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RESUMO

A metagendmica é o estudo do material genético presente em uma amostra, de
forma independente de cultivo e identificagao. Esta analise tem fornecido muita
informacao sobre o potencial genético e da capacidade metabdlica e funcional
de uma comunidade microbiana. Calcula-se que a grande maioria dos
microrganismos ainda permanecem desconhecidos nas condigdes
experimentais atuais. O solo, por sua grande diversidade em microrganismos,
oferece um grande potencial em produtos naturais de interesse para industrias
biotecnoldgicas, incluindo as enzimas como efetivos biocatalisadores. A
biblioteca metagenémica utilizada neste projeto foi construida a partir de
amostras de solo do Parana de area natural conservada da Floresta Atlantica e
de um solo artificial rico em conteudo lipidico. Essa biblioteca foi analisada
utilizando ferramentas bioinformaticas para a identificacdo de nove sequéncias
génicas codificadoras para enzimas com algum interesse biotecnolégico. Essas
sequéncias foram amplificadas, trés delas foram clonadas em vetores de
expressao, e verificada sua expressao em Escherichia coli. Uma enzima
transcriptase reversa nao foi expressa e as enzimas lipase e prolina
aminopeptidase foram superexpressas, entretanto apresentaram-se insoluveis
apesar de diversas modificacdes incluindo estirpe bacteriana, temperatura de
incubacgao, concentracédo de sal, entre outros. Analises realizadas com a lipase
indicaram a necessidade de uma proteina foldase (chaperona) para a obtencao
de uma enzima ativa. A identificagdo do fosmideo da biblioteca metagenémica
contendo o gene para a lipase podera levar a identificacdo da sequéncia da
foldase correspondente e posteriormente a sua coexpressado, permitindo a

analise da atividade desta lipase.

Palavras chave: analise in silico, biotecnologia, expressao de proteinas,

lipases, metagenoma, microrganismos.
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ABSTRACT

Metagenomics is the study of genetic material present in a sample,
independently of its culture and identification. This analysis has provided
abundant information about genetic potential and metabolic and functional
capability of a microbial community. It is estimated that most of microorganisms
remain unknown yet under current experimental conditions. Because of its
enormous microbial diversity, the soil offers a potential in interesting natural
products for biotechnological industries, including enzymes as effective
biocatalyzers. The metagenomic library used in this project was constructed
from soil samples of a conserved natural area of the Atlantic Forest and from
artificial source rich in lipid content, in Parana (Brazil). This library was analyzed
using bioinformatic tools for the identification of nine nucleotide sequences
codifying for enzymes of biotechnological interest. These sequences were
amplified, three of which were cloned into expression vectors, and evaluated its
expression in Escherichia coli. The reverse transcriptase enzyme was not
expressed and lipase and proline aminopeptidase enzymes were
overexpressed, however they were found in the insoluble fraction of the protein
extract despite several modifications including bacterial strain, incubation
temperature, and salt concentration, among others. Analyses carried out with
the lipase pointed out for the necessity of a foldase protein (chaperone) in order
to obtain an active enzyme. The identification of the fosmid from the
metagenomic library containing the lipase gene will make possible the
identification of the correspondent foldase and its posterior coexpression,

leading to the activity analysis of this lipase.

Key-words: in silico analyses, biotechnology, protein expression, lipases,

metagenome, microorganisms.



RESUMEN

La metagendmica es el estudio del material genético presente en una muestra,
de forma independiente de su cultivo o identificacién. Este tipo de estudio ha
proporcionado abundante informacion sobre el potencial genético y la
capacidad metabdlica y funcional de una comunidad microbiana. Se estima que
la gran mayoria de los microorganismos todavia permanecen desconocidos
bajo las condiciones experimentales actuales. El suelo, por su gran diversidad
en microorganismos, ofrece un gran potencial en productos naturales de interés
para industrias biotecnologicas, especialmente en enzimas como efectivos
biocatalizadores. La biblioteca metagen6mica utilizada en este proyecto fue
construida a partir de muestras de suelo de un area natural conservada de la
Floresta Atlantica y de un suelo artificial rico en lipidos, en Parana (Brasil). Esta
biblioteca fue analizada utilizando herramientas bioinformaticas para
identificacion de nueve secuencias génicas que codifican para enzimas de
algun interés biotecnolégico. Esas secuencias fueron amplificadas, tres de ellas
fueron clonadas en vectores de expresion y fue evaluada su expresion en
Escherichia coli. De ellas, la enzima transcriptasa reversa no fue expresada y
las enzimas lipasa y prolina aminopeptidasa fueron superexpresadas, aunque
se presentaron como proteinas insolubles a pesar de varias modificaciones
como estirpe bacteriana, temperatura de incubacion, concentraciones de sal,
entre otros. Analisis realizados con la lipasa sefalaron la necesidad de una
proteina foldasa (chaperona) para la obtencion de la enzima activa. La
identificacion del fosmideo de la biblioteca metagenémica que contiene el gen
para la lipasa podra conducir a la identificacion de la secuencia de la
correspondiente foldasa y posteriormente su coexpresion, permitiendo la

evaluacion de la actividad de esta lipasa.

Palabras clave: analisis in silico, biotecnologia, expresidén de proteinas, lipasas,

metagenoma, microorganismos.
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INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

1. Definicado e importancia da Metagenémica

A metagenémica estuda os genomas totais dos microrganismos presentes em
uma amostra. Ela & caracterizada como um conjunto de técnicas e também uma area
de pesquisa que utiliza o material genético obtido diretamente do ambiente sem
necessidade de cultivo prévio, identificagdo ou amplificagdo individual (Committee on
Metagenomics: Challenges and Functional Applications, 2007). Igualmente, o termo
metagenoma é definido como o DNA microbiano isolado de uma amostra ambiental e
que representa o DNA coletivo de todos os microrganismos presentes (Streit e Daniel,
2010).

Desde que o termo metagenoma foi introduzido por Handelsman et al. (1998),
esta analise tem fornecido muita informacdo sobre o potencial genético e da
capacidade metabdlica e funcional de uma comunidade microbiana. Sem diferenciar
entre genes expressos e nao expressos, a metagendmica tem duas principais fungbes
de importancia tanto académica como industrial: a descricdo da biodiversidade em
termos ecoldgicos de riqueza e abundancia de grupos taxonémicos; e a prospecgao
biotecnolégica de novas enzimas, metabdlitos e produtos (Schloss e Handelsman,
2003).

Calcula-se que 99% dos microrganismos em alguns ambientes sejam
desconhecidos pela incapacidade de cultivo nas condigcbes de laboratério (Schloss e
Handelsman, 2003). Assim, esta nova ferramenta vem sendo utilizada na analise de
muitos ambientes com uma rica biodiversidade tais como solos, oceanos, ar, tecidos
vegetais e animais, incluindo humanos (Su et al., 2012), como também em ambientes
extremos e altamente especializados como aguas termais, terrenos hipersalinos ou

ambientes constantemente frios (Simon e Daniel, 2011).

Diferentes métodos analiticos independentes de cultivo tém sido desenvolvidos
desde que Pace et al. (1985) propuseram a clonagem direta de DNA ambiental. O
processo consiste na extragdo do DNA apés um processo cuidadoso de purificagéo e
separacao dos diversos compostos organicos e inorganicos da amostra. Este material

gendbmico pode ser clonado em vetores adequados e mantido em bactérias
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hospedeiras para gerar uma biblioteca metagenémica que pode ser submetida a
triagens funcionais de alto rendimento para localizar atividades especificas; ou pode
ser submetido a identificagdo de genes de interesse por homologia de sequéncias em
bancos de dados. Dessa forma, a analise metagendmica para identificacdo de novos
genes pode ser desenvolvida através de duas estratégias: uma baseada na fungao e
outra baseada na sequéncia. A selecdo depende de varios fatores como o tipo de
biblioteca construida, o loci genético ou atividade funcional de interesse, o tempo e

recursos disponiveis para caracterizar a enzima (Kakirde et al., 2010).

No método baseado na fungéo, é pesquisada na biblioteca metagendmica a
expressao de um fendtipo particular conferido pelo DNA clonado a uma bactéria
hospedeira, como por exemplo, Escherichia coli (Figura 1). Esta estratégia envolve
uma triagem de alto rendimento permitindo a identificagdo do clone recombinante que
possui 0 gene de interesse e gera um produto ativo. Esta metodologia dependente da
expressao tem sido aplicada na selegéo de clones positivos que adquiriram resisténcia
a antibidticos ou a metais pesados (Schmieder e Edwards, 2012). A principio, esta
triagem baseada na atividade requer a expressdo concertada dos genes ambientais
localizados em um fragmento dado de DNA, independentemente do seu tamanho e
estrutura, sendo que entdo, o reconhecimento de promotores e elementos reguladores
pela maquinaria de traducdo do hospedeiro de expressao é essencial para a

expressao funcional de bibliotecas de genes (Troeschel et al., 2010).

Por sua vez, o método baseado na sequéncia de nucleotideos esta
fundamentado na identificagado por comparacao de sequéncias que codificam enzimas
de interesse ou de motivos funcionais altamente conservados para o desenho de
primers para amplificacdo por PCR e sondagem de genes de bibliotecas de DNA
(Ferrer et al., 2009; Schloss e Handelsman, 2003). Alternativamente, em consequéncia
das novas metodologias de sequenciamento de DNA, pode ser realizado o
sequenciamento direto do DNA ou metagenoma, com ou sem clonagem prévia. A
partir das informagdes obtidas, a caracterizacdo da proteina envolvera a amplificagdo
da sequéncia génica de interesse a fim de permitir sua expressdo numa célula

hospedeira e sua caracterizacao (Figura 1).

Esta metodologia baseada na similaridade de sequéncias, embora necessite de
um menor numero de etapas experimentais, requer uma alta capacidade tecnoldgica
nao apenas de sequenciadores de DNA como programas de bioinformatica.
Atualmente tém sido desenvolvidas muitas ferramentas na andlise de grandes

quantidades de informacao que facilitam a predicdo comparagao e anotacido de genes,
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fazendo com que este método seja uma grande possibilidade na funcionalidade

bioldgica de microrganismos (Lee e Lee, 2013).

Suas principais limitacbes sao: 1) baixa cobertura do metagenoma, uma vez
que genes de diferentes organismos estdo presentes em diferentes concentragdes no
DNA usado para o sequenciamento, 2) a integragao e filtragdo de sequéncias génicas
e evidéncias experimentais para designacdo funcional de genes desconhecidos,
organismos, comunidades e até redes funcionais, e 3) aspectos computacionais de
arquivamento, analise e visualizagdo de um vasto niumero de sequéncias de DNA

liberados nas bases de dados (Vieites et al., 2010).

Amostras ambientais

v

Extragdo de DNA
Construcao de biblioteca Construgao de biblioteca
para sequenciamento de clones
Sequenciamento de Transformagdo em
fragmentos hospedeiros
Analise bioinformatica Analise de atividade
Meétodo baseado na Meétodo baseado na
sequéncia fungao

Figura 1. Metagendmica e suas duas estratégias.

Representacdo esquematica dos tipos de analises para obtengdo de novas

moléculas. Modificado de Schmieder e Edwards (2012).

A escolha de cada um desses dois métodos apresenta vantagens e
desvantagens. O método baseado na fungado permite a identificagdo de um clone que
expresse enzimas ativas de interesse na aplicagao biotecnoldgica; entretanto, clones

podem nao ser identificados em decorréncia da auséncia de expressao no tipo de
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hospedeiro sob condicbes experimentais usadas, gerando relativamente poucos

produtos novos (Ekkers et al., 2012).

Por outro lado, no método baseado na sequéncia, em teoria ndo existe limite
na identificacdo de genes e a sua expressao pode ser desenhada e ajustada ao
produto de interesse, obtendo maior alcance de exploragcdo da diversidade genética,
limitada apenas pela capacidade bioinformatica, informagdo existente nas bases de
dados (Faoro, 2010). Além disso, avangos na tecnologia de sequenciamento de DNA
de segunda geracao continuam estendendo as possibilidades da metagendmica. Em
comparagdo a técnica tradicionalmente mais usada de pirosequenciamento
(454/Roche), o sequenciamento utilizando leituras curtas (SOLID e lllumina) é
considerado um novo paradigma, ja que permite maior rendimento e cobertura com

custos muito menores (Teeling e Glockner, 2012).

A rapida e substancial redugéo de custos no sequenciamento de nova geragao
tem acelerado o desenvolvimento da metagenbmica baseada na sequéncia e
superando a necessidade de clonagem pelo sequenciamento do DNA ambiental
diretamente (Thomas et al., 2012; Teeling e Glockner, 2012). Algumas das plataformas
de sequenciamento de nova geracdo incluem o pirosequenciador GS-FLX 454
(Roche), MiSeq, HiSeq, e Genome Analyzer Il (lllumina), SOLID system (Life
Technologies/Applied Biosystems), lon Torrent (Life Technologies), e o PacBio RS Il

(Pacific Biosciences) (Culligan et al., 2013).

Assim, os avangos nas tecnologias do sequenciamento acompanharam a
extensdo do uso da metagendbmica em maior complexidade. Adicionalmente, a
metagendmica oferece altas perspectivas que sera possivelmente utilizada de forma
tdo comum e frequente como qualquer outro método de laboratério (Thomas et al.,
2012).

Uchiyama e Miyazaki (2010) desenvolveram um terceiro método de triagem
metagendmico denominado expressado de genes induzida pelo substrato, SIGEX (do
inglés substrate-induced gene expression). Nele, a biblioteca metagenbmica é
construida utilizando um vetor que contém um gene repérter downstream do sitio de
insercéo para clonagem. Assim, se a expressao do gene € ativada, os clones positivos
sao identificados pelo sinal derivado do produto do gene repérter. Este método foi
desenvolvido para deteccdo de genes catabdlicos, mas ndo detecta atividade
enzimatica; ainda assim, em uma triagem de ultra-alto rendimento, que pode detectar

até 30.000 clones por segundo.
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2. Interesse biotecnolégico

Os microrganismos tém um papel fundamental na histéria do desenvolvimento
biotecnolégico desde varios milénios atras. Os primeiros processos envolvidos
mediante a utilizacdo de fermentagdes datam do ano 6000 a.C. com a preparagao de

bebidas alcodlicas e pao.

Em seu ambiente natural os microrganismos podem conter genes que
codificam ou geram vias biodegradativas ou biossintéticas de interesse académico e
industrial ndo previamente identificadas por métodos dependentes de cultivo (Kakirde
et al., 2010). Por isso, a diversidade biolégica € um importante recurso ndo somente
pelos servicos ambientais que disponibiliza, mas também como potencial recurso no

desenvolvimento de oportunidades para bioprospeccéo (Pylro et al., 2013).

Entre esses produtos naturais de interesse estao incluidas as enzimas como
efetivos biocatalisadores, que visam melhorar e gerar processos de produgdo mais
limpos, reduzir energia e matéria prima para producado de biocombustiveis renovaveis,
degradacao de poluentes e geragdo de novos medicamentos (Kennedy et al., 2008;
Pylro et al., 2013).

Como foi afirmado por Lorenz e Eck (2005), diferentes industrias tém interesse
em explorar os recursos dos microrganismos nao cultivados por diversas razdes: 1) As
enzimas sao catalisadores ideais e funcionam eficientemente em aplicagdes
especificas; 2) oferecem novidade em sequéncias génicas para evitar infringir patentes
na aplicagdo de processos tecnoldgicos; 3) apresentam uma maxima diversidade
como ferramentas para biotransformagdes, em comparagdo com a quimica tradicional
sintética; e 4) produzem metabdlitos que escapam das condigbes regulares de
laboratério mas que podem ser clonados e expressos em forma heterdloga. A industria
mundial de enzimas € a maior beneficiada para detergentes, aplicagdes alimenticias,
agricultura, processamento téxtil, papel e couro. Assim, a metagendmica fornece uma

oportunidade sem precedentes para uma aplicagéo industrial.

Em estudos atuais da metagendmica encontram-se numerosos produtos com
potencial aplicacio: glicosil hidrolases, esterases, lipases, porfirinas, moléculas de
‘quorum sensing’, celulases, xilanases, quitinases, fosfatases, pectinases, amilases,
lacases, lactonases, antibidticos, genes de resisténcia a antibidticos, peptideos
antifangicos, DNA polimerases, elementos genéticos moveis, probiodticos, loci

tolerantes a sal, sintetases de policetideos, enzimas degradadoras de fenol,
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degradadoras de dimetilsulfopropionato, proteinas fluorescentes, genes do

metabolismo de polihidroxibutirato, etc (Lee e Lee, 2013; Ferrer et al., 2009).

Uma das novas enzimas mais predominantes encontradas a partir de
metagenoma de solo é a esterase/lipase, como importante biocatalisador para
multiplas aplicagdes biotecnolégicas, muitas delas comercialmente disponiveis
(Bdttcher et al., 2010; Lee e Lee, 2013). Suas caracteristicas mais interessantes sao o
nao requerimento de cofatores, destacada estabilidade em solventes organicos, ampla
especificidade de substrato, estereoseletividade, e seletividade posicional (Lee et al.,
2004).

