a 37°C, por 18 horas. Apés a incubacgdo, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 3220xg, a 20°C. O
sedimento foi lavado e ressuspendido em 60 pL de solugao GTE [Glicose
50 mM; Tris-HCI 23 mM (pH 8,0); EDTA 10 mM (pH 8,0)], com agitacao em
vortex por 2 minutos e centrifugacdo a 3220 xg a 20°C, por 10 minutos.
Esse procedimento foi repetido mais uma vez. Apds a lavagem acima
descrita as células foram ressuspendidas em 60 pL de solugdo de GTE
contendo de 5 ug de ribonuclease A (Sigma). Acrescentou-se 120 uL de
solucdo de lise [NaOH 0,2 N / SDS 1% (p/v) ] a suspensao, e esta foi
incubada por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds esse periodo foi
adicionado 120 pL de acetato de potassio 3M, repetindo-se o periodo de
incubagcédo anterior. Apds esse periodo as amostras foram resfriadas a -
80°C por 30 minutos, em seguida as amostras ficaram em temperatura
ambiente para descongelar e foram centrifugadas a 3220 xg a 20°C por 45
minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para tubos de 2
mL estéreis, e adicionado 16uL de acetato de sddio a 3M pH 5.2 e 500uL
de isopropanol absoluto (v/v), os tubos foram invertidos 10 vezes, para
misturar as amostras e armazenadas a -20°C por proximamente 18 horas.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 3220 xg, por 45 minutos
a -4°C. O sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi lavado com
200uL de etanol 70% (v/v) gelado. Os tubos contendo as amostras de DNA
foram centrifugados por 10minutos nas mesmas condigbes de rotagéo e
temperatura ja descritas. Apdés esse procedimento, o sobrenadante foi
descartado deixando os residuos secarem por 60 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram ressuspendidas em 30 pL de &gua ultra pura
Milli-Q (Millipore) esterilizada, e armazenada a -20°C.

4.1.3. Reacao de sequenciamento

As reacoes de PCR, para o sequenciamento dos fragmentos de DNA
foram realizadas nas seguintes condicdes: 2 yL de BigDye Terminator
(Applied Biosystems); 10 pmoles do oligonucleotideo (GAP_F e R); 3 uL
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tampao 5X (400 mM Tris-HCI pH 9; 10 mMMgCI2); 0,2 ug de DNA e agua
Milli-Q esterilizada para completar um volume de 10pyL. Foram feitas
reacdes individuais para cada oligonucleotideo utilizado. As placas foram
seladas com um adaptador de silicone e levadas ao termociclador, sendo
submetidas ao seguinte programa: 40 ciclos (96°C por 30 segundo, 52°C
por 30 segundos e 60°C por 4 minutos). Apds a reacao de sequenciamento
os fragmentos de DNA amplificados foram precipitados, € os dNTPs
marcados por fluorescéncia que nao foram incorporados, foram retirados
por sucessivas lavagens. Para a precipitacdo do DNA amplificado, marcado
pela PCR de sequenciamento, adicionou-se 80 uL de isopropanol 75% (v/v)
as amostras, as placas foram agitadas, cuidadosamente, em vortex por
alguns segundos, posteriormente incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos, e centrifugadas a 20°C por 45 minutos, a 3220 xg. Os
sobrenadantes foram descartados e 150 pyL de etanol 70% (v/v) foram
adicionados as amostras. As placas foram centrifugadas por 10 minutos, na
mesma temperatura e forca centrifuga descrita anteriormente, e o0s
sobrenadantes foram descartados. As placas foram secas durante 30
minutos no fluxo laminar na auséncia de luz. Para a aplicagdo no
sequenciador, as amostras foram ressuspendidas em 9uL de Hi-Di
Formamide (ABI Prism), submetidas a desnaturacao por 5 minutos, a 96 °C.
O sequenciamento foi realizado em um aparelho de capilar modelo 3700
DNA Analyzer ABI Prism (Applied Biosystems).

4.1.4. Anadlise das Sequéncias

A qualidade das sequéncias geradas foi avaliada utilizando-se o
programa “Sequencing Analysis 3.4”, o qual gerou os eletroferogramas que
foram submetidos a analise pelo “Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al.,
1998). A selecao das sequéncias adequadas foi realizada pelo programa
Phred, o qual analisa a qualidade das sequéncias, visualizando
graficamente pelo Consed (EWING et al., 1988; EWING & GREEN, 1998) e

gerando arquivos no formato “fasta”, na qual o nivel de exigéncia minima
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foi de 250 bases com qualidade Phred acima de 20, auxiliado pelo

programa “Contgen.pl”

4.1.5 Selecao das ORFs

Foram identificadas as Fases Abertas de Leitura (ORFs - software
ORF finder:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) das sequéncias
metagendmica, foi feito uma triagem manual de provaveis sequéncias com
dominios conservados com base na maior similaridade em bancos publicos
de dados integrados ao NCBI (BlastP, ALTSCHUL et al., 1990), seguido de
correcdo de erros da anotacdo em codons de iniciacdo. As mesmas
sequéncias nucleotidicas conservadas (ORFs) foram submetidas a um
programa de identificacdo de dominios conservados: o PRODOM
(SERVANT et al., 2002), buscando confirmagéao da predicéo funcional das
sequéncias. As ORFs também analisadas as no programa Pfam (Banco de
familias enzimaticas: PUNTA et al., 2012) obtendo-se maiores detalhes
sobre as sequéncias.

4.2. Identificacoes das proteinas hidroliticas e analise
estrutural

Apo6s a selecdo das ORFs foi feita a identificacdo de proteinas
hidroliticas, as sequéncias de amino acidos foram submetidas no programa
I-Tasser Server, plataforma on-line para predicao de estrutura e funcao que
permite gerar automaticamente predicdo de estrutura 3D e possivel fungéao
biolégica da proteina de alta qualidade (ZHANG, 2008).

Apos a predicédo estrutural as sequécias de aminodcidos de ambas
foram analisadas no programa Swiss — Model (BORDOLI et al., 2009) para
identificacdo de modelos homélogos as estruturas proteicas. A comparacao
entre a estrutura molde e o modelo foi feita com auxilio do programa
PyMOL Molecular Graphics System, version 1.5.0.4, que € um sistema de
visualizagdo molecular. (SCHRODINGER, 2010). O programa RAMPAGE
(LOVELL et al.,2003) permite gerar o grafico Ramachandran atualizado,

define os residuos que se encontram nas regides energeticamente
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favoraveis e desfavoraveis e orienta a avaliagdo da qualidade de modelos
tedricos ou experimentais de proteinas. O Programa PROSA WEB
(WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007) foi desenvolvido principalmente para
avaliar estruturas experimentais, e calcula a significancia estatistica de uma
estrutura por meio da comparagdao com estruturas ja resolvidas por dois
diferentes métodos, cristalografia de raios X e ressonancia magnética
nuclear (NMR).