3. Potencial do solo paranaense

O solo é o maior componente da maioria dos ambientes terrestres e é
considerado o ecossistema com maior diversidade em comunidades microbianas
nativas (Lee e Lee, 2013). Estima-se que um grama de solo pode conter até 10 bilhdes
de microrganismos e milhares de espécies diferentes incluindo bactérias, arqueas,
virus e microrganismos eucariéticos (Kakirde et al., 2010; Delmont et al., 2011; Teeling
e Glockner, 2012). Esses microrganismos sao responsaveis pela maior parte dos
ciclos biogeoquimicos globais, que incluem os ciclos biogeoquimicos do carbono,
nitrogénio, enxofre e fésforo (Su et al., 2012). Sua importancia também é dada devido
a que as mudancas ambientais por fatores naturais ou pressao antropogénica sao
seguidas por respostas rapidas no metabolismo e na capacidade reprodutiva dos
microrganismos ali presentes, resultando em alteragbes qualitativas e quantitativas da
composigao dos habitats (Kisand et al., 2012; Faoro et al., 2010).

Os microrganismos mais abundantes no solo pertencem aos filos
Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacterium, Firmicutes, e Verrucomicrobia (Lee e
Lee, 2013) podendo ser encontrados até 385 géneros diferentes utilizando diversos
protocolos (Delmont et al., 2011). Mesmo assim, sdo os organismos menos estudados
(Venter et al., 2004).

O solo e sua ampla biodiversidade oferecem perspectivas promissoras na
busca de novas fungbes de interesse biotecnologico (Van Elsas et al., 2008), e seu
enorme potencial pode ser revelado pelo uso da metagenbémica como método

abrangente.
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Na aplicacdo de métodos independentes de cultivo tem-se realizado diferentes
analises de acordo com os tipos de solo, seja com fins bioprospectivos ou de
descricdo ecoldgica. Por exemplo, a diferenga na diversidade bacteriana dos solos
para agricultura e as florestas; os solos de pastagem e sua resposta as mudangas
climaticas; a influéncia da luz e baixos niveis de oxigénio em comunidades
microbianas de cavernas; o solo da Antartica como um importante ‘hotspot’ de
ambientes extremos; analises filogenéticas de solos associados a contaminagdo com

metais e hidrocarbonetos, entre outros (Su et al., 2012).

E estimado que o Brasil possui 20% da diversidade mundial em macro-
organismos biologicos, como um dos 17 paises catalogados como megadiversos em
plantas e animais, mas apesar da sua importancia, a diversidade microbiana ainda é

considerada como pouca conhecida (Pylro et al., 2013).

Na regido sul do Brasil, no estado do Parana, encontra-se o sistema
montanhoso da Serra do Mar, que abriga a Floresta Atlantica, um dos 25 pontos mais
biodiversos do planeta e que conta com protecido da UNESCO desde 1992 (Unesco,
2009). Esta area conservada tem sido caracterizada em sua diversidade de fauna e
flora, e particularmente seu solo indicou altos niveis de diversidade influenciados pela
altitude, fatores fisico-quimicos, temperatura, disponibilidade de oxigénio e baixa
presenca humana (Faoro et al., 2010), constituindo-se um potencial sitio na

prospecg¢ao metagendmica.

No entanto, a utilizacdo de solo rico em conteudo lipidico como fonte de DNA
microbiolégico também é uma das estratégias aplicadas na tentativa de melhorar as
possibilidades de obter enzimas envolvidas na degradagdo de compostos lipidicos.
Embora estas enzimas possam ser obtidas de fontes animais e vegetais, as fontes
microbianas possuem caracteristicas uteis tais como: baixo custo de producéo, alto
rendimento, diversidade em atividade catalitica, e mais ampla especificidade de

substrato (Glogauer et al., 2011).
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JUSTIFICATIVA

Estudos anteriores realizados no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Parana permitiram a construcédo de bibliotecas
metagendmicas a partir de amostras com diferentes tipos de solo, que levaram a
identificacdo de novas enzimas de interesse biotecnologico (Couto et al.,, 2010;
Glogauer et al., 2011; Faoro et al., 2011).

Com a aquisicao de um sequenciador automatico de DNA de segunda geragao
(sistema SOLID™ 4, da Life Technologies) foi realizado o sequenciamento da
biblioteca metagendmica SM construida a partir de amostras de solo Paranaense
selecionadas. Este sequenciamento amplia o potencial de exploracdo dessas
bibliotecas e permite a identificacdo de novos genes que codificam para proteinas de

interesse biotecnoldgico.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Realizar prospeccédo e caracterizar a atividade de novas enzimas de interesse
biotecnolégico em uma biblioteca metagendémica construida a partir de amostras de

solo paranaense.

2. Objetivos especificos

. A partir do sequenciamento de DNA, realizar analise bioinformatica de uma

biblioteca metagenémica para enzimas de interesse industrial.
. Amplificar e clonar os genes de interesse identificados.

. Superexpressar, purificar e descrever a atividade da enzima identificada.
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MATERIAIS E METODOS

1. Estratégia de trabalho

A biblioteca metagendmica utilizada foi construida a partir de amostras de solo
da Floresta Atlantica Paranaense e de solo contaminado com gordura animal da
estacao de tratamento de efluentes de uma industria de processamento e embalagem
de carnes e laticinios localizada em Carambei, Parana (Faoro et al., 2011; Glogauer et
al., 2011). Estas bibliotecas ja foram testadas na prospeccao, isolamento e
caracterizacdo de outros produtos biotecnolégicos (lipases, quitinases, amilases e

microbicidas).

Na construgcdo da biblioteca metagenémica, as amostras de solo foram
submetidas a processo de purificacdo de DNA, subclonagem em fosmideos e
transformacao em células E. coli estirpe EPI300. Foram pré-selecionados os clones
que mostraram alguma caracteristica de interesse (halo de atividade ou coloracao)
pelo método baseado na fungao. Utilizou-se triagem com meios contendo tributirina ou
tricaprilina, altas concentragbes de cloreto de sodio, presenca de calcio e goma
arabica. De um total aproximado de 2.500 clones com atividade lipolitica ou produgao
de composto colorido, o material fosmidial de 192 clones foi purificado individualmente,
e posteriormente misturado e sequenciado utilizando a plataforma de sequenciamento
SOLiD4 (Life Technologies). Os dados obtidos neste sequenciamento foram
agrupados em sequéncias contiguas (contigs) e deram origem a uma biblioteca in
silico denominada SM (do inglés Soil Metagenome). Esta etapa foi realizada pelo Dr.
Helisson Faoro, no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade

Federal do Parana.

Neste projeto essa biblioteca foi alvo de uma prospecg¢ao, analisando utilizando
bioinformaticas para a identificacdo de sequéncias génicas codificadoras para enzimas
com algum interesse biotecnoldgico. Essas sequéncias foram amplificadas e clonadas
em vetores adequados e a expressdo de cada enzima foi verificada em cepa
bacteriana. Duas enzimas foram selecionadas para serem caracterizadas

funcionalmente.
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2. Analise bioinformatica

O sequenciamento da biblioteca metagenémica SM resultou num total de 2,7
x10° nucleotideos agrupados em 18265 contigs. Estas sequéncias foram analisadas
para a identificagdo de genes codificadores para enzimas com algum interesse

biotecnoldgico.

Esta prospecgédo in silico consistiu nos seguintes passos: a busca por
similaridade de sequéncias e conservagdao de dominios utilizando a plataforma CLC
WorkBench (QIAGEN®), o programa MEGAN (Huson et al., 2011), assim como a
analise manual utilizando a ferramenta BLAST (NCBI). O CLC Genomic WorkBench,
como plataforma de analise de dados para DNA, RNA e proteinas, permitiu fazer o
alinhamento massivo dos contigs sob certos paradmetros e manipular a informacao
numa interface grafica. Os contigs obtidos foram comparados com o banco de dados
nao redundante (nr, do inglés non-redundant) para identificagdo de potenciais alvos. O
programa MEGAN fez a analise dos contigs a partir dos resultados da comparacgao
com o banco nr. Utilizando a informacdo da base de dados KEGG (Kanehisa et al.,
2004) foi possivel criar arvores de grupos funcionais que facilitaram a identificagdo de

enzimas envolvidas numa determinada via metabdlica.

Apods a primeira selegao de sequéncias foi feita avaliagao de fases de leitura
abertas (ORF, do inglés Open Reading Frames) utilizando o programa FramePlot 2.3.2
(Ishikawa e Hotta, 1999) baseado na busca de cddons de inicio e parada de sintese
proteica. Também foi feita analise de dominios conservados de proteina utilizando
Conserved Domains (NCBI) e InterPro Scan (EMBL-EBI), visando prever a funcéo

bioldgica a partir dos dominios funcionais.

Ja os parametros utilizados para a selecdo dos genes de interesse foram os
seguintes: sequéncias maiores do que 500 pb que aumentam a probabilidade de
identificar uma sequéncia codificante completa; identidade em torno de 50% com o
primeiro hit da busca em BlastX, que permitiu identificar sequéncias tanto conservadas
quanto novas; cobertura da sequéncia alvo proxima a 100% em relagdo a uma enzima
provavelmente completa; organismo alvo que fosse diferente de E. coli, que foi o
organismo utilizado para construcdo da biblioteca metagendmica; conteudo de
citosinas e guaninas (C+G) na sua sequéncia nucleotidica entre 50 e 70%, auséncia
de dominios proteicos transmembrana, pela dificuldade de solubilizacido durante a
purificacdo e exclusdo daquelas com dominios de fungdo desconhecida (ou DUFs), e

aquelas contendo peptideo sinal para facilitar as condigdes de purificagao.
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A selecao definitiva das sequéncias foi baseada na revisao de literatura para
pesquisa de enzimas com atividade de interesse biotecnolégico e por sua

aplicabilidade principalmente nas industrias téxtil e farmacéutica.

Foi feita uma posterior avaliacdo in silico dos parametros proteicos destas
enzimas, tais como: caracteristicas fisico-quimicas utilizando o programa ProtParam
(Gasteiger et al., 2005); analise de utilizagdo de cdédons de baixa frequéncia em E.coli

(http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html) e em outros organismos (Fuhrmann et

al., 2004); analise hidrofobicidade utilizando o programa Peptide Property Calculator

(https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide calculation.cgi); modelagem

tridimensional in silico por homologia de proteinas em Swiss-Model (Arnold et al.,
2006); analise filogenética das familias de lipases estabelecidas por Arpigny e Jaeger
(1999) utilizando o programa ClustalW (Larkin et al., 2007) pelo método neighbor-
jJoining, utilizando as ferramentas da EMBL-EBI (Goujon et al., 2010); analise de
vizinhanga de genes procarioticos e predigdo de associagdes de agao interativa pelo
String (Franceschini et al., 2013); alinhamento multiplo de sequéncias por T-cofee (Di
Tommaso et al., 2011; Notredame et al., 2000) e busca de sitios proteicos funcionais

utilizando as ferramentas Prosite (Sigrist et al., 2013) e Pfam (Punta et al., 2012).

3. Desenho e andlise de oligonucleotideos iniciadores

Para amplificagdo das sequéncias geénicas selecionadas da biblioteca
metagendmica, foram desenhados oligonucleotideos iniciadores (primers) com os
seguintes critérios: clonagem nos vetores de expressdo pET-28a ou pET-29a
(Novagen), insergao dos sitios de restricdo adequados para clonagem e expressao da
proteina contendo um polipeptideo de 6 histidinas (cauda His-tag) na regiao N-terminal

ou C-terminal da proteina.

As sequéncias dos primers foram analisadas utilizando o Programa Oligo
Analyzer (IDT) para determinacdo de comprimento adequado, conteudo de C+G em
torno a 50%, temperatura de anelamento préxima entre o par de primers, e menor

possibilidade de formag¢ao de grampo e dimerizagdo entre os pares de primers.

4. Amplificacao dos genes de interesse

As sequéncias escolhidas foram amplificadas no termociclador Master Cycler

Gradient (Eppendorf) e foram padronizadas as condi¢gdes de amplificagdo por PCR,


http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html
https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide_calculation.cgi
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tais como temperaturas de anelamento dos primers com a fita molde, composi¢cao da
solugéo tampéao (KCIl ou (NH4),SO,) e presenca de aditivos (DMSO ou Betaina). Como
molde para a amplificagao foi utilizada a mistura de DNA dos 192 clones fosmidiais da
biblioteca metagendmica (SM). Foram utilizadas Taq Polimerase de produgao local ou

Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific), enzima de alta fidelidade e processividade.

Os produtos das amplificacbes foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% corados com brometo de etidio e visualizados em transiluminador UV

acoplado a um sistema de fotodocumentagao (UVP).

Quando necessario, foi feita purificagdo do produto de PCR ou de restricao a

partir do gel utilizando NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel).

5. Clonagem dos produtos de amplificagao

Os produtos de amplificagdo foram clonados em vetores adequados segundo
procedimento descrito (Sambrook et al., 1989). Duas estratégias foram utilizadas:
inser¢cdo dos produtos de PCR diretamente no vetor pTZ57R utilizando sistema de
clonagem A/T (Thermo Scientific) ou inser¢do nos vetores pET-28a ou pET-29a
(Novagen) utilizando T4 DNA ligase (Thermo Scientific) apds restricdo com
endonucleases de restricdo adequadas. No primeiro caso os plasmideos construidos
foram posteriormente digeridos com enzimas de restricdo adequadas para
recuperacao dos fragmentos de interesse e posterior subclonagem nos vetores pET-
28 ou pET-29.

Bactérias hospedeiras de E. coli estirpe TOP10 (Invitrogen) foram preparadas
para quimio-competéncia. Assim, um pre-inéculo da célula crescido durante a noite a
37°C em 3 mL de meio Luria Bertani (LB) (composto por Cloreto de Sédio (NaCl) 10
g/L, extrato de levedura 5 g/L e caseina hidrolisada 10 g/L). Foi inoculado conservando
a relagdo de 1 mL do pré-inéculo em cada 100 mL de meio LB e foi crescido até atingir
uma DOgg aproximada entre 0,4 e 0,6. Apds crescimento as células foram lavadas 3
vezes em solugdo de CaCl, 100 mM e finalmente ressuspendidas em solugdo de
Cloreto de Calcio 85 mM contendo glicerol 15% v/v, aliquotadas em tubos de
polipropileno e estocadas a —45°C. A transformagdo com os plasmideos construidos
foi feita por choque térmico utilizando solugdo de CaCl, conforme descrito por
Sambrook et al. (1989). Desta forma, a suspensdo contendo células quimio-
competentes foi pré-incubada em gelo com o plasmideo por 30 minutos, submetida a

choque térmico de 42 °C por 1 minuto e colocada de novo em gelo, seguido por
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incubagdao em meio LB por 30 minutos. Apds esse periodo de recuperagao, aliquotas
de 150 pL foram plagueadas em meio LB-agar (meio LB contendo agar 15 g/L)

100)

contendo o antibidtico de selegdo (canamicina 100 pyg/mL (Km™™) ou ampicilina 250

250

pug/mL (Amp~)). Apds incubacgdo durante a noite a 37°C as colbnias resistentes ao

antibiético foram analisadas.

A purificagdo de plasmideos foi feita pelo método de lise alcalina (Sambrook et
al., 1989) a partir de colénia resistente ao antibiético de sele¢do. Apds crescimento
durante a noite em meio LB na presenca do antibidtico de selegcdo, 3 mL de cultura
foram centrifugados a 14100 xg por 30 segundos e as células ressuspendidas em
solugdo GET (glucose 50 mM, EDTA pH 8,0 10 mM e Tris-HCI pH 8,0 25 mM). As
células foram lisadas com solugéo contendo SDS 1% e NaOH 0,2 M, e posteriormente
o DNA gendmico e proteinas foram precipitados com adicdo de solugdo KAcf (acetato
de potassio 3M pH 5,2). A mistura foi centrifugada a 14100 xg por 5 minutos e o
sobrenadante transferido para um novo tubo. A solugao foi extraida com uma mistura
de Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico (25:24:1) e a fase aquosa foi recuperada apds
centrifugacao a 14100 xg por 5 minutos. O DNA plasmidial foi precipitado com a
adicao de 0,6 volumes de Isopropanol puro, e recuperado por centrifugagao a 14100
xg por 5 minutos. O precipitado foi lavado com 1 volume de etanol 70% e, apos
secagem em estufa a 37°C por 30 minutos, o DNA foi dissolvido em 30 ulL agua

ultrapura.

A confirmagao de clonagem dos fragmentos de DNA foi realizada por analise
de restricdo e sequenciamento de DNA. A digestdo com enzimas de restricdo foi
realizada conforme indicagao do fornecedor da enzima. O sequenciamento de DNA foi
feito baseado na interrupcdo da sintese por didesoxirribonucleotideos utilizando o
sistema Big Dye Terminator (Applied Biosystems) e sequenciador automatico Genetic
Analyzer ABI3500 (Applied Biosystems). Os primers utilizados foram especificos para
cada sequéncia. As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa ClustalW e
visualizadas no BioEdit (Hall, 1999).

6. Expressao da enzima de interesse

Para a expressdo das enzimas de interesse em E. coli foram testadas as
estirpes BL21 (DE3) e Rosetta (DE3)pLYSs (Novagen). Estas estirpes sdo capazes de

expressar a RNA polimerase de fago T7, permitindo a expressdo de proteinas
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dependentes deste promotor. A estirpe Rosetta possibilita ainda a expressédo de genes

contendo codons de baixa utilizagido em E. coli.

Foi feita uma avaliacdo da atividade enzimatica em meio sodlido. A atividade
lipase foi realizada em placa agar com tributirina 1% para extrato celular bruto e com
LA com tributirina 1% para célula inteira. A atividade protease em placa agar com leite
desnatado 2% para extrato celular bruto e LA com leite desnatado 2% para célula
inteira. Foram incubados a 37°C, na presenca ou auséncia de IPTG 0,5 mM. A
presenca da atividade esperada foi visualizada através da formacdo de um halo

translucido ao redor da coldnia correspondendo a hidrolise do composto.

Para a expressao da proteina de interesse a cultura bacteriana foi crescida em
meio LB até atingir uma DOgqo aproximada de 0,5 e foi induzida pela adicdo de 0,5 mM
de IPTG ao cultivo bacteriano. Foram testados os seguintes tempos e temperaturas de
inducao: 2h/37°C, 3h/30°C, 6h/18°C e 20h/16°C, sob agitacao constante a 250 rpm.

Apos cultivo, as células foram recuperadas por centrifugacéo a 4700 xg por 10
minutos e posteriormente ressuspendidas em tampao de lise contendo Tris-HCI
100mM pH 7 com diferentes condicdes testadas para obtencdo de maior quantidade
de proteina soluvel (Tabela 1). As células foram lisadas por sonicagdo utilizando
pulsos de 10 em 10 segundos num total de 3 minutos. O extrato celular foi separado

entre as fracoes soluvel e insollvel por centrifugacéo a 13.000 xg por 5 minutos.

Tabela 1. Condigoes testadas no tampao de lise para solubilizagdao de

proteinas.

Parametro Condigoes

Forga id6nica | NaCl, KCI (50 mM, 100 mM, 500 mM)

pH 6,8; 8,0; 8,8

Detergentes Tween 20, Triton X-100, N-Lauroil Sarcosina
(0,01%; 0,1%; 0,5%:; 1%)

Glicerol 1%, 5%, 10%

DTT 1mM

Ureia 2,4,5,6,8M
CelLytic™ IB (Sigma)

As proteinas do extrato celular bruto e das fragbes soluveis e insoluveis foram
quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando como padrao de

proteina albumina de soro bovino (BSA) e analisadas de acordo com sua massa
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molecular por eletroforese em condicdo desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) 12%, (Laemmli, 1970). Os géis foram preparados com os reagentes descritos
na Tabela 2. Para analise, 5 ug de proteina em tampao de amostra (Tris-HCI pH 6,8
62,5 mM, glicerol 10%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,01%)
apos aquecimento a 100 °C por 3 minutos. A eletroforese foi realizada a 180 V
durante 60 minutos em tampao de corrida (Tris base 25 mM, glicina 250 mM e SDS
1% plv), coradas em solugdo de agua destilada/metanol/acido acético 5:5:1 com
Coomasie-Blue R-250 (Sigma) 1% p/v durante a noite e descoradas por 1 hora em
solugdo descorante (agua destilada/metanol/acido acético 5:5:1). A foto do gel foi

capturada em sistema de fotodocumentagao (UVP) com luz visivel.

Tabela 2. Composicdo do SDS-PAGE para analise de proteinas.

Gel de separacao | Gel de empilhamento
Componente 12% 4%
Agua ultrapura 2,17 mL 1,58 mL
Tris-HCI pH 8,8 1,5M 1,25 mL -
Tris-HCI pH 6,8 0,5M - 650 pL
SDS 10% 50 uL 25 uL
Acrilamida/bis-
acrilamida 19:1, 40% 1,5mL 2435 uL
(Sigma)
Persulfat;)ociz amomio 25 L 12,5 ulL
TEMED 2,5l 5uL

7. Purificagado de proteina por cromatografia de afinidade

Ap06s preparacao do extrato proteico, a enzima expressa como uma proteina de
fusdo com cauda His-tag amino- ou carboxi-terminal, foi purificada por cromatografia
de afinidade em coluna HiTrap Chelating (GE Healthcare) carregada com niquel.
Nessa coluna, a resina de Sepharose carrega-se com solugao saturante de niquel e as
histidinas da cadeia polipeptidica sdo ligadas nela até que outro composto deslocador
como o imidazol, desfaca a ligagdo. A enzima foi eluida utilizando um gradiente
crescente de imidazol até 1 mol/L em sistema automatizado de cromatografia liquida
rapida de proteina (FPLC) Akta (GE Healthcare).
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As proteinas das fragdes eluidas foram quantificadas com reativo de Bradford
(Sigma) utilizando um padrao de proteina de BSA e analisadas de acordo com sua
massa molecular por eletroforese em gel 12% de poliacrilamida (SDS-PAGE) com as
condigbes apresentadas no item 6. As fragdes contendo a maior quantidade de
proteina e menor contaminacao foram misturadas. Essas fracdes foram dialisadas em
membrana de tamanho de poro de 12 kDa contra 2 L tampao de dialise (Tris-HCI pH
8,0 50 mM, KCI 100 mM, com e sem Triton X-100 0,5%), para excluir das amostras a
maior quantidade de imidazol e das condigbes utilizadas para solubilizacdo de

proteinas (Tabela 1).

8. Espectrometria de massas

Confirmacao da identidade da enzima purificada foi feita através de analise em
espectrémetro de massa MALDI-ToF/Tof Autoflex Il (Bruker Daltonics), pelo método
“Peptide Mass Fingerprinting” (PMF) e MS/MS. Os espectros foram obtidos utilizando
o software FlexControl 2.0 (Bruker Daltonics) e analisados no progama Flex Analysis
2.0 (Bruker Daltonics).

Para essa anadlise, amostras da proteina purificada foram tomadas a partir de
corte na banda no gel de poliacrilamida, descoradas, desidratadas, submetidas a
hidrélise de ligagdes Arginina-Lisina pela enzima tripsina, secagem e mistura com a
matriz de ionizagao HCCA, segundo modificagdes do protocolo de digestao triptica de
Shevchenko et al. (1996).

9. Caracterizagao funcional da proteina

A atividade enzimatica de extrato celular e da proteina purificada foi avaliada
em substratos artificiais. Para a lipase foi utilizado o p-nitrofenol-butirato 1 mM em
tampéo Tris-HCI pH 7,5 50 mM, que ao ser hidrolisado passa de incolor a cor amarela
que pode ser detectado com A=410 nm em espectrofotdbmetro. Para a atividade de
protease foi utilizado colageno marcado Azo coll (Sigma) em tampao fosfato de
potassio monobasico pH 7,0 100 mM, que ao ser digerido enzimaticamente pode ser
determinado por absorbancia em 520 nm segundo protocolo de Chavira Jr et al.
(1984).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Selecao de sequéncias génicas

A partir dos 18265 contigs da biblioteca metagendmica SM foi feita uma
selecao para aqueles com comprimento superior a 500 pb visando a identificagcao de
sequéncias génicas completas. Aproximadamente 1535 contigs foram selecionados
nessa primeira etapa. Em fungdo das diferentes rotas de processamento via KEGG
envolvidas no metabolismo geral (Kanehisa e Goto, 2000), foram selecionados 2100
contigs. Apos analise de fases de leitura aberta considerando a sequéncia completa,
organismo identificado diferente de E. coli e conteudo de citosinas e guaninas em
torno a 50%, foram selecionados 700 contigs. Foi feita uma andlise para dominios
proteicos e foram selecionados 44 contigs com fungéo biolégica conhecida. Baseado
em dados da literatura e analise de bioinformatica, 9 sequéncias génicas foram
selecionadas (Tabela 3). A partir deste ponto as sequéncias e seus subprodutos serdo
nomeados com as letras da Tabela 4. As sequéncias de nucleotideos e seus produtos
estao disponiveis no Suplemento 1. Informacdes referentes aos dominios proteicos
estao disponiveis no Suplemento 2 e os alinhamentos com o primeiro hit do BlastX

estao no Suplemento 3.
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Tabela 3. Enzimas de interesse biotecnolégico selecionadas neste projeto.

Enzima Reagdo envolvida Importancia Referéncia
Glicosil Desramificacao do Analise de polissacarideos, | (Song et al.,
hidrolase glicogénio: hidrdlise de producéo de etanol como 2010)

ligacdes a-1,6-glicosidicas de
cadeias externas fosforiladas

do glicogénio.

biocombustivel e

degradacao de glicogénio.

Triptofanase

Conversao reversivel de

triptofano a indol, piruvato e

Producéo industrial de L-

triptofano para nutri¢ao,

(Kawasaki et
al., 1993)

amonia. alimentos e medicamentos.
Triacilglicerol Hidrdlise de ligagdes éster Amplas aplicacées (Gupta et al.,
lipase carboxilicas para liberagao de | industriais: alimentos, 2004)
acidos graxos e glicerol. detergentes, quimica e
bioquimica.
Peptidase Catalise da liberagao de um Degradacao de compostos | (Theriot et
prolina residuo prolina N-terminal de | organofosforados; em al., 2009)
especifica um peptideo pela clivagem do | alimentos no
grupo amida na presenca de amadurecimento de
Magnésio. queijos; aplicagdes
biomédicas.
Metaloprotease | Hidrdlise de ligagbes Processamento de (Marchler-
peptidicas com atividade compostos proteicos, e Bauer et al.,
dependente de Zinco em design de novas drogas 2013)
matriz extracelular, gelatina, inibitorias.
queratina.
Transcriptase Sintese de cDNA a partir de Industria farmacéutica e de | (Belfort et
reversa RNA. pesquisa cientifica, estudos | al., 2011)
celulares e outros.
Deidratase Biossintese de Producao de termoplasticos | (Wang et al.,
poliidroxialcanoato, na degradaveis, ou ‘plastico 2010)
geracao de fontes de carbono | verde’, substituindo o
e energia pela degradacao de | plastico sintético.
acidos graxos.
Amilase Degradacao do amido e Producéo de (Sun et al.,
outros substratos biocombustiveis, proteinas, | 2010)

polissacarideos pela hidrélise
das ligacoes alfa-1,4

glicosidicas.

agucares e quimicos.




Tabela 4. Caracteristicas das sequéncias selecionadas para amplificagao e clonagem génica.
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As sequéncias foram renomeadas com letra Unica. Para cada atividade sdo apresentados o tamanho do gene, porcentagem de citosinas e
guaninas e o contig correspondente da biblioteca metagendémica SM, assim como o organismo, identidade, e cobertura correspondentes ao

primeiro hit do BlastX (NCBI).

. Tamanho Conteudo , . Identidade Cobertura
Nome Enzima (produto) (pb) C+G (%) Contig fonte Organismo (%) (%)
ST 1139 ou Azospirillum brasilense
A. glicosil hidrolase 2172 63,3 AbEP2* Sp245 76 88
B. triptofanase 1419 54,9 623 Singulisphaera acidiphila 58 74
C. triacilglicerol lipase 914 56,8 335 Rhodofer, a}‘f ?g ireducens 77 88
peptidase prolina Alicyclobacillus
D. especifica 921 54,9 35 acidocaldarius DSM 446 56 74
E. metaloprotease 697 545 221 Schlesneria paludicola 76 95
. Syntrophobacter
F. transcriptase reversa 1424 57,9 2122 fumaroxidans MPOB 67 80
. Tistrella mobilis
G. deidratase 502 55,7 2026 KA081020-065 73 93
S amilase sem peptideo 1872 57.0 Mafil PB12** Cand/dat_L{s Ko_rlbacter 48 08
sinal versatilis Ellin345
W, amilase com peptideo 1801 57.0 Mafil PB12** Cand/dat.qs qu/bacter 48 98
sinal versatilis Ellin345

*AbFP2 corresponde ao genoma de Azospirillum brasilense FP2, utilizado como fonte de DNA por sua alta similaridade com A.

brasilense Sp245, encontrado na biblioteca metagenémica.

**Mafil P PB12 corresponde a biblioteca metagendmica da Floresta Atlantica Paranaense.
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2. Amplificagdao dos genes de interesse

Foram desenhados pares de oligonucleotideos iniciadores (“primers”) para
cada sequéncia segundo os parametros descritos em materiais e métodos. As
sequéncias dos primers desenhados e sua temperatura de anelamento estdo descritas

na Tabela 5.

Tabela 5. Sequéncias dos pares de primers desenhados para cada produto.

Estao sublinhados os diferentes sitios de restricao inseridos e a temperatura de
anelamento (Tm).

Sequéncias reconhecidas pelas enzimas de restricdo: Ndel: CATATG, EcoRI:
GAATTC, Xhol CTCGAG, Nhel: GCTAGC, Ncol: CCATGG, BamHI: GGATCC.

Produto| Primers Sequéncia Tm (°C)
A F-c01139 GCTCATATGGGATGCGAAGCCATG 64
R-c01139 CAGGAATTCGACAGTTGGGTCGGTTC
B F-c623 GGCATATGAGATTTCCATCTGAGCCGTTC 56
R-c623 CAGAATTCGATGAGGCAGAGCGCTGGAAG
c F-c335 GTACATATGCTGGCCGCCAGCGCCAC 67
R-c335 GACTCGAGCAGACCCATGCCCTGCAG
D F-c35 GTAGCTAGCATGAACACGGTCAAAACGG 53
R-c35 CTACTCGAGTCAAACGAGCTTTCCCGCCTC
£ F-c221 GTCCATGGAAGAGCGGCCGCTGACTG 48
R-c221 CACTCGAGCAGTTTCTTATACGGCAAG
£ F-c2122 GTAGCTAGCATGACGGCAAGAGACGCAGA 54
R-c2122 |GTCTCGAGTCATGAAGTACGCTGGACTTTG
G F-c2026 GTCATATGATTTTAATTAGTAGTCGGGT 51
R-c2026 CTCTCGAGTCTTGCCTTCCTGCGCATC
s LSC29amy5s| ACTCATATGGCACAGCCGGCCGCTGGA 61
LSC29amy3 | TCGGATCCTGCACCCGATAGACCGTCA
W LSC9amy5w GCTCATATGACAATCGCCGGTCCAATT 61
LSC29amy3 | TCGGATCCTGCACCCGATAGACCGTCA

As condicbes determinadas e padronizadas para amplificacdo das sequéncias
de interesse estdo listadas na Tabela 6, sendo a fonte de DNA uma solugdo do
material fosmidial misturado da biblioteca metagendmica SM. As sequéncias B, C, D,
E, F, S e W foram amplificadas utilizando uma Tag DNA Polimerase de produgéo local

e sem necessidade de aditivos. Por outro lado, a sequéncia A (glicosil hidrolase) nao
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foi amplificada apesar da utilizacdo de uma DNA Polimerase termoestavel de alta
fidelidade e processividade, maior tempo de extensdo e gradiente de temperatura de
anelamento. Esta sequéncia apresentou maior similaridade com um gene de
Azospirillum brasilense estirpe Sp245 (Tabela 4, Suplemento 3), assim, foi decidido
utilizar o DNA gendmico de A. brasilense estirpe FP2 como fonte para a amplificagao
do gene A. Esta escolha é decorrente da longa experiéncia deste laboratério com A.
brasilense FP2 (Pedrosa e Yates, 1984). Para a amplificacdo do gene foram testadas
diferentes temperaturas para anelamento dos primers e a presenca dos aditivos
Betaina e DMSO, sendo que foi conseguida uma amplificagdo com DMSO 5% (Tabela
6).

A sequéncia G foi amplificada com DNA polimerase termoestavel de alta
fidelidade e processividade, descrita em materiais e métodos, com a temperatura de

anelamento calculada segundo recomendagdes do fabricante.

Tabela 6. Condig6es de amplificagao.

Reagentes utilizados para amplificar as diferentes sequéncias.

Reagente Sequéncias Sequéncias
B,C,D,E,F,SeW AeG
DNA Polimerase Producao local P(q.uhse'?r:rg:igggg;y
Tampao 10x (NH“)ZS_O“ 5x Phusion HF: 1x
(Fermentas): 1x
MgCl, 25 mM 1 mM -
dNTP 10 mM 0,3 mM 0,2 mM
Primer F 10 uM 1 uM 0,5 uM
Primer R 10 uM 1 UM 0,5 uM
DNA 200-300 pg 200-300 pg
Agua ultrapura | Suficiente para 25 uL | Suficiente para 20 uL
Aditivos - DMSO 5%

Todas as sequéncias génicas foram amplificadas com sucesso de acordo com
o tamanho esperado (Figura 2). Considerando os diversos produtos de amplificacao
referente a sequéncia A (glicosil hidrolase), a banda com o tamanho esperado (2172
pb) foi purificada a partir do gel utilizando NucleoSpin Gel and PCR clean-up

(Macherey-Nagel) e posteriormente clonada.
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Figura 2. Eletroforese dos produtos de amplificagdo das sequéncias
selecionadas.

Gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X. m indica os marcadores de massa
molecular em kb (7 kb ladder da NEB). As demais linhas correspondem a cada
um dos produtos génicos segundo denominagéo descrita na Tabela 4. O DNA foi
corado em solugéo de brometo de etidio (0,05%) e a imagem obtida em sistema
UVP. Os tamanhos esperados em pb para cada produto incluindo as insergbes
dos sitios de restricdo sdo: A: 2172, B: 1419, C: 914, D: 921, E: 697, F: 1424, G:
502, S: 1788, W: 1872.

3. Clonagem dos produtos de amplificagao

Os produtos de amplificagao foram digeridos com as endonucleases de
restricdo indicadas na Tabela 7 e posteriormente ligados no vetor correspondente
pET-28a ou pET-29a (mapas mostrados no Suplemento 4) digerido com as mesmas
enzimas. Esses produtos de ligacdo foram transformados em células hospedeiras

como descrito na secdo materiais e métodos.