O programa MEMSAT3 e MEMSAT-SVM possui método de
identificacdo de topologia transmembranar (NUGENT et al.,2011). Para
predicdo do motivo conservado foi utilizado o programa PROSITE
(http://prosite.expasy.org/) (SIGRIST et al., 2010). O programa ESPript 2.2
(http://espript.ibcp.fr) (GOUET et al.,1999) permite a visualizagéo rapida do

alinhamento de sequéncias além de avaliar estrutura secundéria criados
por para produzir uma sintese de ambos sequéncia e informacdes

estruturais.

4.2.1 Analise Fenética

Preliminarmente, as sequéncias de aminoacidos foram submetidas a
consulta de similaridade, com sequéncias depositadas no banco de dados
GenBank acessado através do site do National Center for Biotecnology
Information (NCBI). A ferramenta utilizada para esta consulta foi o BlastX
local - Basic Local Alignment Search Tools (ALTSCHUL et al., 1997). Em
seguida foi realizado o alinhamento global entre as sequéncias de
aminoacidos selecionadas para as duas proteinas hidroliticas, usando o
programa BioEdit, version 5.0.9 (HALL,2001). Para matriz de distancia das
arvores utilizou-se o0 método de construgdo “neighbor-joining” (SAITOU e
NEI, 1987) com algoritmo p-distance respectivamente, processado pelo
programa de Analise Genética de Evolugao Molecular MEGAS5 utilizando
Bootstrap com 1.000 replicas. (TAMURA et al.,2011).



46

4.3. Amplificacao e Clonagem da proteina em vetor expressao

Para cada gene foi construido um par de oligonucleotideos iniciadores

especificos contendo sitios para as enzimas de restricdo (Tabela 5).

Tabela 5. Iniciadores para utilizados na amplificagcdo dos genes
codificadores de hidrolases.

Gene Sequéncia (5'-3) Sitio de
restricao
PPiase F GATTATCACGGATCCAAAATGGCGAAG BamHI
PPiase R GCTTCTTGGAGCTCCTCAGGTCTTGTC SACI
TEs F GGCGATCCGTCGATGGTCGCGT BamHI
TEs R GTACAAGCTTCGGCCCTAGCGCTCG Hindlll

*Nao foi obtido amplificagéo para o gene da pirofosfatase inorganica (PPiase).

A sequéncia codificadora de tioesterase foi amplificada por PCR
(Reagao em cadeia da Polimerase) em um sistema contendo 1 U Pfu DNA
Polymerase (Fermentas), 10 pmol de cada iniciador descrito acima, 200
mM de dNTP, 5 uL de tampao de reagdo (200 mM Tris-HCI 100 mM
(NH4)2SO4, 100 mM KCI e 20 mM MgSO4) 10X concentrado,
aproximadamente 50 ng de DNA molde (cosmideo) e agua ultra pura para
completar o volume total de 50 pL.

A reacao foi realizada em termociclador Eppendorf Master Cycler
Gradiente utilizando-se o seguinte programa: 1 ciclo de 95° C por 2 minutos
seguidos de 30 ciclos sequéciais de 95° C 45 segundos, 57° C 45
segundos e 72° C 2 minutos finalizando com um ciclo de 72°C por 5
minutos.

O produto de PCR foi purificado em coluna de silica utilizando-se o kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). Em seguida, o
DNA foi digerido com as enzimas de restricdo especifica no desenho dos
oligonucleotideos iniciadores. As endonucleases foram inativadas por calor
20 minutos a 80° C e o DNA amplificado foi novamente purificado utilizando
kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE). Por fim, o produto de
PCR foi ligado no vetor de expressdo pET28b digerido com as mesmas
enzimas e purificado da mesma maneira (Figura 15). A reacéo de ligacao
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foi feita utilizando-se 10 ng de vetor, aproximadamente 50 ng do produto de
PCR, 1 U de enzima T4 DNA ligase (Fermentas), tampao de reacao diluido
10x (Tris-HCI 400 mM, MgCI? 100 mM, DTT 100 mM, ATP 5 mM) e &gua
ultra pura estéril para um volume final de 10 pL. A reacao foi incubada a
162 C por 18 horas. Os plasmideos foram transformados em E. coli BL21
(DE3), conforme instru¢des do fabricante (Novagen).
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Figura 15. Esquema ilustrativo apresentando caracteristicas do vetor do sistema pET28

(NOVAGEN).
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4.4. Expressao e purificacao de proteina

4.4.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em
condicao desnaturante (SDS-PAGE)

SDS-PAGE é capaz de separar proteinas de acordo com sua massa
molecular. A desnaturacdo € parcialmente promovida pela ligacao do
dodecil sulfato de s6dio (SDS) a proteina formando um complexo proteina-
SDS de carga negativa. As andlises eletroforéticas de proteinas em gel
SDS-PAGE foram realizadas utilizando o sistema de mini géis Mini-
PROTEAN da BioRad. A composicao dos géis utilizados é apresentada na
tabela 6. Para a aplicacdo no gel as amostras de proteinas foram
misturadas com tampao de amostra (Tris-HCI pH 6,8 100 mM, glicerol 20 %
(m/iv), SDS 4 % (m/v), azul de bromotimol 0,2 % (m/v) e beta-
mercaptoetanol 2mM) na proporcao 1:1 e aquecidas a 95° C por 5 minutos.
As eletroforeses foram conduzidas a 180 V durante 50-60 minutos em
tampé&o Tris-base 25 mM, glicina 250 mM e SDS 0,1 %. Apds a corrida, o
gel foi corado com Coomassie Brilhante Blue R-250 2,5 % (USB
Corporation) durante 30 minutos. A seguir, o gel foi lavado em agua ultra
pura e descorado em solucao descorante (agua/metanol/acido acético nas

porcentagens 4,5/4,5/1,0 v/v/v).

Tabela 6. Composicdao do gel SDS-PAGE utilizado para analise de

proteinas.
Componentes Gel de empilhamento 5% Gel de separagao 12%
Tris-HCI pH 6,8 0,5M 1,0mL -
Tris-HCI pH 8,8 2,25M - 2,83 mL
*SDS 4% 100 pL 280uL
Bis acrilamida 30% 665uL 4,38mL
*APS 10% 50uL 150 L
*TEMED 1,25 pL 25 uL
Agua ultra pura 2,21mL 5,12mL

* APS - persulfato de aménio e TEMED - Tetrametil — etilendiamina. Valores equivalente

para fazer um gel
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4.1.2. Expressao de proteinas

Os testes de expressdo e purificacao foram feitos apenas para a
proteina da tioesterase.