Todos os fragmentos amplificados foram utilizados para clonagem nos vetores
de expressao, entretanto, somente os produtos C, D e F foram confirmados. Esses
vetores foram nomeados pET-C, pET-D e pET-F, respectivamente. A Figura 3 mostra
o perfil de restricdo desses clones. A confirmagao de clonagem desses fragmentos

também foi realizada por sequenciamento de DNA (dados nao mostrados).



Tabela 7. Vetores e sitios de restricio utilizados para a clonagem dos
fragmentos amplificados.

Os mapas e sitios de restricao dos vetores pET-28a e pET-29a estdo mostrados
no Suplemento 4.

Sequéncia Enzima Vetor | Enzimas de restrigao
A glicosil hidrolase pET-29a Ndel/EcoRl
B triptofanase pET-29a Ndel/EcoRlI
C triacilglicerol lipase pET-29a Ndel/Xhol
D peptidase prolina especifica | pET-28a Nhel/Xhol
E metaloprotease pET-28a Ncol/Xhol
F transcriptase reversa pET-28a Nhel/Xhol
G deidratase pET-29a Ndel/Xhol
S amilase sem peptideo sinal | pET-29a Ndel/BamHI
W amilase com peptideo sinal | pET-29a Ndel/BamHI

914 pb

921 pb 1524 pb

Figura 3. Eletroforeses dos produtos de restrigao dos clones de C, D e F.

Gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X. Sdo apresentados todos os clones
avaliados para cada plasmideo construido e indicados em quadro os clones
corretos que foram selecionados. Na direita de cada gel estd o marcador de
pares de bases (NEB). Os clones foram digeridos com suas enzimas respectivas
listadas na Tabela 7 para o qual se esperava a liberagdo do fragmento
correspondente ao vetor pET-29a ou pET-28a com 5370 pb e o fragmento de
tamanho da amplificagdo, indicado embaixo de cada gel. O clone F foi digerido
com as enzimas Xbal e Xhol e o produto esperado corresponde a 100 pb de
adigao de acordo com o sitio de policlonagem do vetor pET-28a (Suplemento 4).
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Contudo, as sequéncias A, B, E, G, S e W foram abandonadas depois de
multiplas tentativas para resolver os inconvenientes proprios da clonagem encontrados
na restricdo, ligacdo, transformagdo e manutencdo dos clones. Para alguns deles
inclusive foi tentada a alternativa de ligar diretamente o produto de amplificagdo no
vetor pTZ57R conforme o sistema de pontas coesivas A-T quando amplificado com a
Tag DNA polimerase de producéo local. Particularmente para as sequéncias B, E e G,
foi encontrado que sua dificuldade foi decorrente da introdugcado do sitio de restricao
perto das extremidades dos primers. Segundo recomendacdes dos fabricantes, as
endonucleases envolvidas na digestdo dessas sequéncias requerem pelo menos 3
bases nucleotidicas entre o sitio de restricdo composto por 5 bases nucleotidicas e o
extremo 3’ ou 5’. Como observado na Tabela 5, nos primers F-c623, F-c221, F-c2026,
existem somente 2 nucleotideos de espagamento, o que diminui até 100% em reacdes

duplas sua chance para ser reconhecido pelas endonucleases de restri¢ao.

4. Expressao de proteinas

Os clones confirmados pET-C, pET-D e pET-F, foram transformados na estirpe
de E. coli BL21(DE3). Foi avaliada a superexpressédo das proteinas de interesse por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) do extrato bruto apds
lise celular das bactérias hospedeiras e separacao das fracbes soluvel e insoluvel. A
proteina C (lipase) e a proteina D (prolina aminopeptidase) foram superexpressas e
permaneceram na fragdo insoluvel (Figura 4), mas a proteina F (transcriptase reversa)

nao foi superexpressa (ndo mostrado).

Apo6s confirmagdo da expressao das proteinas C (lipase) e D (prolina
aminopeptidase) e devido a insolubilidade das mesmas, foi testada a solubilizagao
mediante uso de tampao de sonicacdo contendo NaCl ou KCl em alta e baixa
concentracdo (500 e 50 mM) em diferentes pH (6,8; 8,0 e 8,8). As proteinas
continuaram na fracao insoluvel do extrato celular em todas as condi¢gbes (dados nao

apresentados).

Apesar da maior parte da proteina expressa apresentar-se na fracado insoluvel
do extrato celular, foi avaliada a atividade enzimatica lipase da proteina C em LA-
tributirina 1% para bactéria e agar-tributirina 1% para extrato celular bacteriano; e para
atividade protease da proteina D em LA-leite 1% para bactéria e agar-leite 1% para
extrato celular, segundo indicado em materiais e métodos. Para nenhum dos testes foi

encontrado halo de clareamento de atividade hidrolitica (dados ndo mostrados).



38

Figura 4. Eletroforese do extrato de E. coli BL21(DE3) expressando as
proteinas C e D.

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). Com setas estéo indicadas as
bandas correspondentes as proteinas C (32 kDa) e D (37 kDa). M indica o
marcador de massa molecular em kDa (GE Healthcare). As proteinas foram
coradas com Coomassie blue. 1: extrato celular bruto E.coli BL21(DES3) controle
sem transformagédo, 2: controle fragdo soluvel, 3: controle fragdo insoluvel, 4:
proteina C extrato celular bruto, 5: proteina C fragdo soluvel, 6: proteina C fragédo
insoluvel. 7: proteina D extrato celular bruto, 8: proteina D fragao soluvel, 9:
proteina D frag&o insoluvel.

Apesar da presenga de cédons raros na sequéncia de C (lipase), D (prolina
aminopeptidase) e F (transcriptase reversa), as duas primeiras foram superexpressas
apesar de apresentarem-se na fragao insollvel do extrato celular. Em vista disso, foi
resolvido utilizar a estirpe E. coli Rosetta (DE3)pLysS a fim de verificar aumento de

solubilidade (para C e D) e expressao (para F).

Apos transformacao na estirpe Rosetta, encontrou-se uma alta concentragao
das proteinas C (lipase), D (prolina aminopeptidase), como observado na Figura 5, no

entanto, ao serem separadas as fragdes, estas apresentaram-se insoluveis.
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Figura 5. Eletroforese do extrato de E.coli Rosetta expressando as
proteinas C e D.

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteinas foram coradas com
Coomassie blue. Com setas estdo indicadas as bandas correspondentes as
proteinas C (32 kDa) e D (37 kDa). M indica o marcador de massa molecular em
kDa (GE). 1: proteina C extrato celular bruto, 2: proteina C fragéo insoluvel, 3:
proteina C fragéo soluvel, 4: proteina D extrato celular bruto, 5: proteina D fragéo
insoluvel, 6: proteina D fragao soluvel.

As bactérias hospedeiras estirpe Rosetta contendo o vetor pET-C (da lipase)
plagueadas em meio agar com ftributirina ndo apresentaram atividade, enquanto em
meio LB-agar com tributirina e com IPTG formaram halo de atividade hidrolitica depois
de duas semanas de incubacdo (Figura 6a). J& com o vetor pET-D (da prolina
aminopeptidase) a atividade foi evidenciada no extrato celular bruto com agar leite

desnatado 2% apds uma semana de incubagao (Figura 6b).

Os extratos celulares brutos também foram avaliados em placa de agar
contendo tributirina 1% ou leite desnatado 1% e 0,1%, na presenga ou auséncia de
CaCl; 0,1 mM como cofator de algumas enzimas hidroliticas. Em todos os casos nao
houve a formagéo de halo frente ao controle positivo (Pronase 20 mg/mL) (dados n&o

mostrados).
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Figura 6. Placas de avaliagdo de atividade enzimatica de coldnias de E.coli
Rosetta.

Observa-se halo de clareamento de meio em volta da colénia como indicativo de
atividade enzimatica extracelular do hospedeiro contendo o plasmideo com
inserto (+) e sem plasmideo (-). a: Colbnia contendo o vetor pET-C em meio LB-
agar com ftributirina 1% e IPTG 0,5 mM apd6s 2 semanas de incubagéo. b:
Colbnia contendo o vetor pET-D em meio agar-leite desnatado 2% apods 1
semana de incubagao.

Apesar da transformacdo na estirpe Rosetta, a proteina F (transcriptase
reversa) nao foi superexpressa provavelmente devido ao elevado numero de cddons
de baixa frequéncia em E. coli (Suplemento 5). Por analise in silico, sua expressao
efetiva poderia ser conseguida em organismos vegetais tais como Arabidopsis
thaliana, Avena sativa, Anabaena variabilis, Oryza sativa, Zea mays, Musa acuminata,
Nicotiana tabacum ou Pisum sativum. Esta analise pode sugerir que esta sequéncia
pode ser originaria de genoma vegetal ou, por sua fungéo transcriptase reversa, de
retrovirus associados a tecidos vegetais, mesmo apresentando alta similaridade com
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB (Tabela 4), organismo cujo habitat sdo

sedimentos de agua doce e biorreatores anaerdbios (Plugge et al., 2012).
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Até agora, E. coli tem sido o organismo mais utilizado como hospedeiro de
expressao na maioria dos estudos metagendmicos. Essa preferéncia ocorre por varios
atributos: 1) possui uma alta eficiéncia de transformacédo, 2) permite diversidade no
reconhecimento de sinais de expressao exogenos, 3) carece de genes de modificagao
de restricdo e recombinagdo homodloga, e 4) versatilidade nos sinais de tradugado de
MRNA; ndo obstante essas vantagens, E. coli, como qualquer outro hospedeiro, é
incapaz de expressar todo DNA exégeno devido a diferengas na maquinaria de

transcricao, traducao e pos-traducdo do organismo originario (Culligan et al., 2013).

Algumas estratégias propostas por Culligan et al. (2013) para melhorar a
expressao heteréloga sao a utilizacdo de hospedeiros alternativos ou duplos, a
modificagcdo de vetores e a optimizagdo de codons; propostas por Uchiyama e
Miyazaki (2009) sdo a engenharia de ribossomos e outros fatores envolvidos na
transcricdo e tradugédo, assim como tomar vantagem da biologia sintética como uma

aproximagao mais radical.

Como hospedeiros diferentes a E. coli tém sido utilizadas bactérias do solo
pertencentes aos géneros Sphingomonas, Burkholderia, Bacillus, Acidobacterium e
Verrucomicrobium, e como alternativas incluem Streptomyces, Rhizobium e
Pseudomonas spp. e mutantes de Lysobacter enzymogenes e Pseudomonas

fluorescens (Van Elsas et al., 2008).

As andlises bioinformaticas de hidrofobicidade indicaram que as sequéncias de
aminoacidos das proteinas C (lipase) e D (prolina aminopeptidase) apresentavam
muitas regides hidrofébicas (Suplemento 6), podendo explicar a insolubilidade das
proteinas expressas, apesar disso foram tentadas varias alternativas para aumentar a
solubilizacdo. Nas diferentes condicbes de tempo e temperatura de indugdo o
resultado continuou semelhante, entdo foi estabelecida a temperatura de 30 °C e
incubagao por 3 horas para continuar com os préoximos testes. Nem mudangas na
forca idnica ou pH do tampéao de sonicagado levaram a um aumento de solubilidade,
tendo sido estabelecido o tampao contendo 50 mM Tris-HCI pH 6,8 e KCI 100 mM,
condigbdes que funcionam para uma ampla gama de proteinas em ambiente fisioldgico.
Deste modo, foi testada a adicdo de diversos componentes surfactantes que
permitiram observar uma pequena diferenga, como observado na Figura 7, com os
detergentes Triton X-100 1% e N-Lauroil sarcosina em concentracdes de 0,01%, 0,1%,

e 1%, na presenca de glicerol 10%.
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Figura 7. Eletroforese das fragdes soluveis contendo as proteinas C e D
expressas em E. coli Rosetta submetidas a diferentes condicdes de
surfactantes durante a lise celular.

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteinas foram coradas com
Coomassie blue. M indica o marcador de massa molecular em kDa (GE
Healthcare). Painel a corresponde as fragdes soluveis da proteina C (32 kDa) e
painel b as fragbes da D (37 kDa). As setas indicam as proteinas de interesse
em maior concentragdo na fragdo sollvel do extrato celular: Linhas 1 a 3,
presenca de Tween 20; linhas 4 a 6, presencga de Triton X-100, e linhas 7 a 9,
N-lauroil-sarcosina , todas nas concentragcbes de 0,01%, 0,1% e 1%,
respectivamente. Linha 10 DTT 1mM + glicerol 10%, e linha 11: Imidazol +
glicerol 10%.

Considerando que as proteinas foram obtidas em maior quantidade na fracéo
soluvel na presengca de Triton X-100 e (glicerol, foram testados esses dois
componentes diferencialmente em diferentes concentragdes, e foi encontrado que os
dois juntos exerciam diferenga (Figura 8), sendo selecionado Triton X-100 0,5% e
glicerol 5% para testar atividades enzimaticas em substratos artificiais como descrito
na seg¢ao 9 dos materiais e métodos. Essas atividades tanto do extrato bruto, quanto

da fragao soluvel das duas proteinas foram nulas (resultados ndo mostrados).

11
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Figura 8. Eletroforese das fragdes sollveis contendo as proteinas C e D
expressas em E. coli Rosetta submetidas a diferentes condi¢gdes de Triton
X-100 e glicerol durante a lise celular.

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteinas foram coradas com
Coomassie blue. M indica o marcador de massa molecular em kDa (GE
Healthcare). Painel a corresponde as fragdes da proteina C (32 kDa) e painel b
as fragbes da D (37 kDa). Com setas estdo indicadas as sele¢cdes das
condigdes. 1: Glicerol 10%, 2: Glicerol 5%, 3: Glicerol 1%, 4: Triton X-100 1%, 5:
Triton X-100 0,5%, 6: Glicerol 10% + Triton X-100 1%, e 7: Glicerol 5% + Triton
X-100 0,5%.

Em vista desses resultados, foi decidido solubilizar completamente a proteina e
depois purifica-la. Essa solubilizagao foi realizada através de um gradiente de ureia no
tampao de lise celular. Na Figura 9a é possivel observar que a proteina C (lipase) foi
solubilizada a partir de 4 M de ureia, enquanto que a proteina D (prolina
aminopeptidase) foi soluvel a partir de 8 M (Figura 9b). A proteina solubilizada foi
purificada por cromatografia de afinidade por ligagédo a metal. Frages obtidas foram
analisadas por SDS-PAGE e s&o apresentadas na Figura 10. E possivel observar que
a proteina C foi purificada eficientemente e que ha pouca presenca de contaminantes.
As fragdes contendo maior quantidade de proteina foram agrupadas e dialisadas para
diminuir a concentracdo de ureia na amostra. Durante o processo de dialise, a
proteina formou agregados evidenciando um processo de precipitacdo que também
impediu quantificar apropriadamente a proteina purificada e cuja atividade enzimatica

foi nula com substratos artificiais como descrito na secdo 9 dos materiais e métodos.



a
Extrato bruto Fracao insoluvel Fracao soluvel
M OM 2M 4M 6M 024 6M 8M OM 2M 4M 6M 8M

b
Extrato bruto Frac8o insoluvel Fracdo sollavel
oM 2M 4M 6M OM 2M 4M 6M 8M OM 2M 4M 6M 8M M

Figura 9. Eletroforese das fragdes contendo as proteinas C e D submetidas
durante a lise celular a diferentes concentragoes de ureia.

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteinas foram coradas com
Coomassie blue. M indica o marcador de massa molecular em kDa. Mostram-se
as concentragbes de ureia em Molaridade. Com setas estdo indicadas as
proteinas em melhores condi¢des de solubilidade. Painel a corresponde as
fragbes da proteina C (32 kDa) e painel b as fragdes da D (37 kDa).
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Imidazol

Figura 10. Eletroforese das fracdoes eluidas durante a purificagdo da
proteina C.

Gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteinas foram coradas com
Coomassie blue. M indica o marcador de massa molecular em kDa (GE
Healthcare). As setas indicam as fragbes coletadas contendo a proteina C (31,83
kDa). b: extrato celular bruto, i: fragdo insoluvel, s: fragdo soluvel, n: fragao de
nao ligagdo na coluna, I: fragdo da lavagem da coluna. 1-9, primeiras 9 fragdes
eluidas com o gradiente de imidazol.

O Reagente CelLytic™ IB (Sigma) foi utilizado como uma alternativa na
solubilizagcado de agregados de proteinas ou corpos de inclusdo substituindo o tampao
de lise, segundo instrugdes do fabricante. A proteina foi purificada de forma

semelhante a solubilizagdo com ureia, entretanto, apds didlise a proteina também

precipitou e ndo apresentou atividade enzimatica.
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Para confirmagao da identidade da proteina C (lipase) foi feita uma analise por
espectrometria de massa tipo Maldi-Tof, uma lista de massas moleculares dos
peptideos gerados experimentalmente de uma amostra (Figura 11) foi comparada com
massas moleculares de peptideos deduzidos in silico a partir da sequéncia
nucleotidica extraida da biblioteca metagendmica SM. Por comparagao dos picos de
massas manualmente foram identificados 9 dos 21 picos gerados (Tabela 8),

confirmando que se tratava da mesma molécula peptidica.
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Figura 11. Espectrometria Maldi-Tof dos peptideos tripticos da proteina C.

Estao indicadas as massas que foram encontradas na analise in silico.
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Tabela 8. Identificacdo da proteina C (lipase) por espectrometria de massa.

Sao0 apresentados os valores das massas peptidicas tripticas determinadas in

silico e determinados por Maldi-tof com erro de 0,20 Da.