O transformante foi inoculado em meio LB pH 7,0 com 100 mg / mL
de kanamicina, o pré-cultivo foi multiplicado a 37° C a 180 rpm até uma
D.O.g00 0,6. Nesse ponto foi retirado uma aliquota do pré-cultivo e
transferido para um novo frasco com 2 L de meio LB pH 7,0 com 100 mg /
mL de Kanamicina, e novamente colocado sob agitacao 37° C a 180 rpm
ate uma D.O.g00 0,4, nesse ponto o meio foi transferido para temperatura
182 C e a 280 rpm até atingir D.O.gp0 0,6 € nesse ponto foi adicionado ao
meio de cultivo o indutor de expressao IPTG (Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo) na concentragdo 1,0 mM (RODRIGUEZ-GUILBE et
al., 2013). Para o teste de inducéo a cultura ficou o periodo de 22 horas a
18° C e a 280 rpm. Em seguida as células do cultivo foram centrifugadas a
3220 xg / 10 min., o precipitado foi ressuspendido com 5 mL de Fosfato de
Sodio 0, 1M pH 6,5 e 0,5 mg / mL lisozima e encubado em gelo por 30 min.
O choque térmico foi realizado mantendo o extrato por 30 min. a -80° C e
apos esse periodo, levado imediatamente em banho a 372 C. O processo
do choque térmico foi feito por trés vezes, a cada etapa as amostras foram
centrifugadas a 3220 xg por 30 min. a 4° C e o sobrenadante foi
recuperada a cada centrifugacado. A quantidade de proteinas nas fracoes
soluvel e insoluvel foi avaliada em gel SDS-PAGE

4.1.3. Purificacao da proteina

O extrato bruto (7 mL) foi concentrado por meio de filtracdo em
membrana Thermo Scientific Pierce® Protein Concentrators, 7mL/20K
MWCO, e a fracao proteica que ficou retida foi aplicada em uma coluna
cromatografica de niquel pré-empacotada HisTrap™FF crude 1mL and 5
mL (GE Healthcare) e a purificacédo realizada de acordo com as instrucoes
do fabricante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Biblioteca, sub-biblioteca metagenémica e montagem do

contig
O inserto de DNA presente no cosmideo A09 possui 30.562 pares de
bases, a busca por regides codificadoras foi feita através dos programas
ORF Finder, onde foram selecionadas 24 ORFs (Open Reading Frames). A
montagem do mapa génico pode ser visualizada na figura 16. As
sequéncias selecionadas foram submetidas no GenBank, numero de

acesso da KF715620, e estao descritas na tabela A1.
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5.2. Identificacoes das proteinas hidroliticas e analise das
estruturas

5.2.1. Identificacoes da Pirofosfatase Inorganica
(PPiase) e analise das estruturas

Apoés predigao da estrutura da Orf 20 utilizando o programa I-Tasser,
as sequéncias homologas foram identificadas utilizando o programa Swiss-
Model (Tabela 7) (ARNOLD et al., 2006), visando selecionar,
preferencialmente, moldes que apresentaram identidade igual ou superior a
30%, haja visto que este valor representa conservacao confiavel de
residuos de aminoacidos das cadeiaspopeptica (SANTOS FILHO e BICCA
DE ALENCASTRO, 2003).

A Orf 20 foi identificada como sendo uma pirofosfatase inorganica
(PPiase), e para melhor entendimento sera denominada de MetaPPiase.

Tabela 7. Predicdo dos modelos para MetaPPiase

Cédigo Funcéo Cobertura ID % Método Formacao Ligantes
PDB estrutural

4a01.1 Proton 0,79 25,7 X-ray, Homédimero DMU , MG, K,PN
Vigna radiata Pirofosfatase 5 2.3A
4av6.1 Pirofosfatase 0,69 321 X-ray, Homéodimero MG, K
Thermotoga ~ Bomba de sédio 2 4.0A
maritima Energizada K"
4av3.1 Pirofosfatase 0,77 26.5 X-ray, Homoédimero MG, CA
T. maritima Bomba de sédio 5 2.6A

Energizada K

* DMU beta - decil-D-Maltopiranoside, MG ion magnésio, K ion potassio, PN &cido

Imidodifosforico, CA ion calcio.

Observa-se na tabela 7 que as sequéncias homologas identificadas
pelo programa Swiss-Model (ARNOLD et al.,, 2006), sequéncia em
destaque, representa o molde com identidade acima de 30% que pertence
Thermotoga maritima, sendo o numero de acesso do PDB 4av6. Com a
identificacdo do molde foi possivel predizer o modelo estrutural da proteina
MetaPPiase, utilizando o programa Pymol (Figura 17).
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Figura 17. Predicao estrutural para MetaPPiase: onde as a-hélices estdo representadas
pela cor ciana, folhas— em pink e os loops salm&o. A estrutura foi criada no programa
Pymol version 1.5.0.4

A confiabilidade do modelo gerado para MetaPPiase foi avaliada
através do grafico de Ramachamdran, que determina que 90% dos
residuos aminoacidos devem estar localizados na regido mais favoravel do
grafico (LOVELL, 2003). A analise gerada para MetaPPiase obteve 91,2 %
de aminodcidos localizados na regido mais favoravel, representada pela
area azul escura do grafico, € importante observar na figura 16 que
apresenta maior quantidade de aminoacidos na regido referente a a-hélice
de sentido horéario, j& que a estrutura da MetaPPiase na figura 18 é
formada basicamente por estruturas a-hélices. Uma parte consideravel dos
residuos de aminodcidos 5,6 % ficou na regido favoravel glicina, mas por
se tratar de uma regiao flexivel acaba nao interferindo na estrutura. E
apenas 3,2 % dos residuos ficaram na regiao nao permitida.
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regido permitida geral para Glicina. Gréfico foi gerado no programa Rampage.

Outro fator importante avaliado foi o valor de z-score com auxilio do
programa ProSA web € uma ferramenta de diagndstico que se baseia na
andlise estatistica das estruturas de proteinas disponiveis (WIEDERSTEIN
e SIPPL, 2007).

O z-score para MetaPPiase foi de —7,09 (Figura 19), de acordo com a
descricdo do programa o valor negativo pode ser pelo tamanho da
proteina, por ser uma estrutura complexa acima de 800 residuos de
aminoacidos tornando dificil a modelagem experimental, outro fator que
induz pontuag&o negativa do z-score esta relacionado com estruturas das
proteinas de membrana, pois suas propriedades fisico-quimicas diferem
consideravelmente de proteinas soluveis, no entanto muitas estruturas
publicadas em bancos de dados estdo com sequéncias incorretas
(BENKERT et al., 2011; WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007).
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Figura 19. Pontuagéo de Z-score: pontos indicados com azul escuro sdo estruturas de
proteina resolvidas por ressonéncia magnética nuclear (NMR) e pontos em azul claro
corresponde as estruturas resolvidas através cristalografia de raios-X, o circulo preto
mostra no grafico o local da pontuagao para MetaPPiase ( Prosa Web).