Range Sequéncias peptidicas Massa in Massa por
silico espectrometria
1-22 MLAASATFTAAQTQAAGYTQTR 2259.095 -
52-71 | SGGATVYTPQVSAANSTEVR 1993.970 1993.977
52-80 | SGGATVYTPQVSAANSTEVRGEQLLLEVK 3003.551 3004.334
52-81 | SGGATVYTPQVSAANSTEVRGEQLLLEVKK | 3131.646 3132.300
72-80 | GEQLLLEVK 1027.591 -
72-81 | GEQLLLEVKK 1155.686 -
72-90 | GEQLLLEVKKIVAVTGKPK 2049.256 -
81-90 | KIVAVTGKPK 1039.675 1034.105
81-104 | KIVAVTGKPKVNLIGHSHGGPTIR 2478.455 -
82-90 | IVAVTGKPK 911.580 -
82-104 | IVAVTGKPKVNLIGHSHGGPTIR 2350.360 -
91-104 | VNLIGHSHGGPTIR 1456.790 1456.569
105-125 | YVASVRPDLVASATSVAGVNK 2103.132 2103.552
126-144 | GSAVADILLGIAPPGSLSR 1793.005 1792.578
126-156 | GSAVADILLGIAPPGSLSRDVITTIATGLGK 2962.670 -
145-156 | DVITTIATGLGK 1187.676 -
157-185 | LLSLLSGSSTLPQNSLAAAQSLSTAGSAK 2772.487 -
243-256 | NDGLVSSCSSHLGK 1402.651 1408.548
243-259 | NDGLVSSCSSHLGKVIR 1770.905 -
290-308 | QHANRLQGMGLLEHHHHHH 2288.099 -
295-308 | LQGMGLLEHHHHHH 1681.801 1681.343




48

5. Analises bioinformaticas das proteinas C e D.

Na auséncia de atividade especifica nas proteinas C (lipase) e D (prolina
aminopeptidase) foram analisadas e identificadas nas sequéncias de aminoacidos,
caracteristicas da familia das o/ hidrolases que incluem as lipases e peptidases.
Seus modelos tridimensionais in silico confirmaram a presenca de dominios de 6 e 7
folhas B para as proteinas C e D, respectivamente (Figura 12a e 12b), sugerindo que
estas proteinas possuem pelo menos uma estrutura terciaria conservada. Também
nessas sequéncias foi identificada a presenga do dominio pentapeptideo conservado
G-X-S-X-G contendo o residuo ligante de metal no sitio catalitico (Suplemento 7). Nao
obstante, esta analise nado é suficiente para analisar seu sitio catalitico nem concluir
acerca de sua atividade enzimatica, em vista disso, prossegue-se com as analises da

proteina C.

A analise filogenética determinou que a proteina C agrupa-se a familia das
lipases verdadeiras, relacionada com as subfamilias 1.1 e 1.2. e mais relacionada com
Vibrio cholerae (Figura 13). Segundo Arpigny e Jaeger (1999) este grupo de lipases
apresenta trés caracteristicas fundamentais para sua atividade enzimatica: em sua
grande maioria precisam de uma proteina ativadora de lipases, nomeada foldase, cuja
sequéncia codificadora encontra-se usualmente no mesmo operon da sequéncia da
lipase; apresenta o sitio de ligagdo para um ion divalente como calcio e requer sua
presenga como cofator catalitico; e contém dois residuos de cisteina, importantes para

a estabilizagao do sitio ativo da enzima.

Na analise de sequéncia de aminoacidos da proteina C o residuo serina 97 foi
identificado como sitio de ligagdo para o ion calcio (Suplemento 7a e 7b), bem como
dos dois residuos de cisteina nas posi¢coes 198 e 249 que poderiam formar ponte

dissulfeto (ndo mostrado).

Deste modo, para avaliar a atividade, seria necessario a coexpressao com uma
proteina ativadora foldase como presenciado em varios organismos bacterianos,

predominantemente do filo proteobacteria (Suplemento 8).



Figura 12. Modelo tridimensional em fitas das proteinas C e D geradas in

silico por homologia de proteinas.

Estdo indicadas as folhas [ caracteristicas da familia de proteinas a/f
hidrolases. Gerado em Swiss-Model (Arnold et al., 2006). Painel a: Proteina C, e

painel b: Proteina D.
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1.1.D50587 0.21449
1.1.Y00557 0.1962

C_protein_ 0.19845

I.1.AF0312 0.2689
1.2.X70354 0
1.2.Q05489 0
1.2.M58494 0.10075
1.5.U78785 0.4206
1.4.M74010 0.41639
VI.Arthros 0.45693
V.M58445.P 0.44706
V.U32704.H 0.45664
1.3.D11455 0.45846
II1.M86351 0.12777
II1.U03114 0.12223
VII.Q01470 0.3729
VII.P37967 0.38403
IV.X62835. 0.44737
VIII.AAA99 0.35714
VIII.CAA78 0.35944
IV.AF03408 0.46265
I1.P10480. 0.43453
VI.Synecho 0.44047
II.LAFO0509 0.42381
II.AF04701 0.43127
1.6.X99255 0.4485
II1.M57297. 0.45423

il

mnnlnlinnln

Figura 13. Filograma das familias de lipase.

Realizado em ClustalW pelo método de Neighbor-joining. Indica-se para cada
grupo a familia (I-VIIl), numero de acesso no NCBI, organismo e as distancias.
Baseado em Arpigny e Jaeger (1999).

6. Proteina ativadora de lipase.

Tem sido demostrado que as foldases ativam somente sua respectiva lipase e
que poderiam ser substituidas com eficiéncia limitada entre espécies proximamente
relacionadas (Rosenau et al., 2004). O mecanismo molecular de funcionamento das

chaperonas nao é entendido completamente, mas sabe-se que ajudam as lipases a
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superar a barreira energética na via produtiva de dobramento da proteina (Rosenau et
al., 2004). Alternativamente, tem se visto em condi¢bes in vitro que a presenca de
glicerol 40% no tampao de dobramento estabiliza a conformacao nativa ao estimular
interacdes hidrofébicas dentro de proteinas ndo enoveladas. No entanto, o glicerol nao

pode ser generalizado como substituinte das foldases (Rosenau et al., 2004).

Foram feitas varias tentativas para encontrar uma atividade enzimatica lipase,

tendo como requisito a coexpressao da proteina C com uma proteina foldase:

Sua respectiva foldase poderia encontrar-se no mesmo contig de origem da
sequéncia génica de C. No entanto, o contig 335 tem um comprimento de 991 pb, e a
sequéncia extraida para codificar essa proteina tem um comprimento de 897 pb,
portanto, esse contig ndo podia conter outra sequéncia codificante, com comprimento
estimado de 960 pb.

Em vista da indisponibilidade da sequéncia da foldase referente a proteina C,
foram desenhados primers para amplificar a sequéncia foldase com base no hit de
mais alta similaridade do BLAST para a sequéncia nucleotidica C. Esta sequéncia
pertence a Rhodoferax ferrireducens T118 e apresenta o dominio conservado ‘lipase
chaperona’ (foldase). Foram testadas todas as condigdes de PCR incluindo presenca
de aditivos e DNA polimerases termoestaveis de alta fidelidade, mas o amplificado nao
foi obtido.

Foi feita uma coexpressao da proteina C com o plasmideo pLip XL-1B (Mdller-
Santos et al., 2006), que contém o operon liphp constituido por um gene de lipase e
um gene de foldase, provenientes da bactéria Burkholderia cepacia, que apresentou
uma relacao filogenética préxima. Esse vetor foi gentiimente disponibilizado pelo Dr.
Marcelo Muller dos Santos e induzido segundo suas instrugdes. A coexpressao em
bactéria ndo produziu atividade lipase em meio sélido com tributirina em relagdo com a

expressao dos vetores independentes.

A coexpressdo do vetor pET-C com o vetor lifC6G9 (Martini et al., 2011),
contendo uma foldase para coexpressdo com sua respectiva lipase de origem
metagendmica, ndo mostrou uma atividade lipase diferente a previamente obtida. Esse

vetor foi gentilmente cedido pela Dra. Viviane Martini e Robson Alnoch.

Durante a realizagao destes ensaios, a biblioteca metagenémica SM foi
analisada a fim de identificar o fosmideo contendo a sequéncia codificadora para a
proteina C. A identificacdao do clone foi realizada por amplificagdo do gene para a

proteina C a partir dos primers utilizados neste trabalho. O fosmideo F-10 sera



52

sequenciado e a sequéncia codificadora para a foldase devera ser determinada

permitindo sua amplificagdo e posterior coexpressao com a proteina C.

7. Andlise da aproximagao metagendémica

Neste projeto foram utilizadas as duas estratégias metagendmicas: baseada na
funcdo e baseada na sequéncia. A biblioteca utilizada consistiu em 192 clones
positivos para alguma atividade identificada pela estratégia baseada na fungéo e cujo
DNA fosmidial depois foi sequenciado (2,7 x10° pb) e analisado para a identificacéo de
44 genes de interesse dos quais foram selecionadas somente 9 sequéncias para sua
caracterizagido. Desta forma, segundo Ferrer et al. (2009), o descobrimento de uma
enzima em uma biblioteca de expressao, seguida da identificagdo do mesmo gene na
biblioteca de insertos e sequenciamento do fragmento identificado, constitui um meio
poderoso de maximizar o processo de descobrimento e identificar aqueles novos

organismos que estédo produzindo essas enzimas.

No entanto, a identificagdo de um gene de interesse através de expressao
metagendmica funcional é tradicionalmente baixa e pode variar amplamente de 1
positivo por cada 2,7 megabases de DNA até 1 por 3979.5 megabases (Culligan et al.,
2013). Isto pode ser influenciado por diversos fatores: a fonte de DNA metagendmico,
o tamanho do gene de interesse, sua abundancia dentro da biblioteca metagenémica,
o sistema de vetor e hospedeiro selecionado, a triagem utilizada e a capacidade do

hospedeiro para expressar o gene (Uchiyama e Miyazaki, 2009).

Ja além do desafio da selecdo desses 192 clones iniciais a partir de 3300
clones procedentes de outras bibliotecas metagenémicas, ainda durante o processo
de analise de sequéncias foi vista a limitacdo de que uma grande parte desse material
metagendmico (aproximadamente 13265 dos 18265 contigs) foi descartado devido a
insuficiéncia de tamanho (inferior a 500 pb), limitagdo da metagendmica baseada na

sequéncia também assinalada por outros autores (Van Elsas et al., 2008).

75% dos clones sequenciados da biblioteca metagenémica SM utilizado neste
projeto foram identificados a partir de atividade lipase. Esse pré-tratamento constitui
uma das estratégias na superacao de limitagdes da metagenédmica baseada na fungao
(Van Elsas et al., 2008; Schloss e Handelsman, 2003), e apesar disso, sO foi
identificado por homologia em bases de dados um gene sob essa denominagao ou

relacionados.
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Venter et al. (2004) afirmam que o sequenciamento massivo de DNA de uma
amostra ambiental € o método mais pratico para examinar seu conteudo gendmico,
em comparagdo com os estudos convencionais baseados em PCR. Nao obstante,
neste projeto foi encontrado que, em concordancia com Simon e Daniel (2011), para
tomar uma vantagem completa dessa grande quantidade de informacdo sao
necessarias melhores ferramentas de analise integrada e bases de dados

compreensivas.

Adicionalmente, na pesquisa por novas enzimas e bioatividades a partir de
metagenomas t&o ricos como os de solos, sdo requeridos esfor¢os multidisciplinares
que combinem a bioinformatica, a quimica analitica e tecnologia de alto rendimento,
microbiologistas, enzimologia, bioengenharia e usuarios finais, entre outros (Lee e
Lee, 2013; Ferrer et al., 2009). O esforco na superagdo das limitagdes da
metagendmica devera ser focado na geracdo de novos hospedeiros e sistemas de
expressao, a correta anotagao funcional de genes e um valioso aporte da comunidade
cientifica no processo global de intercambio, comparagdo e avaliagdo critica dos

resultados metagenémicos (Culligan et al., 2013; Thomas et al., 2012).

Com o vasto volume de proteinas ndo caracterizadas existentes em bases de
dados publicas e os amplos recursos genéticos ambientais ndo explorados, a busca
por genes para novas enzimas de interesse deve ser melhor dirigida, como afirmam
Uchiyama e Miyazaki (2009) nado simplesmente fazendo um Blast, mas uma predigao

funcional guiada pela estrutura.

Recentemente a metagendmica tém sido complementada com outras
ferramentas: as analises expressao génica e producao de proteinas das comunidades
microbianas gerando a metatranscriptomica e a metaprotedOmica, que sao
aproximacgdes com o potencial de permitir entender a dindmica funcional in situ e os
processos evolutivos dos consorcios microbianos (Simon e Daniel, 2011). Além disso,
tem surgido o termo “metagendémica sintética” como uma derivagédo do estudo
metagendmico que envolve a busca de sequéncias de interesse mediante mineragao
em bases de dados ou conjuntos de dados metagendmicos, seguido de sintese
quimica dos genes selecionados (Culligan et al., 2013). Esta aproximagado teve
sucesso em 94% dos clones na obtengdo de enzimas metil haleto transferases
importantes na industria quimica e de combustiveis (Bayer et al., 2009), e sua

potencialidade poderia ser estendida para outras areas.



54

CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foram analisadas sequéncias da biblioteca metagenémica SM
para a identificacdo de sequéncias codificadoras para enzimas de interesse
biotecnoldgico. Nove sequéncias foram escolhidas para amplificagdo. Das sequéncias
amplificadas, trés foram clonadas em vetores pET28a ou pET29a. As sequéncias
codificadoras para uma lipase e para uma prolina aminopeptidase foram
superexpressas em E. coli, entretanto, ambas apresentaram-se insolluveis, apesar de
diversas modificagdes incluindo estirpe bacteriana, temperatura de incubacgao,
concentracdo de sal, entre outros. Analises realizadas com a lipase indicaram a
necessidade de uma proteina foldase (chaperona) para a obtengcdo de uma enzima
ativa. Ensaios com a coexpressao de chaperonas relacionadas a duas outras lipases
nao resultaram em atividade. A identificacdo do fosmideo da biblioteca metagenémica
SM contendo o gene para a lipase podera levar a identificagcdo da sequéncia da
foldase correspondente e posteriormente sua coexpressdo, permitindo a analise da

atividade desta lipase.

Para uma avaliagdo completa das sequéncias propostas neste projeto teriam
de ser feitas varias modificagdes: na sequéncia A (glicosil hidrolase), buscar sua
amplificacdo a partir da biblioteca metagenébmica SM e ndo do genoma de A.
brasilense FP2, ja que apesar de sua similaridade os primers possivelmente sdo
especificas para sua fonte original. Nas sequéncias B (triptofanase), E
(metaloprotease), e G (deidratase), deveriam ser redesenhados os primers de
amplificacdo tendo em conta a inser¢do do numero de bases suficientes para uma
digestao eficiente pelas enzimas de restricdo. Ja para a expressao da proteina F
(transcriptase reversa) deveria ser feita uma sintese da sequéncia com modificagcéo de
seus codons raros por codons de uso frequente em E. coli ou pode ser utilizado outro

organismo hospedeiro de expressao.

Para posteriores trabalhos baseados na aproximagdo metagenbmica para
busca de proteinas de interesse das industrias biotecnolégicas, a prospecgao pode ser
dirigida para enzimas mais especificas dentro do amplo espectro das reagdes
envolvidas no metabolismo ou outras vias. Adicionalmente, deve ser buscado maior
suporte das ferramentas bioinformaticas existentes assim como deve ser fortalecida

sua expansdo em conteldo curado e sua criacdo para novas aplicagoes.



55

No Brasil, tendo recentes avancos importantes biotecnolégicos na
metagendmica, o sequenciamento de nova geragao, a bioinformatica e os novos
procedimentos de extragdo de acidos nucléicos, junto com as analises convencionais,
existe uma grande oportunidade de estudar a enorme biodiversidade do microbioma
para ser transformado em riqueza biotecnolégica. Essa busca pode ser facilitada
através de iniciativas de colaboragcdo entre comunidades cientificas nacionais e
internacionais como o recentemente constituido “Brazilian Microbiome Project” (BMP)
(Pylro et al., 2013).
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Suplemento 1. Sequéncias de nucleotideos selecionadas e suas traducgoes.