De acordo com a analise estrutural e de confiabilidade, podemos dizer
que o modelo gerado para MetaPPiase é confiavel baseado nas
pontuacdes do grafico de Ramachamdran, mesmo o modelo apresentando
3,2% de residuos que estavam em regido isolada, ja que se trata de uma
estrutura com 876 aa. O valor negativo de z-score indicado para
MetaPPiase pode ser aceito de por se tratar de uma proteina de membrana
e ainda ndo existe programas especificos para analise de estruturas
proteinas de membrana.

A sequéncia homologa a MetaPPiase pertence a T. maritima (PDB
4A06) a proteina pertence a familia pirofosfatase integral de membrana (M-
PPiase), e a principal caracteristica dessa familia € apresentar entre 15 a
17 hélices transmembranicas (TM) (KAJANDER et al.,b2013).
Caracteristica essa confirmada pelo programa MEMSAT3 e MEMSAT-SVM
(Figura 20).
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Figura 20. Topologia transmembranar: Modelo dos segmentos transmembranares da
MetaPPiase.

Segundo, RODRIGUES et al. (2014), a MetaPPiase possui 17 hélices
TM representadas pelos segmentos amarelos, a por¢cao C-terminal voltada
para regidao citoplasmatica e a N-terminal voltada para regido extracelular
além de peptideo sinal (Figura 20). Essas caracteristicas sdo similares as
descritas para Streptomyces coelicolor que é classificada como uma M-
PPiase ou pirofosfatase transportador de H" ou (H™-PPiase) (MIAMURA et
al., 2004). As H" - PPiase sado dividas em duas subfamilias a K"
independente e K* dependente, sendo as K" independentes identificadas
em eucariotos, bactérias e archaea, enquanto as K' dependentes
identificadas em eucariotos e em algumas plantas (LUOTO et al., 2011;
BAYKOV et al., 2013, Wang et al., 2013). Recentemente foi identificado
uma pirofosfatase transportadora de Na* (Na*- PPiase) em microrganismo
mesofilos, e esta enzima é semelhante a H+_ PPiase em muitos aspectos e
para a atividade requerer tanto K* e Na* para realizar transporte de ions
através da membrana (KAJANDER et al., 2013;BAYKOQV et al., 2013).

Além da presenga das hélices transmembranares, a predigcdo do
motivo conservado da proteina MetaPPiase, D-[SGDN]-D-[PE]-
[LIVMF]-D-[LIVMGAC] foi identificado utilizando o programa
PROSITE (SIGRIST et al., 2010). LIN et al. (2012), descreveram o motivo
(DXB3DX3D) como reponsavel pela fungao &cida, devido ao fato de que os
trés residuos de aspartato conservados serem caracteristicos da familia da
H*-PPiase.
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Wang et al., (2013) caracterizaram diferentes dominios conservados
pertencentes a familia H-PPiase de plantas usando diversas ferramentas
de bioinformatica, que permitiu a identificacdo de dois possiveis novos
dominios os quais permitem alocar a estrutura e funcao entre os membros
da familia H"-PPiase.

Para observar o dominio conservado da proteina MetaPPiase e os
diferentes organismos representantes da H*PPiase, foram selecionadas
sequéncias de aminoacidos dos seguintes microrganismos: Akkermansia
muciniphila Am-PPiase, Clostridium leptum Cl- PPiase, Clostridium
lentocellum Clem-PPiase, Prevotella oralis Po-PPiase, Vignia radiata Vr-
PPiase, Thermotoga maritimo Tm-PPiase, Bacterioides vulgatus Bv-PPiase
e Clostridium sp. Cs-PPiase. O alinhamento das sequéncias foi feito
utilizando o programa ESPript 2.2 (GOUET et al., 1999) que agrupa e
alinha sequéncia e a estrutura secundaria para as analises (Figura 21).



59

i
MNeta-PFame E.‘j.";'."." Jl;-;;-:‘:::ﬂﬂiljt-- iﬂi:ljiliiﬁﬂ]liillii!llijli?
Mata-PPase HET '..P‘:.:sLB.'._.H}"hlLL.‘e || R S Lavivay tFLGEAJ o
¥r_P AVHEFLL A ANGL VLY TAIRLFEIYYGDDWEE . .« - o v s avi oa ,ur:.hI'T{‘.“." FLEEE S
v 'SL"’P'F-.—-'J-'-‘-' '-"lh'?‘J-E'IHIJ-D‘-‘IJH'“ITTHILvIHF?PF‘LI"T'I'G' ECE LT
A=-PR l A% i MRLYVITITTHLTFGME L
Ev=-FFane av 3 CAELCVIITTTMLIIFG T
Cl-PPass ,LG".'_.,D‘. SIWYFFL '.".PH'I'ST"-'M'HQHEA. . .n.lal'-‘ﬂl..: SRHLTIFD g
Clan PPass AVMELYVVGFOLLDLS I MY NI LDONY YRALF . . . . BA. ..znwr:‘rssm..-.!_f? b add =
Po-Plans RV ...'U“.".' ‘LGLLE‘ Al H’FHIL'.H'&.F':'SuEﬂTS. vusesnes s« RITETTTHLTIFSME T
Ca_FPans 3V G Lo . ERTAQVT 'H'H-' TIFSMEERHE
Vh-PPams g. ......... WMEFITEALLEFoMEAL
copdenauns>50 ' e
£ [af
Neta-PPama
Mata-PPame
Ve_FPass :
Te-PPage 'Jmat'n'.--l.‘:.k "'H-F?I'I'
A=-FPase COEILASAALGARRYMAY
Bv-PPase CEE 'Lﬁ‘ﬂq..'.‘r.ﬁ.nh?!ﬁﬁ
Cl-FFama vasins i

‘n'lI‘:[l:- CaLAVARD.

YCGE :"'.I TA.::,GA'.'EP&HH

v Al

] TPw "-.-Tu=ZPATD

lTIllD\rngnglr-..1plnnrtn?l Ilﬂn?ﬂﬂn"l‘ﬂl}i’lﬂlﬂ'lﬂlril‘-qll...;ll;..l.a o

= L] L] a » .o = =
L]

Clen FFase

MNata-FPams
Mata-PPana G-KE'-'HGFIIAS- FAF-’L‘-'-‘
Ve _Fiame ........ . ANTG
Ta-FPase ...l LY
Am-PPans HHTT'E&EHSRG“ YGI -3" |
By-PPase FAH... . IS3MGLYGIGIA TL@ITLRT
Cl-FFasa EYM..... CHELyoven sEERAT LA TLAT
Clen_PPana NFH. ' .HI}' TGL STLEITLAT
Po-Flase HSHSE'}SI SRG' | Th
Ca_FPass
Vo-FPase
congensans50
ace - w
Mata-FPare nrH:Hh#ﬂiHHHHHHHHHHHAHHHHHM
Mota-PFane FRJIEHYLERD T
Vr_Flase . DAL 13
Ta-FPase CPEVERITDHL 15
A=-FPane PEVERETDAL TG EELKISILAWSEATGHTIYEINDAVSEVE
Bv-FRasa .KEVEKETDAL 10 ¥ -.-Ez::z:n:..'rsu.uur. .+ ILELFHGITVD
€l-FPase EEVRERETDAL Ti TIAEIQ. S g
Clan PPase EVVEEETDAL T3 AYEDSIR,
Po-FPase ~BOTRERETOAL T ::xumrwraa BU*ISJ}.AE;‘.‘FD
Ca_PFass ~HEVEEETDAL Ti DR s o el b i e e
Vb-FPane ; FE"FQFT:J.‘..L HL oF & TEM. . ova TR RN + « PRIESYK
consansues5d SAVE. rl:il.ll] laiTeaAtgE P A L L
ace .
i f it
Mata-PPans i'a-.--..-a.a." 2-?.1;?.1““.2-.-4‘ pagd 238 =22 s i.?.-‘.l';'
Meta-FFams TPLES COTHCOFEED THEREA A H :‘;'L'JE SVORML
Vr_Prase < O PHx D TR JEELVFRFFFATHGS
Tm-PPane EE (Y GFELDT LAVEI FEHVHEL
A=-PPans REiE [YFER SO FSLNT VTRGNEIAVTL
Bv=PPans EEV ;E:FEL?-: VMAGLTVANSL
Cl-PPans 4 1] EGPEINIL VEREVVLEFSL
Clan FPana =5 D ISR G PAINT VFEMFILTNEI
Po-Flane 1] S 1 FPHED TR IVMAGLTIVAFYL .
Ca_PPans 1] 1 ' -+ HGGLE=ED 1 PHE D Ty LTTHVEIVFAGVVVTFHI
Yb-PRans [] D COTHEGODPFRE D TEIENER LMTMYAIVTRGLTRTYSI
consanaums50 nllllr:l.l P s .g:gmld HEA - lv#n'l'lﬂrnﬂxnrlgnlI:I.H:ll.l Y.LV iBaiscisss
aco L i :a =

Figura 21. Alinhamento multiplo das sequéncias da H+PPiase: Residuos totalmente
conservadas estdo marcados em vermelho e regides com residuos homélogos estdo em
marcados na caixa azul. Os residuos Mg e PPi binding estao marcados com esferas
verdes; residuos do tunel que estédo ligados no local de hidrélise e o canal de ions,
indicado com esferas laranja; residuos de abertura do canal marcado com esferas pretas e
a (acc) regides variaveis da entre as sequéncias representado pela cor azul.
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O alinhamento da figura 21 revelou elevado grau de homologia entre
as diversas sequéncias de aminodacidos. Nas regides em vermelho, estao
os ligantes Mg*, K * e o PPi, responsaveis pela formacdo do canal
transportador de ions (Figura 19) (LIN et al., 2012).

Para melhor visualizagdo dos motivos conservados indicados na
figura 21, foi feito sobreposicdo das estruturas MetaPPiase com o modelo
Tm-PPiase, representados na figura 22, para isso foram usadas as
coordenadas dos ligantes do modelo da estrutura descrita por Kellosalo et
al. (2012).

Figura 22. Possivel coordenada do substrato para MetaPPiase: A) Vista inclinada de um
mondmero Tm-PPiase do lado citoplasmatico, a vista enfatiza as posigdes das estruturas
transmembranares desordenadas, que estdo numeradas de acordo com a gradiente de
cores (azul para vermelho) do N para o C terminal. Fonte: Kellosalo et al 2012. B)
Sobreposicao das estruturas MetaPPiase em azul e Tm-PPiase laranja claro estrutura na
cor laranja claro, é possivel ver os ligantes de uma visdo geral onde fosforo estd em
vermelho, Mg®* laranja e K* roxo. B) Visdo aproximada do tnel. Fonte: As figuras B e C
foram desenhadas no programa Pymol version 1.5.0.4.

O valor do desvio minimos quadrados (rmsd) para sobreposicao das
estruturas foi de 2.322 A, valor esse préximo do ideal que é da ordem de 2
A. A figura 22 B monstra a sobreposicao das estruturas juntamente com os
ligantes formadores do canal transportador de ions e podemos dizer que
possivelmente a MetaPPiase pode atuar como uma bomba de prétons
reversivel. Kellosalo et al. (2012), em seus estudos para entenderem a
estrutura da M-PPiase presente em Thermotoga maritima identificaram os
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dominios transmembranares TM 5 e 6 e TM 11 e 12 como sendo as
estruturas responsaveis pela abertura e fechamento do canal da como uma
bomba de prétons reversivel. Esse sistema pode ser melhor compreendido
observando a figura 23.

Intracelular

Extracelular

Intracelular

Extracelular

Figura 23. Mecanismo proposto para a bomba de prétons reversivel de Thermotoga
maritima: A faixa azul simboliza a membrana celular; a numeracao de | a V indicam a
ordem dos acontecimentos. |) Antes da ligacdo do substrato é possivel observar o canal
para a regiao extracelular fechado e a regido intracelular aberta (sitio ativo). II) A ligacao
do substrato faz com que o circuito entre hélices 5 e 6 mude sua conformacao, fechando a
regido intracelular, permitindo a formagao de estado transitério onde o movimento das
hélices 11 e 12 abra a regido extracelular (canal de saida), e ocorre o transporte de um
cation para meio extracelular. Ill) O sitio ativo mantem fechado até a fim da hidrélise do
pirofosfato. IV, V) Apds hidrélise o grupo fosfato as duas molecular de fosfato inorganico
sdo levados para dentro da célula. E o canal volta para conformagéo inicial para uma nova
hidrolise. Fonte: Kellosalo et al.,2012.

5.2.2. Fenograma

A construcdo do fenograma foi feito através da selecdo de
sequéncias aminoacidos representativas da familia H'PPiase depositadas
no NCBI, essas sequéncias estao listadas na tabele A2 no apéndice.
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Figura 24. Andlise Fenética MetaPPiase: As sequéncias de membrana PPiase foram
selecionadas de acordo com o banco de dados NCBI para cada subfamilia PPiase (H+-
PPiase com K+ independente e K+ dependente).
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De acordo com as informacdes obtidas para a MetaPPiase, sugere
que ela pertence a familia -PPiase ou H+ - PPiase, que sdo dividas em
duas subfamilias a K+ independente e K+ dependente.