As sequéncias encontram-se no formato FASTA. a. Sequéncias de nucleotideos, b.

sequéncias de aminoacidos.

a. Sequéncias de nucleotideos

>contig01139 glycosyl hydrolase FP2 pET-29b Ndel/EcoRI PolyHisC-ter (A)
gctcatATGGGATGCGAAGCCATGCCCGGTGCCGTAAGGGACGGATCGGCAATCCAGATGG
ACGCGGATACGGGGCGGACCGGCACACCCAGTCCCCCCGCTCGGGGAGCTGLCGGLGLC
GCTGGGAGCGATCCCCACCGGCCAGGGGACGAACTTCAGCGTGTTTTCGAAGCACGCGA
CCGGAATCGAGCTGCTGCTTTTCGACCGCGCCGAGAATGCGGGGCCTGCGCGCGTGATC
CACCTCGATCCCTCCACCCATCGCACCTATCATTACTGGCACGTGTTTCTTCCCGGCGTGA
CGGCCGGCCAAATCTATGGGTATCGCGCCGAGGGGCCATGGGACCCCGCCAACGGLCCTG
CGCTTCGATCGGGACAAGCTTCTCCTTGATCCCTATGGCCGCGCGGTGGTCGTTCCGGAC
CGCTACAGCCGCGACGACATCCGCAAACCCGGTGACGATTGCGGCGGCGCCATGAAAAG
CGTGGTTGTGGATCCGGGGTCCTACGATTGGGAAGGCGACGCACCGTTGCGGCGGTCGT
CCGCGCAGACCATCGTGTATGAGATGCATGTGCGCGGATTCACACGCCATCCCAGTTCCG
GCGTCGGCGGGAAGACCCGCGGCACGTTTGCCGGGCTGATCGAGAAGATTCCGTACCTG
CAGAAATTGGGCGTCACCGCGGTGGAACTGCTGCCGGTGTTCCAATTCGATGCGCAGGAT
TGCCCGCCGGGAAAGGTCAACTACTGGGGATACGCGCCGGTCTCGTTCTTTGCGCCGCAT
GCGGCGTACAGTTCGCGTTCCGATCCGCTCGGTCCGCTGGACGAGTTCCGCGACATGGT
CAAGGCGCTGCACCGCGGCGGCATCGAGGTCATCCTCGACGTCGTTTTCAACCACACGG
CGGAAGGCGACCACAACGGGCCGACCCTGTGTTTCCGAGGGTTGGACAATCCCACCTACT
ATCTTCTCGAGGACGACCGATCCCGCTACGCCAACTACACGGGCACCGGGAACACCTTGA
ACGCCAATCACCCTGTCGTCCGGCGCATGATCGTGGACAGCCTTCGATACTGGGTCGAGA
CGATGCATGTGGACGGCTTCCGCTTCGATCTGGCCTCGGTTCTGTCCCGCGACACATCGG
GGCATCCGATCCCGAACGCGCCGATCCTGTGGGACATCGAAACGGAACCGGCGCTTGCC
GGTACGAAGCTGATCGCCGAGGCTTGGGATGCGGCGGGCCTTTATCAGGTCGGCAGTTT
CGTCGGCGACAGCTGGAAGGAATGGAACGGACGGTTCCGTGACGACGTGCGTGCGTTTT
TCCGCGGTGAACCGGGATCGGTGACCCAGATCGCGGACCGCATCCTGGGCAGCCCGGAG
ATCTACGGGCATGAGGAGCGGGAGGCTGAACAAAGCGTCAACTTCGTGACCTGCCATGAC
GGTTTTACGCTCAACGACGTGGTGTCCTACGATCGCAAGCACAACGAGGCGAACGGCGAG
GACAACCGCGATGGCGCGGACGACAACCGCAGTTGGAACTGCGGCGTCGAAGGCCCGAG
CGACGATCCGGCAATCGAGCGGCTGAGAAGCCGCCAAGTGAAGAACCTCCTGACCGTGA
CGATGCTATCGCTCGGCATCCCGATGATCACGATGGGCGACGAGGCGCGGCGCACCCAG
TCCGGCAACAACAACGCCTACTGCCAGGACAACGAGACCAGTTGGTTTGATTGGACGCTG
GTCGAGACGCACGCGGACGTGCACCGGTTCGTCACTGTGCTCAACACACGCCGAAGTCT
GCGGGACAGGATGTACGAGCGGGTGCCTTTGCGGCAGCTGCTCCGGAAGGCGAAGATAA
CCTGGCACGGCGTGACCCCCGAGCAACCGGATTGGAGCCGCGATTCCCACAGCATCGCC
GTCGAAGCGAAGGTGGAGCAGGGTCGGCTTCGCATTTACCTGATCCTGAACGCCTACTGG
AAACCGCTTCGCTTTGACCTTCCGCCAGCAAATGACGGTCGTGTTGGCCCATGGCGCCGA
TGGATCGACACCTCGCTCGACCCCCCATGTGATATCGTCGAGTGGAACTTGGCGCCGACG
CTGAGTGAGTTGTCCTATCTGGTGGAAGCGCGGTCCGTCGTCGTGCTGATCCATGACGCC
GGCGAACCGACCCAACTGTCGaattccTG

>Contig 623 — triptofanase INV-COM pET-29b Ndel/EcoRI PolyHisC-ter (B)
ggcatATGAGATTTCCATCTGAGCCGTTCAAAATCAAAGTGGTGGAACCCATTCGTCGCACAA
CGCGCGAGGAGCGGGACCGTCTGCTGCGCGAGGCCGGCTACAACTTGTTTCATGTGCCG
GCAGAGAGTGTGTACGTCGATCTGTTGACCGACAGCGGCACATCCGCCATGAGCGACAAC
CAATGGGCGGGCCTGATGCTCGGTGACGAGTCCTATGCCGGCAGCAAGAACTATTACCAC
TTCGAAGAGGTCGTACGGTCCATCTTCGGTTACAAGCACGTCATTCCCACACACCAGGGG
CGCATGGCGGAAAATCTCCTCTTCACCACCATCGTGAAGCCAGGCATGTGCGTCCCGAAC
AATATTCATTTTGATACTACGCGTGCAAACGTTGAGCATCAAGGAGCACAGGCCCTGGATA
TGGTGGTCAAAGAGGCTTACGACCCGCACTGCGAGTTGCCATTCAAGGGAAATATGGACT
TGGTTCGTTTGGAGGGGACGATCAATCGAGTCGGGCGGGACCACATTCCGTTGGTCATGT
TGACGATCACCAACAACAGCGGAGGCGGGCAACCGGTCTCGATGGACAATATCCGTGCGA
CGCGCGTACTGCTCAACCGTTACGACATTCCTCTCTTTTTCGACGCCTGCCGGTTTGCGGA
AAATTGTTTTTTCATTAAGGAGCGCGAGCCGGGCTATGACGGGGTATCGATTCTCGATATC
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GCGCAGGAACTCTTCAGCTATGGCGATGGCTGCACGATGTCCGCCAAAAAGGATGGCCTC
GTGAATATCGGAGGATTTCTCAGCCTGAAGAATGATCAGTGGGCACAAGACATTACCAACA
TGCTCATCCTGGTCGAAGGCTTTTCGACCTACGGAGGATTAGCAGGCCGTGATCTCGAAG
CGATGGCCAGAGGGTTGCGCGAAGTGTTGGACGAAGACTACCTGAGCTTCCGGATAGGG
CAGGTCCGCTATCTAGGAGAGTTGCTGGATCAAGCCGGGGTGCCCATTCTCAAACCGATC
GGGGGGCACGCCGTCTATCTCAACGCGAAAGAATTTCTGCCTCACATCCAGCAGGCCCAA
TTTCCCGCCCAAGCGTTGGTGGCCGCCCTTTATCGGGAGTATGGTATCAGGGGGGTGGAG
ATCGGCACCGTAATGTTTGGAAAGACAGATTCCGCGACCGGTCGAACGATCTATCCAGAG
CTCGAGATGGTTCGGCTGGCCATCCCCCGTCGGGTGTATACGAACATGCAGATCACCTAT
GTCGCCGAATCAATCATCGAGCTGTATCAGCGGCGCGAGATGATTCATGGACTCGCCTTG
ACCTATGAGGCCTCCGTCCTGCGGCACTTCACGGCCCGATTTACGGAACTCCATGACCAG
TCCCTCTTCCAGCGCTCTGCCTCAtcgaattctg

>contig_335 Triacylglycerol lipase INV-COM pET-29b Ndel/Xhol PolyHisC-ter (C)
gtacatatgCTGGCCGCCAGCGCCACTTTTACTGCCGCCCAGACTCAGGCTGCAGGTTACACC
CAGACCCGTTATCCGATTGTACTGGTACACGGTTTATTCGGCTTCGATAACATCGGGCCGG
TGGAATATTTCTACGGCATCCCGTCTGCGCTGCGTTCCGGCGGCGCAACGGTGTACACGC
CGCAAGTGTCGGCAGCCAACAGCACCGAAGTGCGCGGTGAACAGCTCTTACTGGAAGTAA
AAAAAATCGTCGCGGTCACCGGTAAACCGAAAGTGAATCTGATCGGTCACAGCCACGGCG
GGCCTACCATCCGTTATGTGGCTTCGGTACGTCCGGATCTGGTTGCGTCGGCAACTTCAG
TGGCAGGCGTTAACAAAGGTTCTGCGGTGGCGGATATTCTGCTGGGCATCGCGCCGCCG
GGCAGTTTGTCACGCGATGTGATTACGACGATTGCTACCGGCCTCGGTAAATTGCTGTCG
CTGCTGTCTGGCAGTTCCACATTGCCACAGAATTCACTGGCGGCCGCGCAATCCTTGTCAA
CGGCGGGTTCGGCAAAATTCAATGCTGCGCATCCGGCCGGTTTACCGAGCACAGCTTGCG
GCGAGGGCGCGTATCAGGTCAATGGTGTTGCCTATTTCTCATGGAGTGGCGCATCGAATT
ACACCAATGTGCTGGATATTCTGGATCCGGCGCTGGCAGTAACCGGTCTGGCTTTCGGCG
GCGCGAAAAATGATGGTCTGGTGTCTTCCTGTTCCAGCCATCTGGGTAAGGTCATTCGCGA
TGATTATGCGATGAACCATGCGGATGAAATCAACCAGAGCGTGGGTATTGTGAATCTGTTT
GAAGTGAATCCGGTGTCGGTGTTCCGCCAGCACGCCAACCGCCTGCAGGGCATGGGTCT
Gctcgagtc

>Contig 35 proline-specific peptidase pET-28a Nhel/Xhol PolyHisN-ter (D)
gctagcATGAACACGGTCAAAACGGGCGGCGTTCAGATGGTGTCCATAGACGGTCGGTTTCA
AGTCTGGACGAAACGAATAGGCGCCGGTCCGCCGACGATGCTGACTCTGCATGGCGGTC
CCGGCTCCACTCACGAATACTTCGAATGCTTCGAGGATTTTCTGCCGCCCAATGGGATTCA
GCTCATTTACTATGATCAGCTCGGATCGGGCAACTCCGATCAGCCCGATAATCCGGCCCTT
TGGGTGGTCGAGCGCTTTCGTGACGAGGTAGAACAGGTCAGAGCGGCGCTCGGCCTCAC
CGGATTCTACTTATATGGCCACTCCTGGGGCGGTATGCTCGCAATCGAATACGCGTTGAAA
TACCAAAGCCATCTCAAGGGTCTGATCATTTCGAACATGACTGCCAGCATAGCGTCGTATG
TTACTTACGTTAATGAGCTGCGGCGCCAACTACCCGCCGAGTCGCAGCGCATTCTGGAAC
GATACGAAGCGACCGGGGAATACACAGCACCAGAATATGAGAAAGTCATGTTCGGAGAAA
TTTATTCCAGGCACTTATGCCGCCTTGCTCCATGGCCGGAACCTTTGATCCGGATGATCCG
GCATATGAACCAGAAGGTCTACAACAAGATGCAGGGTCCCAATGAATTCGTGGTCACCGG
AACCTTCAAAGACTGGGATCGATGGGACGATATCAAAAATATAAACGTCCCCACTCTGTTAT
CAGTGGGCCGTTTCGATACGATGAGCGTGGCCGACGTCGAAAGGATGGGCACCCTGATTC
CCAATGCGCGAGTATCGATTTGCGAGACGGGCAGCCATTGTTCAATGTACGACGATCAGG
AGCGCTATTTTGAAGATCTGGTTCGCTTCATCAAAGATGTCGAGGCGGGAAAGCTCGTTTG
Actcgagtag

>contig_221 metalloprotease pET28b Ncol/Xhol PolyHisC-ter (E)
gtccatgGAAGAGCGGCCGCTGACTGCCGAAGAACAGCGAAGCAAAGAATTTGCGGCTACGA
TCCTGCGCTTCACGGAAAAAGTTTGGGACGAACAGTTCCAAAAAATCGGCAAGAAATATTC
CAAGCCGCACATGGTCCTCTTCTCCGAGCAAGTCGATACCGGCTGCGGCTCGGCGCCGT
CGGCCGTGGGTCCCTTCTATTGCCCCGCGGACAAAACTGTCTATCTCGACCCGACGTTTTT
CGATGAGCTGCAAAACAAATTGGGCGGTTCCAAGGGCGAATTCTCGCAGGCCTACGTCAT
TGCTCACGAAGTTGGTCATCACGTGCAAAACCTGCTGGGATATAGCAGAATCGCGGATGA
AAATCAGCAGAGCGCACCTAGTAAAGCGAAAGCGAATGAGTGGTCCGTCCGCCTGGAGCT
GCAAGCCGACTACCTCGCCGGCGTCTGGGCGCACCACGGCAAAAAGGAATTCAATTTTAT
CGAGCCGGGCGACATCGAGTCCGCGATCAAGACGGCTAATGCGATCGGGGACGACCGCT
TGCAAAAGCGCGCTACCGGATTCACCTCGCCGGAGAAATACACTCATGGCACATCGGCTC
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AGCGTCTCAAATGGTTCCGCGCCGGCTTCGAGACCGGCGACTTGAAAAAGATGAAGGAGC
TTTTTGACTTGCCGTATAAGAAACTGetcgagTGA

>contig_2122 Reverse transcriptase INV-COM pET-28a Nhel/Xhol PolyHisN-ter (F)
gtagctagcATGACGGCAAGAGACGCAGAAAGTATGGCTGAGAAGCCCGAATCCCACTCGGG
AGGTAGCGGTCGGAAATCGCGAGATAACGAGGCGGGTGCGTCAAGGGTCACGGCAAGGG
GAGAAGACTCTAGCCCGGAGTGCGAGCAGTTGATGGAAGCAGTGGTCGAGCGAGGGAAC
ATGCAGACCGCGCTCCAGCGAGTGATGAGCAACAGGGGAGCAGCCGGAGCCGACGGGAT
GACGGTTGATGAACTGAAGCCGCACTTGAGGGAGGAGTGGAAGCGGATCAAAGGAGAAC
TGCTGGCAGGGGAATACCAACCGGAGCCAGTGCTGAAGGTAGAGATACCGAAGGCAGAG
GGGAAAGGGGTGCGAAAGCTTGGCATCCCGACGGTGGTGGACCGGCTGATCCAGCAGGC
GTTGCATCAAGTACTAAGCCCGATCTTTGAGCCAGGATTTTCGGAATCGAGCTATGGCTTT
CGGCCAGGCCGGAGCGCACAGGATGCGGTGCGGCAAGCACGGGCATATGTGGGTGAAG
GGCGGCGGTGGGTCGTAGATATCGACTTGGAGAAATTCTTTGACCGAGTTAATCACGACA
AAATGATGTCGCGGCTAGCGAGGCGGATCAAGGATAAGCGGATACTGCGGATGATCCGAA
GGTACCTACAGGCTGGAATGATGGAAGGCGGGCTGGTGACACAGAGGAGAGAGGGGACG
CCGCAGGGCGGGCCGCTATCGCCGCTGTTGTCGAACATTCTGCTGGATGAGCTGGACAA
GGAACTGGAGAGACGAGGGCACAAGTTCTGCCGGTACGCCGACGATTGCAATGTGTATGT
GCGGAGTCGAAGTGCCGGGGAGCGAGTGAAGGAGTCGATCACAAGGTTTCTTGAAAGGC
GACTGCGGCTGAAGGTAAACGAGGAGAAGAGCGCAGTAGAGCGGCCGTGGAAGAGGAAG
TTTCTGGGCTACACAATGACGTGGCACCTGGAACCGCGAATAAAGGTAGCGGAGAACTCG
GTGAAACGACTAAAGGTGAAGCTGCGGGAGATTCTGCGGCAGGGCCGAGGACGCAACAT
TGGGAGACTAATCGAGGAAGAACTAACACCGCTGCTGAGAGGCTGGATGAACTATTTCCG
GCTGGCGGAGGTGAAAGGAATCTTCGAGGAGTTAGATAGCTGGATACGGCGGAAGTTGAG
GTGTGTAATCTGGCGGCAATGGAAGCGCACCTGGGCGCGGGTAAAGGGACTGATGAAGC
GTGGTTTGGAGAGGGATCGGGCGCTGAAATCAGCGACTAATGGGCGAGGGCCATGGTGG
AACGCTGGGGCCTCGCACATGCACGAGGCCTTTCCCAAGACATACTTTGATCGCTGCGGT
TTGGTGTCGCTGCTAGATCAACGGCTCAAAGTCCAGCGTACTTCATGActcgagac

> contig_2026 deidratase pET-29b Ndel/Xhol PolyHisC-ter (G)
gtcatatgATTTTAATTAGTAGTCGGGTTGGGAGTACAGAAATGAGCGGACTTTATTTCGAGGA
GTTCAAAGTCGGGCAGCTGTTCCATCATGCGATCACTCGCACGGTCACCGAGACCGACAA
CCTCCTTTTCACCACGCTGACTCACAATCCGCAGCCCCTGCACCTCGATGTCGAGTTCGTC
AAACAAACCGAGTTCGGTCAGCGCCTTGTCAATAGCATTTTCACCCTGGGCTTGATGATCG
GGGTTTCGGTCGGTGACACCACCTTGGGCACGACCGTCGCCAATCTGGGGATGAACGAT
GTTCGATTCGCCAACCCGGTCTTCATCGGCGATACGTTGCGAGCACAAAGCACGGTGCTG
GAAATGCGTGAAAGCAAGTCACGACCTGATGCAGGCATCGTAGTGTTCGAGCACCGATGC
CTGAACCAGCGCGACGAGGAAGTCGGTTACTGCAAGCGGTCCGCCTTGATGCGCAGGAA
GGCAAGActcgagagTAG

>amilase S pET29b Ndel/BamHI PolyHisC-ter (S)
actcatatgGCACAGCCGGCCGCTGGACCGAGGGTCTCCAAGGTTGAACCGCCGAATTGGTG
GATGGACTTTGCACCGACGGTCATGTTTCTGCTCTACGGTGAGAACCTTGGGGGAGCCAA
TGTTTCAGTTGATTATCCGAACGCGGTGGTTGCCAAAGTTCTACCTCAACCCGATGGGAAG
CACCTCTTTGTCTGGTTGAGTTTTTATCCAGGAACCCGCCCGGGAGATGTCGTGATTCACG
TGAAGACGCCGTCCGGCGAGACAAGCGTGCCTGTGCCATTGTTGCAGCGCTCGCCCCAG
GAAGGACGGTTTCAAGGAATCACGCGCGACGATGTCATCTACCTAATCATGCCCGACCGC
TTTGCGGACGGCGATCCCGCAAACAACATGCCGCCAGGTGCTGCTCCAGGTACTTACGAC
CGGAGCGGCGCTAAGACCTATCACGGTGGCGACCTGAAGGGAATCCAAGAGCACCTGCC
GTACTTGAAGGACCTTGGAGTGACGGCGCTTTGGCTCACGCCGTTGTACGACAATGACAA
CTCAACTTCGGATTACCACGGCTACGGAGCAGTGGACGAATACGCCGTTGAAGATCACTT
CGGCACGATGAAGTCCTATCAAGACTTGGTAGCCGCTGCTCATCAGGTCGGCCTGAAGGT
GATGCTGGACATGGTTCCCAACCATGTTGGCCCCAAGCATCCCTGGGCGACGTCACAGCC
CGCTCCGGATTGGCTGCACGGAACGACCGAGCATCATCTCGACACAGACTATTACTATGC
GCCTGTCACTGATCCCCACGCAGTCAAGGCAAATTATGTGAGCGCGCTCGAAGGCTGGTT
CGCTGACGTCCTACCAGACCTGGCGCAGGAGAATCCGCTGGTGGCGCTATACCTGCTCCA
GAATGCCGAGTGGTGGACAGAGAGTGGCGGGGTCGACGGCTTCCGTATTGACACATTTCC
CTACGTGCCGCGGAGCTTTTGGCAGTACTACCACGCGGGATTGTTCTCCCATTTTCCAAAC
TTCTTCACGGTCGGCGAGATATACAACTCAGACCCAACGGTGACGTCGTATTGGGCTGGC
GGGCAGACCGGGTTCGACGGCATCGACACCCACCTGACAACGCCGTTCGATTTCCCAATG
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AACGCCGCGATTCGCGAAGTCGTTGCTCATGGAGCTTCGGCGAAGAAGATTGTGGACGTG
CTTCGCCAGGACCGGCTGTATCCGCATCCTGAGCTGCTGGTCACCTTCATCGGCAATCAC
GACATGAAGCGCTTCCTGACCGATGCCAACGGCTCACAGGAAAAGCTGAAGCTGGCATTT
TCGTTGCTGGCCACACTGCGCGGAATTCCTCAGCTTTATTACGGCGATGAAATCGGCATGA
CCGGCGGCGACGACCCAGACAATCGCCATGATTTTCCCGGTGGATTTCCCGGCGACCAG
CACAATGCCTTCACACAAACTGGCAGAACGCCGGATGAGCAGGAAATCTTCGCCCACGTA
CAAACTGTATTGAAGCTTCGACAGGAACACCCTGCCTTGCGCCGAGGCGCGCAAAAGCAT
ATAGCGGTTGGGGACAAGTACTATGCATTCACGCGCGAGGGCGATGGCGAGCGCTTACTG
ATCGTGTTGAACAACGGTGATGCCGAGAACATCACCATTGATCTCAGCGACACCTCCATCG
CCGATGCGAAAACGATCACCCCGCTCTTCTCCGCCTCCCCGGCACAACTCCAGGGCAGTT
TATTGCGCCTGCAACTTGCACACAACAGTCTGACGGTCTATCGGGTGCAGGATCCGA

>amilase W pET29b Ndel/BamHI PolyHisC-ter (W)
gctcatATGACAATCGCCGGTCCAATTCATCATTGTGCCCGTCTTCATCGTTGTGCTCTCGTGT
TCCCGCTGCTTCTCTCGTTGACTGCAGCTGCACAGCCGGCCGCTGGACCGAGGGTCTCCA
AGGTTGAACCGCCGAATTGGTGGATGGACTTTGCACCGACGGTCATGTTTCTGCTCTACG
GTGAGAACCTTGGGGGAGCCAATGTTTCAGTTGATTATCCGAACGCGGTGGTTGCCAAAG
TTCTACCTCAACCCGATGGGAAGCACCTCTTTGTCTGGTTGAGTTTTTATCCAGGAACCCG
CCCGGGAGATGTCGTGATTCACGTGAAGACGCCGTCCGGCGAGACAAGCGTGCCTGTGC
CATTGTTGCAGCGCTCGCCCCAGGAAGGACGGTTTCAAGGAATCACGCGCGACGATGTCA
TCTACCTAATCATGCCCGACCGCTTTGCGGACGGCGATCCCGCAAACAACATGCCGCCAG
GTGCTGCTCCAGGTACTTACGACCGGAGCGGCGCTAAGACCTATCACGGTGGCGACCTGA
AGGGAATCCAAGAGCACCTGCCGTACTTGAAGGACCTTGGAGTGACGGCGCTTTGGCTCA
CGCCGTTGTACGACAATGACAACTCAACTTCGGATTACCACGGCTACGGAGCAGTGGACG
AATACGCCGTTGAAGATCACTTCGGCACGATGAAGTCCTATCAAGACTTGGTAGCCGCTGC
TCATCAGGTCGGCCTGAAGGTGATGCTGGACATGGTTCCCAACCATGTTGGCCCCAAGCA
TCCCTGGGCGACGTCACAGCCCGCTCCGGATTGGCTGCACGGAACGACCGAGCATCATC
TCGACACAGACTATTACTATGCGCCTGTCACTGATCCCCACGCAGTCAAGGCAAATTATGT
GAGCGCGCTCGAAGGCTGGTTCGCTGACGTCCTACCAGACCTGGCGCAGGAGAATCCGC
TGGTGGCGCTATACCTGCTCCAGAATGCCGAGTGGTGGACAGAGAGTGGCGGGGTCGAC
GGCTTCCGTATTGACACATTTCCCTACGTGCCGCGGAGCTTTTGGCAGTACTACCACGCG
GGATTGTTCTCCCATTTTCCAAACTTCTTCACGGTCGGCGAGATATACAACTCAGACCCAA
CGGTGACGTCGTATTGGGCTGGCGGGCAGACCGGGTTCGACGGCATCGACACCCACCTG
ACAACGCCGTTCGATTTCCCAATGAACGCCGCGATTCGCGAAGTCGTTGCTCATGGAGCTT
CGGCGAAGAAGATTGTGGACGTGCTTCGCCAGGACCGGCTGTATCCGCATCCTGAGCTGC
TGGTCACCTTCATCGGCAATCACGACATGAAGCGCTTCCTGACCGATGCCAACGGCTCAC
AGGAAAAGCTGAAGCTGGCATTTTCGTTGCTGGCCACACTGCGCGGAATTCCTCAGCTTTA
TTACGGCGATGAAATCGGCATGACCGGCGGCGACGACCCAGACAATCGCCATGATTTTCC
CGGTGGATTTCCCGGCGACCAGCACAATGCCTTCACACAAACTGGCAGAACGCCGGATGA
GCAGGAAATCTTCGCCCACGTACAAACTGTATTGAAGCTTCGACAGGAACACCCTGCCTTG
CGCCGAGGCGCGCAAAAGCATATAGCGGTTGGGGACAAGTACTATGCATTCACGCGCGA
GGGCGATGGCGAGCGCTTACTGATCGTGTTGAACAACGGTGATGCCGAGAACATCACCAT
TGATCTCAGCGACACCTCCATCGCCGATGCGAAAACGATCACCCCGCTCTTCTCCGCCTC
CCCGGCACAACTCCAGGGCAGTTTATTGCGCCTGCAACTTGCACACAACAGTCTGACGGT
CTATCGGGTGCAGGATCCGA
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b. Sequéncias de aminoacidos

>A_ glicosil-hidrolase
MGCEAMPGAVRDGSAIQMDADTGRTGTPSPPARGAAAPLGAIPTGQGTNFSVFSKHATGIELL
LFDRAENAGPARVIHLDPSTHRTYHYWHVFLPGVTAGQIYGYRAEGPWDPANGLRFDRDKLLL
DPYGRAVVVPDRYSRDDIRKPGDDCGGAMKSVVVDPGSYDWEGDAPLRRSSAQTIVYEMHV
RGFTRHPSSGVGGKTRGTFAGLIEKIPYLQKLGVTAVELLPVFQFDAQDCPPGKVNYWGYAPV
SFFAPHAAYSSRSDPLGPLDEFRDMVKALHRGGIEVILDVVFNHTAEGDHNGPTLCFRGLDNP
TYYLLEDDRSRYANYTGTGNTLNANHPVVRRMIVDSLRYWVETMHVDGFRFDLASVLSRDTS
GHPIPNAPILWDIETEPALAGTKLIAEAWDAAGLYQVGSFVGDSWKEWNGRFRDDVRAFFRGE
PGSVTQIADRILGSPEIYGHEEREAEQSVNFVTCHDGFTLNDVVSYDRKHNEANGEDNRDGAD
DNRSWNCGVEGPSDDPAIERLRSRQVKNLLTVTMLSLGIPMITMGDEARRTQSGNNNAYCQD
NETSWFDWTLVETHADVHRFVTVLNTRRSLRDRMYERVPLRQLLRKAKITWHGVTPEQPDWS
RDSHSIAVEAKVEQGRLRIYLILNAYWKPLRFDLPPANDGRVGPWRRWIDTSLDPPCDIVEWNL
APTLSELSYLVEARSVVVLIHDAGEPTQLSNS

>B_triptofanase
MRFPSEPFKIKVVEPIRRTTREERDRLLREAGYNLFHVPAESVYVDLLTDSGTSAMSDNQWAG
LMLGDESYAGSKNYYHFEEVVRSIFGYKHVIPTHQGRMAENLLFTTIVKPGMCVPNNIHFDTTR
ANVEHQGAQALDMVVKEAYDPHCELPFKGNMDLVRLEGTINRVGRDHIPLVMLTITNNSGGGQ
PVSMDNIRATRVLLNRYDIPLFFDACRFAENCFFIKEREPGYDGVSILDIAQELFSYGDGCTMSA
KKDGLVNIGGFLSLKNDQWAQDITNMLILVEGFSTYGGLAGRDLEAMARGLREVLDEDYLSFRI
GQVRYLGELLDQAGVPILKPIGGHAVYLNAKEFLPHIQQAQFPAQALVAALYREYGIRGVEIGTV
MFGKTDSATGRTIYPELEMVRLAIPRRVYTNMQITYVAESIIELYQRREMIHGLALTYEASVLRHF
TARFTELHDQSLFQRSASSNS

>C_ lipase_ His-Tagged
MLAASATFTAAQTQAAGYTQTRYPIVLVHGLFGFDNIGPVEYFYGIPSALRSGGATVYTPQVSA
ANSTEVRGEQLLLEVKKIVAVTGKPKVNLIGHSHGGPTIRYVASVRPDLVASATSVAGVNKGSA
VADILLGIAPPGSLSRDVITTIATGLGKLLSLLSGSSTLPQNSLAAAQSLSTAGSAKFNAAHPAGL
PSTACGEGAYQVNGVAYFSWSGASNYTNVLDILDPALAVTGLAFGGAKNDGLVSSCSSHLGK
VIRDDYAMNHADEINQSVGIVNLFEVNPVSVFRQHANRLQGMGLLEHHHHHH

Obs. E indicado o pentapeptideo conservado caracteristico da familia das a/B hidrolases.

>D_ prolina-peptidase_His-Tagged
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMNTVKTGGVQMVSIDGRFQVWTKRIGAGPPTMLTLHGG
PGSTHEYFECFEDFLPPNGIQLIYYDQLGSGNSDQPDNPALWVVERFRDEVEQVRAALGLTGF
YLYGHSWGGMLAIEYALKYQSHLKGLIISNMTASIASYVTYVNELRRQLPAESQRILERYEATGE
YTAPEYEKVMFGEIYSRHLCRLAPWPEPLIRMIRHMNQKVYNKMQGPNEFVVTGTFKDWDRW
DDIKNINVPTLLSVGRFDTMSVADVERMGTLIPNARVSICETGSHCSMYDDQERYFEDLVRFIK
DVEAGKLV

Obs. E indicado o pentapeptideo conservado caracteristico da familia das a/B hidrolases.

>E_metaloprotease
MEERPLTAEEQRSKEFAATILRFTEKVWDEQFQKIGKKYSKPHMVLFSEQVDTGCGSAPSAVG
PFYCPADKTVYLDPTFFDELQNKLGGSKGEFSQAYVIAHEVGHHVQNLLGYSRIADENQQSAP
SKAKANEWSVRLELQADYLAGVWAHHGKKEFNFIEPGDIESAIKTANAIGDDRLQKRATGFTSP
EKYTHGTSAQRLKWFRAGFETGDLKKMKELFDLPYKKLLE-

>F _transcriptase-reversa_His-tagged
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMTARDAESMAEKPESHSGGSGRKSRDNEAGASRVTARGE
DSSPECEQLMEAVVERGNMQTALQRVMSNRGAAGADGMTVDELKPHLREEWKRIKGELLAG
EYQPEPVLKVEIPKAEGKGVRKLGIPTVVDRLIQQALHQVLSPIFEPGFSESSYGFRPGRSAQD
AVRQARAYVGEGRRWVVDIDLEKFFDRVNHDKMMSRLARRIKDKRILRMIRRYLQAGMMEGG
LVTQRREGTPQGGPLSPLLSNILLDELDKELERRGHKFCRYADDCNVYVRSRSAGERVKESIT
RFLERRLRLKVNEEKSAVERPWKRKFLGYTMTWHLEPRIKVAENSVKRLKVKLREILRQGRGR
NIGRLIEEELTPLLRGWMNYFRLAEVKGIFEELDSWIRRKLRCVIWRQWKRTWARVKGLMKRG
LERDRALKSATNGRGPWWNAGASHMHEAFPKTYFDRCGLVSLLDQRLKVQRTS-
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>G_ deidratase
MILISSRVGSTEMSGLYFEEFKVGQLFHHAITRTVTETDNLLFTTLTHNPQPLHLDVEFVKQTEF
GQRLVNSIFTLGLMIGVSVGDTTLGTTVANLGMNDVRFANPVFIGDTLRAQSTVLEMRESKSRP
DAGIVVFEHRCLNQRDEEVGYCKRSALMRRKARLES

>S amilase-sem-peptideo-sinal
MAQPAAGPRVSKVEPPNWWMDFAPTVMFLLYGENLGGANVSVDYPNAVVAKVLPQPDGKHL
FVWLSFYPGTRPGDVVIHVKTPSGETSVPVPLLQRSPQEGRFQGITRDDVIYLIMPDRFADGDP
ANNMPPGAAPGTYDRSGAKTYHGGDLKGIQEHLPYLKDLGVTALWLTPLYDNDNSTSDYHGY
GAVDEYAVEDHFGTMKSYQDLVAAAHQVGLKVMLDMVPNHVGPKHPWATSQPAPDWLHGTT
EHHLDTDYYYAPVTDPHAVKANYVSALEGWFADVLPDLAQENPLVALYLLQNAEWWTESGGV
DGFRIDTFPYVPRSFWQYYHAGLFSHFPNFFTVGEIYNSDPTVTSYWAGGQTGFDGIDTHLTT
PFDFPMNAAIREVVAHGASAKKIVDVLRQDRLYPHPELLVTFIGNHDMKRFLTDANGSQEKLKL
AFSLLATLRGIPQLYYGDEIGMTGGDDPDNRHDFPGGFPGDQHNAFTQTGRTPDEQEIFAHVQ
TVLKLRQEHPALRRGAQKHIAVGDKYYAFTREGDGERLLIVLNNGDAENITIDLSDTSIADAKTIT
PLFSASPAQLQGSLLRLQLAHNSLTVYRVQDP

>W__ amilase-com-peptideo-sinal
MTIAGPIHHCARLHRCALVFPLLLSLTAAAQPAAGPRVSKVEPPNWWMDFAPTVMFLLYGENL
GGANVSVDYPNAVVAKVLPQPDGKHLFVWLSFYPGTRPGDVVIHVKTPSGETSVPVPLLQRSP
QEGRFQGITRDDVIYLIMPDRFADGDPANNMPPGAAPGTYDRSGAKTYHGGDLKGIQEHLPYL
KDLGVTALWLTPLYDNDNSTSDYHGYGAVDEYAVEDHFGTMKSYQDLVAAAHQVGLKVMLD
MVPNHVGPKHPWATSQPAPDWLHGTTEHHLDTDYYYAPVTDPHAVKANYVSALEGWFADVL
PDLAQENPLVALYLLQNAEWWTESGGVDGFRIDTFPYVPRSFWQYYHAGLFSHFPNFFTVGEI
YNSDPTVTSYWAGGQTGFDGIDTHLTTPFDFPMNAAIREVVAHGASAKKIVDVLRQDRLYPHP
ELLVTFIGNHDMKRFLTDANGSQEKLKLAFSLLATLRGIPQLYYGDEIGMTGGDDPDNRHDFPG
GFPGDQHNAFTQTGRTPDEQEIFAHVQTVLKLRQEHPALRRGAQKHIAVGDKYYAFTREGDG
ERLLIVLNNGDAENITIDLSDTSIADAKTITPLFSASPAQLQGSLLRLQLAHNSLTVYRVQDP
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Suplemento 2. Anadlise bioinformatica de dominios proteicos das 9 sequéncias

selecionadas.