O fenograma mostra que a MetaPPiase pertence ao grupo de
sequéncias da subfamilia K* independente com afinidade para ion H",
encontrada na maioria dos microrganismos, principalmente, bactérias
(LUOTO et al., 2011; BAYKOV et al., 2013, Wang et al., 2013). Observa-se
ainda que MetaPPiase esta no limite entre dois clados demonstrando a
singularidade dessa proteina (Figura 24).

5.2.3 Identificacoes do gene Toiesterase (TEs) e
analise das estruturas

Para a predicao da ORF 08 foram realizadas as mesmas descritas no
item 5.2.1., e foi identificada como sendo uma Tioesterase (TEs), e para
melhor entendimento sera chamada de TEs-Meta.

A tabela 8, monstra as sequéncias homologas da proteina TEs-Meta,
obtidos pela analise do programa Swiss - Model (ARNOLD et al. 2006),
para escolha da sequéncia molde foram usados os mesmo parametros do
item 5.2.1 de no minimo 30% de identidade, a sequécia em negrito na
tabela 8 foi que apresentou maior identidade (Thermus thermolphilus
numero de acesso PDB 2cye) .

E importante destacar que dentre as estruturas descritas na tabela 8,
apenas trés possuem artigos publicados, o restante sédo estruturas
avaliadas apenas in silico, enquanto que as estruturas estudadas
experimentalmente s&o 205u, 2av9 sao estruturas de tioesterase descritas
para Peseudomonas aeruginosa, € sao relatadas no mesmo artigo
cientifico (CHRUSZCZ et al.2008) e a terceira é estrutura descrita para T.
thermophilus 2cye (HOSAKA et al.2009).

Atualmente existem varios estudos em busca do melhor entendimento
da funcdo biolégica dessas proteinas, pois algumas sao patogénicas
humanas e por se tratar de bactérias gram-negativas, o entendimento
dessas proteinas pode ajudar no desenvolvimento de novos
medicamentos.
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Cédigo Fungéo Cobertura ID % Método Formagdo Ligantes *
PDB estrutural
205u P. Tioesterase 0,72 23.74 X-ray, 1.9A homo _
aeruginosa tetrdmero
2nu; Tioesterase 0,74 21.13 X-ray 2 A homo -
Jannaschia sp. tetramero
2av9 P. Tioesterase 0,72 23.91 X-ray 2.4 A homo _
aeruginosa tetrAmero
3hmo Bartonella Provavel 0,70 2222  X-ray2.5A homo B
henselae Tioesterase tetrAmero
2cye Putative 0,67 33,59  X-ray1.9A homo CoA, Zn
T.thermolphilus Tioesterase tetrAmero
1s5u E.coli Proteina ybgC 0,69 22,63 X-ray 1.7 A homo _
tetramero
1254 Provavel 0,67 28,91  X-ray2.1 A homo -
T.thermolphilus Tioesterase tetramero
2egi Aquifex Putative 0,65 30,40  X-ray2.3 A homo B
aeolicus Tioesterase tetrdmero
2gt6 Sulfolobus Proteina 0,67 2326  X-ray 1.9 A homo CoA
Solfataricus hipotética tetrdmero
20iw putative 4- 0,67 22,66 homo Mg
B.stearothermoph  hidroxibenzoil- tetramero
ilus CoA
tioesterase
4k00Synechocysti  1,4-dihidroxi-2- 0,68 18,32  X-ray1.9A homo _
s naphthoil-CoA tetrAmero

tioesterase

*CoA acetil coenzima A, Zn ion zinco, Mg ion magnésio.

Apos a predicao estrutural da TEs-Meta (Figura 23), foram realizados

testes de confiabilidade do modelo através do grafico de Ramachamdran

A figura 25 possui

caracteristicas equivalentes as descritas

anteriormente para familia Hotdog-fold, que possui a estrutura formada por

uma hélice central, envolto por seis de cadeia antiparalelas de folhas-beta
estrutura ja bem definhada pela literatura (DILLON e BATEMAN, 2002,

ANGELINI et al 2008, PIDUGU et al.,2009).
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Figura 25. Predicao estrutural TEs-Meta: As estruturas em vermelho representam as a-
hélices, em amarelo as folhas-B e em verde o loop. A numeracado das folhas-f de 1 a 6
seguem a orientacdo no sentido N para o C terminal. Estrutura desenhada no programa
Pymol version 1.5.0.4.

O gréafico gerado para TEs-Meta apresentou 93,2% aminoacidos
localizados na regido mais favoravel, representada pela regiao azul escura
do grafico de Ramachamdran, e a maior parte dos residuos localizados na
regiao do grafico que representa as estruturas secundarias equivalente as
folhas-pB antiparalelas, possui 4,3% de residuos na regido favoravel glicina,
de uma regiao flexivel para a conformacédo dos residuos e apenas 2,3%
ficou na regido nao permitida, de acordo com o grafico Ramachamdran, a
Tes-Meta possui confiabilidade estrutural, onde requer pouco gasto
energético para manter sua conformacao (Figura 26).
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Figura 26. Grafico Ramachandran baseado nos angulos de torgéo ¢ e y para TEs- Meta: :
a regido azul escura representa regiao favoravel geral Pré-Pré/Prolina a azul clara regiao
permitida geral Pré-Pr6/Prolina; em laranja escuro regido favoravel geral para Glicina e
laranja claro regido permitida geral para Glicina. Grafico foi gerado no programa Rampage.

A figura 27 foi gerada no ProSA web (WIEDERSTEIN, SIPPL,2007)
que indica o valor de z-score avaliando a para TEs-Meta —4,28 com 135
amino4cidos representa uma de massa molecular pequena sugerindo que
o valor de z-score negativo encontrado pode ser atribuido a publicacao de
estruturas erradas em publicadas em bancos de dados e, com a
sequéncias incorretas (WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007; BENKERT et al.,
2011).
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Figura 27. Pontuagédo de Z-score para TEs-Meta: pontos indicados com azul escuro sao
estruturas de proteina resolvidas por ressonancia magnética nuclear (NMR) e pontos em
azul claro corresponde as estruturas resolvidas através cristalografia de raios-X, o circulo
preto mostra no grafico o local da pontuagao para TEs-Meta. (ProSa Web).

Apbs a avaliacdo estrutural, a sequéncia molde e modelo foram
sobrepostas e o valor de rmsd 1.346 A, pdde assumir que a TEs-Meta
possui estrutura bem préxima ao molde (Figura 28 A). As figuras 28 B e 28
C indicam o possivel sitio de ligacdo para TEs-Meta onde esta localizada a
estrutura da coenzima A, além disso, € nesse ponto que outros mondémeros
de tioesterase podem se unir para formacao da estrutura quaternaria. A
figura 28 C ressalta a posi¢ao dos ligantes Thr116, lle117, Glu118, Gly143,
Ala144, Arg145 e Pro176.

Segundo OHTSUKA (2009) esses residuos estdo presentes no
modelo cristalografico do T. thermophilus, a presenca do acido glutamico
(Glu118) pode ser indicio que TEs-Meta pertence a familia Hotdog-fold e a
subfamilia Acyl-CoA tioester hidrolase que é dividida em duas classes,
YbgC que pertence ao cluster tol-pal que é encontrado no sistema
patogénico de bactérias gram-negativas que, e possui papel importante na
manutencdo da integridade do envelope celular e, provavelmente esta
envolvida no metabolismo de fosfolipidio (ANGELINI et al., 2008; COHEN,
2013) a e ybaW faz parte do processo de regulacao B- oxidacao (FENG e
CRONAN, 2012).
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Sabendo que TEs-Meta é um Hotdog-fold € importante estabelecer a
qual subfamilia TEs-Meta ela pertence, nesse sentido foi utilizada a
ferramenta PSIPRED, descrito no item 5.2.1.

O motivo conservado para TEs-Meta [RVY-X,-DTD-X>-GVV-X-H-XoY],
e o similar é da subfamilia YbgC [DTD-X,-GVV-X-H-X>Y] (DUBUISSON et
al., 2005, ANGELINI et al., 2008; PIDUGU et al., 2009). A subfamilia YbgC
ja foi descrita anteriormente, mas além dos motivos conservados serem
similares a TEs-Meta possui o residuo acido glutdmico como préximo ao
sitio ativo.

Apos identificagdo do motivo conservado foi realizado alinhamento
entre a TEs-Meta e alguns membros representantes da subfamilia YbgC,
para identificacdo no alinhamento dos pontos descritos como possivel

dominio conservado (Figura 29).
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O alinhamento indica que existe uma variagao evolutiva e, mostraram
ainda que os residuos delimitados pelos quadros azuis, também possuem
substituicdo de aminoacidos com carater conservativo, substituicao esta
que ocorreu entre residuos com propriedades quimicas semelhantes (Glu
por Asp).

Apos a avaliagdo do alinhamento foi construido o fenograma, onde
foram usadas sequéncias de aminoacidos representativas da tioesterase
selecionadas no NCBI (Figura 30).

TEs-Meta foi agrupada entre os tetrameros (TA), e possui similaridade
como o gene 1254 (T. thermophilus), por estar no mesmo clado, 1254,
pertencente aos microrganismos da subfamilia YbgC. (PIDUGU et al.
2009).

Segundo Pidugu (2009) a analise revela caracteristicas distintas, o
grupo tetramero (TA) aparece em diferentes subfamilias: YbgC, YbaW e
4HBT-I, o tipo TB de tetrameros sdo encontrados nas subfamilias TEs B-
like tioesterase, 4HBT-II.

As analises fenética revelou que a TEs-Meta representa um membro
da subfamilia YbgC. Esta suposicdo e baseada no fato de que os dados
obtidos corroboram com os da literatura (DILLON e BATEMAN, 2004,
DUBUISSON et al, 2005, ANGELINI et al., 2008, OHTSUKA et
al.,2009,PIDUGU et al.,2009).
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2 Ruegeria sp 2QWZ 8
{Ralmonia eutropha 2PIM T8

Figura 30. Analise fenética de sequéncias proteicas hot-dog fold: As sequéncias foram

selecionadas de acordo com similaridade
dimeros; TA- tetrameros, TB-tetrAmeros

genes de proteinas “hotdog fold.” As siglas D-
com sobreposicao de folhas B, H1- hexamero

com sitio ativo na interface do loop; H2 —hexamero com hélice na interface N-Terminal;
H3- hexamero com pareamento entre dimeros e Triméros.
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E importante salientar ainda que os membros dessas familias e
subfamilias ainda n&o foram totalmente caracterizados prejudicando assim
avaliagdo. A falta de informagdo sobre as estruturas pode causar
redundancia entre os resultados, pois a maioria dos microrganismos
estudados e os dados publicados aparecem no banco com diferentes

numeros de acesso.

5.3.1 Clonagem em vetor de expressao

As sequéncias codificadores da pirofosfatase e tioesterase
identificadas nas etapas anteriores foram utilizadas como molde para a
construcdo de iniciadores visando a amplificagdo desses genes para
clonagem em vetor de expressdao de proteinas. Foram construidos
iniciadores para os genes codificadores das proteinas MetaPPiase e TEs-
Meta (Tabela 2). A amplificagcao foi bem sucedida apenas no caso da TEs-
Meta gerando fragmentos de aproximadamente 583 pb. O produto de PCR
foi purificado, digerido com as respectivas endonuclease (sitios presentes
nos iniciadores) e clonados no vetor de expressao pET28b digerido com as
mesmas endonucleases. A identidade do gene clonado foi confirmada por
perfil de restricdo (Figura 31 A,B) e sequenciamento (Figura 32).

A B

Figura 31.Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR e Perfil de restricao
dos plasmideos recombinantes em vetor pET28b contendo os genes codificadores de
TEs-Meta :. A: as amostras 1 e 2 sdo amplicons do gene TEs-Meta em duplicata e M
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marcador tamanho de Molecular 1 kb DNA “ladder” (Fermentas). B) 1 o é o vetor pET28a
e 2 corresponde ao TEs-Meta.
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Figura 32. Confirmagédo da clonagem do inserto. A sequéncia do gene clonado foi
analisado no BlastX.

5.3.2 Expressao e Purificacao

A expressao da proteina foi avaliada no extrato celular bruto em gel
desnaturante SDS antes e ap6s inducdo com IPTG. Foi possivel visualizar
uma banda de proteina expressa apds a inducado durante 22h (Figura 32)
indicando que o sistema de expressao, formado pela célula hospedeira,
vetor pET28b e o gene clonado. O tamanho aproximado da proteina
expressa é de aproximadamente 25 kDa (Figura 18).

A proteina TEs-Meta foi purificada por cromatografia de afinidade em
coluna de niquel, por meio da interacao entre os residuos de histidina (His-
tag) adicionados na regido N-terminal da proteina e os ions metéalicos de
niquel da coluna. A proteina foi eluida em tampao indicado pelo fabricante
com concentracdes crescentes de imidazol com o pico de eluicdo em 500
mM. Foram coletadas 3 fragcdes de 5 ml, e a fracdo proteica obtida foi
concentrada para 500uL (volume final) usando filtro termo (Figura 32).
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Figura 33. Eletroforese em SDS-PAGE a 12% dos extratos celulares de E. coli
expressando TEs-Meta: M — marcador molecular Lonza (127 kDa to 10 kDa), as amostras
1 e 4 TEs wash 1 (lavagem) sem imidazol, amostra 2-proteina filirada 500 mM imidazol e
de 3 — 6 Proteina total e 5 — proteina filtrada e concentrada.

A Figura 33 demonstra a presenca da proteina TEs-Meta de massa
molecular de aproximadamente 25 KDa, presente apenas na amostra 2 e 5
mas, ainda ndo estd em condicdo de ideais de expressdo, assim €
importante fazer adaptacées da expressdo ou mudanca do inserto para
outro vetor a fim de otimizar a expressado da proteina TEs-Meta para dar

continuidade aos estudos de caracterizacao estrutural e cinética.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados confirmam a hipétese de que a elevada
diversidade microbiana do solo permite acessar novos genes por meio da
abordagem metagendmica.

Anotacdo funcional dos genes permitiu a identificacdo de dois
diferentes genes que codificam as enzimas MetaPPiase e a TEs-Meta, que
apresentam fungdes inéditas ainda ndo descrita na literatura.

A MetaPPiase foi classificada como sendo uma proteina integral de
membrana capaz de atuar como H* PPiase pertencente a subfamilia de K*
independente. Para a confirmacao da predicao € necessaria clonagem no
vetor de expressao posterior caracterizacao cinética e cristalizacao.

A TEs-Meta foi classificada como membro tioesterase tipo I
pertencente ao grupo hot-dog fold e associada a subfamilia YbgC. Os
ensaios de expressdao proteica realizados mostram que ainda séao
necessarias adaptacées na metodologia para conseguir expressao que
permita sua caracterizacao estrutural e cinética.

As ferramentas de bioinformatica foram essenciais para o
entendimento e classificacao dos genes selecionados.
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Tabela A 1: Sequéncias de PPase integral de membrana usadas para analise
fenética.

Nome das Espécies N° de acesso

Polaribacter_irgensii
Pyrobaculum_aerophilum
Rhodospirillum_rubrum

ZP_01118223.1
NP_559532.1
AAC38615.2

naerofustis_stercorihominis ZP_02861667
Anaerostipes_caccae ZP_02417489
Arabidopsis_thaliana AAA32754

Arabidopsis_thaliana_(AVP2) AAC83018.1 Rhodothermus_marinus ZP_04423801.1
Bacteroides_pectinophilus ZP_0346300.1 Robiginitalea_biformata YP_003196855
Bdellovibrio_bacteriovorus NP_968591.1 Salinibacter_ruber YP_444948.1
Blautia_hydrogenotrophica ZP_03783250.1 Streptomyces_coelicolor NP_627745.1
Bradyrhizobium_diazoefficiens NP_771666.1 Stackebrandltia_nassauensis ZP_04482946.1

YP_001540035
YP_001540771
YP_001957756

Caldivirga_maquilingensis

Caldivirga_maquilingensi N°de acesso
YP_461937.1

YP_003074236

YP_001471635

Nome das Espécies
Syntrophus_aciditrophicus
Candidatus_Amoebophilus_asia Teredinibacter_turnerae
ticus Thermotoga_lettingae

Capnocytophaga_sputigena ZP_03392450.1 Thermotoga_maritima NP_227989.1
Carboxydothermus_hydrogenofo YP_359158.1 Toxoplasma_gondii AAK38076.1
rmans Trypanosoma_cruzi XP_814868.1
Caulobacter_crescentus NP_420176.1 Vigna_radiata BAA23649.1
Cellulomonas_flavigena ZP_04367522.1

Chlamydomonas_reinhardtii CAC44451 1

Chlorobium_limicola
Chiloroflexus_aurantiacus
Chthoniobacter_flavus
Clostridium_botulinum_E3
Clostridium_tetani
Clostridium_tetani
Clostridium_thermocellum
Coprothermobacter_proteolyticu
s

YP_001943220
YP_001634923
ZP 03127672.1
YP_001921624
NP_781083.1
NP_781083.1
YP_001037489
YP_002246899

Cyanidioschyzon_merolae BAE19660.1
Dehalococcoides_ethenogenes YP_181498.1
Dehalococcoides_ethenogenes YP_181516.1
Denitrovibrio_acetiphilus ZP_03906694.1
Desulfitobacterium_hafniense YP_521069.1

Desulfococcus_oleovorans
Desulfuromonas_acetoxidans
Dethiobacter_alkaliphilus
Dictyoglomus_thermophilum
Diplosphaera_colitermitum
Dorea_longicatena
Fervidobacterium_nodosum
Flavobacterium_johnsoniae
Gallionella_ferruginea
Haliangium_ochraceum
Halothermothrix_orenii
Heliobacterium_modesticaldum
Hyphomonas_neptunium
Jonquetella_anthropi
Kosmotoga_olearia
Leptospira_biflexa

YP_001530700
ZP_01313190.1
ZP_03729322.1
YP_002251142
ZP_03727379
ZP_01995168
YP_001410846
YP_001193830
ZP_04831980.1
ZP_03880259.1
YP_002509320
YP_001679270
YP_759877.1
ZP_05861386.1
YP_002939864
YP_001840784

Leptospira_interrogans NP_711652.2
Mesorhizobium_loti NP_108517.1
Methanosarcina_mazei NP_632724.1
Methanospirillum_hungatei YP_503835.1

Methylacidiphilum_infernorum
Methylophilales_bacterium

YP_001940861
ZP_01551779.1

Moorella_thermoacetica YP_430205.1
Moorella_thermoacetica YP_429292.1
Nocardioides_sp YP_921602.1

Oxalobacter_formigenes
Parvimonas_micra
Pelotomaculum_thermopropioni
cum

ZP_04577892.1
ZP_02094589.1
YP_001213266

Perkinsus_marinus EER08598.1
Plasmodium_falciparum AAG21366.1
Plasmodium_falciparum AAD17215.1

Plesiocystis_pacifica
Polaribacter_irgensii
Pyrobaculum_aerophilum
Rhodospirillum_rubrum
Rhodothermus_marinus
Robiginitalea_biformata

ZP_01910339.1
ZP_01118223.1
NP_559532.1
AAC38615.2
ZP_04423801.1
YP_003196855

Salinibacter_ruber YP_444948.1
Plasmodium_falciparum AAG21366.1
Plasmodium_falciparum AAD17215.1

Plesiocystis_pacifica

ZP_01910339.1