Dominios funcionais conservados de proteina utilizando InterPro Scan (EMBL-EBI) e

Conserved Domains (NCBI).

A. glicosil hidrolase

Length: 523
CRCB4: AFBEA4FBB3 CEGFBC

InterPro Match Query Description
1 523

[ IPRO04193 | Glycoside hydrolase, family 13, N-terminal
PFO2922» W CBM_48

IPRODG047 | Glycosyl hydrolase, family 13, catalytic domain
PFOD128» B Alpha-amylase

[ IPRO0E589 | Glycosyl hydrolase, family 13, subfamily, catalytic domain

W Alph lase domain

[ IPROLI837 | Glycogen debranching enzyme
PTHR103575F74> — - B CLY COGEN DEBRANC HING ENZYM!
RO21

IPROI3781 | Glycoside hydrolase, catalytic domain

G3DSA:3.20.20.80» M no description
[ IPROI3783 | Immunoglobulin-like fold
G3DSA:2.60.40.10» W no description

IPRO14756 | Immunoglobulin E-set

SSF81296» M E set domains
[ IPROIS902 | Glycoside hydrolase, family 13
PTHR10357» W ALPHA-AMY LASE

IPROI7853 | Glycoside hydrolase, superfamily

SSF51445» M (Trans)glycosidases
@ PRODOM M PRINTS EPIR W PFAM W SMART ETICRFAMs EPROALE
OHAMAP O PROSITE M SUPERFAMILY ESIGNALP ETMHMM W PANTHER W CGENE3D

@ European Bioinformatics Institute 2006-2012. EBl is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory

InterProScan (version: 4.8) Launched Mon, Jul 30, 2012 at 01:10:39

Sequence: Sequence_1 Finished Men, Jul 30, 2012 at 01:11:43

E
00 — - Bl 9lgX_debranch: glycogen debranching enzyme ClgX

1000 1250 1500 1750 2000 2160

() RF 81 H w

active site Jy K 4
catalytic s:ta

Specific hits AmyAc_Glg_debranch

Superfanilies AmyAc_family superfamily
mlti-doains (G

B. triptofanase

InterProScan (version: 4.8) Launched Fri, Jul 20, 2012 at 16:44:44
Sequence: Sequence_1 Finished Fri, Jul 20, 2012 at 16:45:24
Length: 468
CRCB4: 9D353AUABAAESASS
InterPro Match » Query 1 D iption

1 468

[ IPRO01597 | Aromatic amino acid beta-eliminating lyase/threonine aldolase
PFO1212» M Beta_elim_lyase
[ IPRO11166 | Beta-eliminating lyase family
PIRSFO01386» am
[ IPRO15421 | Pyridoxal phosphate-dependent transferase, major region, subdomain 1
G3DSA:3.40.640.10» M no description
[ IPRO15422 Pyridoxal phosphate-dependent transferase, major region, subdomain 2
G3DSA:3.90.1150.10» M no description
[ IPRO15424 Pyridoxal phosphate-dependent transferase, major domain
SSF53383e W PLP;
[ IPRO1B176 Tryptophanase, conserved site
PSO08S 3» [ BETA_ELIM_LYASE
[ nolPR unintegrated
PTHR32325» [ FAMILY NOT NAMED
PTHR32325:5F0» [ SUBFAMILY NOT NAMED
@ PRODOM M PRINTS PR W PFAM W SMART W TIGRFAMs [ PROFILE
OHAMAP OPROSITE W SUPERFAMILY ESIGNALP ETMHMM W PANTHER WGENEZD
© European Bioinformatics Institute 2006-2012. EBI is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory.
1 50 1] 750 100 1250 1415

RF +1 L

catalybic residus
Furidowal 5’ -phosphate binding pocket

Superfanilies ( AAT_I superfamily

Hulti-donains thaf



C. triacilalicerol linase

InterProScan (version: 4.8)
Sequence: Sequence_1

Length: 299

CRCB4: 5C2C237DB27ECCA2

Launched Mon, Jul 30, 2012 at 02:12:00
Finished Mon, Jul 30, 2012 at 02:12:49

InterPro Match Query D i
299
[ [PRO0OD0O73 | Alpha/beta hydrolase fold-1
PFOOSE1» ] 1
[ nolPR | uni d

G3D5A:3.40.50.1820»
PTHR 10992y ——— G-

W no description

W ALPHA/BETA HYDROLASE FOLD-CONTAINING PROTE

S5 3474

@ PRODOM
OHAMAP

EPRINTS @PIR W PFAM W SMART
O PROSITE I SUPERFAMILY ESIGNALP ETMHMM

B TIGRFAMs
[ PANTHER

M alpha/beta-Hydrolases

@ PROFILE
EGENEZD

@ European Bioinformatics Institute 2006-2012. EBI is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
200

Query seq,
Superfanilies
Hulti-donains

250 308

D. neptidase prolina especifica

InterProScan (version: 4.8) Launched Mon, Jul 30, 2012 at 02:16:34
Sequence: Sequence_1 Finished Mon, Jul 30, 2012 at 02:17:33
Length: 300
CRCB4: SAEDS 765 1AB555 9F
InterPro Match Query Description
300
[ IPRO02410 | Peptidase 533
PRO0O793» [ PROAMNOPTASE
[PRO05945 | Proline iminopeptidase/L-amino acid amidase
PIRSFODS539» @ Prol pecific peptidase, F1 type
TIGRO1250» B pro_imino_pep_2: proline-specific peptidases
[ nolPR | uni d
G3D5A:3.40.50.1820» M no description
PTHR10992» ALPHA/BETA HYDROLASE FOLD-CONTAINING PROTEI
PTHR10992:SF70» PROLINE IMINOPEPTIDASE
PF12697» 6
SSF53474» M alpha/beta-Hy
@ PRODOM M PRINTS [T W PFAM B SMART ETICRFAMs DI PROFILE
I HAMAP CIPROSITE BSUPERFAMILY ESIGNALP HTMHMM I PANTHER WGENED
@ European Bioinformatics Institute 2006-2012. EBl is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory.
Putative conserved d ins have been d d, click on the image below for detailed results.
1 s0 100 150 200 280 300 323
i
Query seq. e
Hulti-donains pro_imino_pep_2

E. metaloprotease

InterProScan (version: 4.8)
Sequence: Sequence_1

Length: 227

CRCB4: 6491A7SEBB3BFO28

Launched Tue, Jul 31, 2012 at01:43:06
Finished Tue, Jul 31, 2012 at01:43:46

InterPro Match Query

IPROD7343 | Uncharacterised protein family, zinc metallopeptidase putative

Description
227

PFO4228»

nolPR | unintegrated

B Zn_peptidase

PTHRID168» I PUTATIVE MEMBRANE PROTEIN ¥ PF)
EPRODOM W PRINTS PR WPFAM BWSMART B TIGRFAMs EIPROALE
CIHAMAP CIPROSITE MSUPERFAMILY EISICNALP ETMHMM E PANTHER WGENE3D
@ European Bicinformatics Institute 2006-2012. EBI is an Outstation of the European Molecular Biclogy Laboratory.
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

1 100 200 00 400 S (11] (2]
RF +1 e e e e e e e e
Superfanilies Zn_peptidase

Hulti-donains
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F. transcriptase reversa

69

InterProScan (version: 4.8)
Sequence: Sequence_1

Length: 468

CRCG4: 2B019F 3F6 2A4DBBC

Launched Tue, Jul 31, 2012 at 02:26:09
Finished Tue, Jul 31, 2012 at02:27:26

InterPro Match » Query Sequence
1

IPROC0477 Reverse transcriptase

PFOOO78»

1 Description
468

PS50878»

IPRO13597 Group Il intron, maturase-specific

PFOB388»

| nolPR unintegrated

ECiM

PTHR19446»

B REVERSE TRANSCRIPTASES

PTHR19446:5F 107 »
SSFS56672r

[ PREDICTED: SIMILAR TO RNA-DIRECTED DNA POLYM
M DNA/RNA pol

@ PRODOM
O HAMAP

M FRINTS
O PROSITE

PR EPFAM W SMART
M SUPERFAMILY ESICNALP ETMHMM

@ European Bioinformatics Institute 2006-2012. EBI is an Outstation of the European Molecular Biclogy Laboratory.

ETICRFAMs
E PANTHER

D@ FPROFILE
B CENE3D

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

1 250 s00 ?Slﬂ
RF +1
putatine active site A0} L L
Putative nucleic acid bindina site Jj
putative NTP bindina site
Specific hits RT_GZ_intron
Superfanilies RT_like superfamily
Hulti-donains

G. deidratase

1000 1250 1405

InterProScan (version: 4.8) Launched Thu, Jul 26, 2012 at 21:44:12
Sequence: Sequence_1 Finished Thu, Jul 26, 2012 at 21:45:28
Length: 150
CRCG4: 99B17C162A5C922F
InterPro Match » Query Sequence 1 Description
1 150
[ IPRO0O2539 | MaoC-like dehydratase
PFO15 75k B MaoC_dehyd
[ nolPR | unintegrated
G3DSA:3.10.129.10» M no description
PTHR13078» [ FAMILY NOT NAMED
PTHR13078:5F18» UTATIVE UNCHARACTERIZED PROTEIN
SSF54637r i fthial ester
[ PRODOM EPRINTS PR W PFAM B SMART ETIGRFAMs [ PROFILE
CIHAMAP CIPROSITE WSUPERFAMILY DISIGNALP ETMHMM W PANTHER BGENE3D
@ European Bioinformatics Institute 2006-2012. EBI is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory.
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 7 150 275 300 375 50 a4
RF +1

putative active site g § Y
pubabive cobalybic site Syl Jf Y
Specific hits

Superfanilies hot_dog superfamily

Hulti-domains



S. amilase sem peptideo sinal

InterProScan (version: 4.8)

Launched Tue, Dec 03, 2013 at 16
Sequence: Sequence_1 Finished Tue, Dec 03, 2013 at 16:
Length: 595
CRCH4: OFATAICCH2D51D48
InterPro Match Query st Description
[ IPRO0O6047 Glycosyl hydrolase, family 13, catalytic domain
PFOD128» B Alpha-amylase
[ IPROOG589 Glycosyl hydrolase, family 13, subfamily, catalytic domain
SMO0642» M Alpha-amylase domain
[ IPRO13780 Glycosyl hydrolase, family 13, all-beta
2.60.40.1180» B no description
[ IPRO13781 | Glycoside hydrolase, catalytic domain
3.20.20.80» W no description
[ IPROI3783 | Immunoglobulin-like fold
2.60.40.10» W no description
[ IPRO14756 | Immunoglobulin E-set
SSF81296» W E set domains
[ IPRO15171 | Cyclomaltodextrinase, N-terminal
PFO9087» |G N
[ IPRD15902 Glycoside hydrolase, family 13
PTHR10357» W ALPHA-AMY LASE
[ IPRO17853 Glycoside hydrolase, superfamily
SSF51445k W (Transigl
IPRO22567 Domain of unknown function DUF3459
PF11941» W DUF3459
[ nolPR unir d
SSFS1011m M Glycosyl hydrolase domain
E PRODOM EPRINTS EFIR W PFAM B SMART B TIGRFAMS PROFILE
CIHAMAP CIPROSITE B SUPERFAMILY EISIGNALP ETMHMM B PANTHER EGENE3D
© Furonean Bisinformatics Institiute 2006-2013. FRIis an Outstation of the Furonean Molecular Risloov | aboraton
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 250 Sen TN 100 150 1508 1750
RF +1 R
active mite
satalybic aite
Superfanilies Cyc-maltodet ( AmyAc_family superfamily ]
Hulti-donains

InterProScan (version: 4.3)

CRCE4: 84DAGB18ASTBCICE

W. amilase com peptideo sinal

Lsunched Fri, Sep 1

. 2011 st 00
Finished Fri, Sep 18, 2011 st 01

InterPro Match Guery Description
624
( PRO0GOAT | Glycosyl hydrolase, famity 13, catalytic domain
PFOD128 8 Alphz-amyt
( IPRODESES | Glycosyl hydrolase, family 13, subfamily, catalytic domain
L)
[ PROT37E0 | Clycosyl hydrolase, family 13, al-beta
G20SA:260.40. 1180w oo
[ PROT3781 | Glycoside hydrolase, subgroup, catalytic cors
G3DSA:2.20.20.80 Wno
( IPRO13783 | Immunoglobulin-like fold
GA0SA:2.60.40.10» Wno

159
00

3
21

172

i

L IPRO14758 | Immunoglobulin E-set
SSF21296» @ E set domains
L IPROIS171 | Cyclomattedextrinase, M-terminal
FPFOS087 » B Cyc-maltodext_N
L IPRO15902 1 Alpha amylase
PTHR10257» B ALPHA-AMYLASE
L IPRO17853 | Glycoside hydrolase, superfamily
SSF51445, B (Trans)ghy
L nolPR | unintegrated
Signal F-NNjeuk) » signal-peptide
SSFE1011» B Glycosyl hydrolase domain
@FRODOM @FRINTS @FIR W FFAM B SMART W TIGRFAMs @ FROFILE
DO HAMAP D PROSITE W SUPERFAMILY @ SIGNALP TV @ PANTHER W GENE2D
® Europesn Bicinformatics Institute 2008-2011. EBI is an O of the Biology L
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 250 580 TS0 1000 1250 1508 1750 %2
RF +1 R e T P e
active site
catalybic site
Superfanilies Cys-paltodext [ AmyAc_family superfamily ]

Hulti-donains
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Suplemento 3. Alinhamentos com a sequéncia de amino acido de maior

similaridade encontrada no GenBank utilizando o programa BlastX.

Para cada sequéncia encontrada € apresentada o nome da enzima, 0 organismo ao
qual pertence, informagdes do alinhamento e as sequéncias submetida (Query) e

encontrada (Sbjct).

glycosyl hydrolase (glycogen debranching enzyme) [Azospirillum brasilense Sp245]
Sequence ID: reflYP_005032618.1] Length: 719 Number of Matches: 1
B See 2 more title(s)

Range 1: 33 to 547 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
844 bits(2180) 0.0 Compositional matrix adjust. 391/515(76%) 451/515(87%) 0/515(0%) +2

Query 29 KGESAPLGATFNELGVNFSLFSRHASGVLLFFORECADRFTEVIELDFFINRTYYYWHY 208
+5 +AFLGA F & NF3+F5+HA+G+H+LL FLOR + F EVI LDF T+RTY+YWHV
Skjct 33 RGAAAPLGATFTGOGINFSVESKEHATGIELLLFORAENAGPARVIHLDPSTHRTYHYWHYV 92

Query 209 FVEGVPeQIYGYRVEGPFLPGRGLRFDPAKVLLOTYGRGVIVEFREY SEETRHSTEDNA: 388
F+PGV  GRIYGYR EGP+DPF GLRFD E+LLD ¥GR V VP +¥5R+ D+
Sbjct 93 FLEGVIAGQIYGYRAEGFWLPANGLRFDRDKLLLDFYGRAVVVEDRYSEDDIRKFGDDCE 152

Query 389 TAMESVVIDENVYDWEGDT FLERICSRT ILYEMHVRGFIRHEISGVFEEKRGTYAGMIEK 3568
AMKIVV+DF YDWEGD PLERS ++II+YEMHVEGFIRHFSS5GV + RGI+AGHIEK
Skjct 153 GAMESVVVDPGSYDWEGDAPLRRS SAQT IVYEMHVRGFTRHPSSGVEEKTRGTFAGLIEE 212

Query 549 IFYLQRLGVIAVELLEVEQFOVODCPEGLVNYWGYAFVSFFSPHQAYSSRQDGSGERDEF 748
IFYLQ+LGVIAVELLEVEQFD QDCPPG VNYWGYAFVSFF+FH AYSSE D GPF LEF
Sbkjct 213 IFYLQKLGVIAVELLEVEQFDAQDCPPGEVNYWGYAFVSFFAPHARYSSRESDFLGELDEF 272

Query 749  RODLVEALHRAGIEVILDVVFNHTAEGDHSGETLSFEGVDNSTYYILERNEAEYAWNYSGIG 928
ROHVEALHR GIEVILDVVENHTAEGDH+GPTL F+G+DN TYY+LE +B+ YANY+HGIG
Skjct 273 RIMVEALHRGGIEVILDVVENHTAEGDHNGETLCFRGLONETYYLLEDDRSRYANYTIGIG 332

Query 929  NILNANHPIVERMILDSVEYWVGRMIVDGFRFDLASITARDSSGHPLANFEVLWDIESDE 11038
NILNAWHP+VERMI+D3+EYWV MHVDGFRFLDLAS+L+RD+5GHE+ N P+LWDIE++P
Sbjct 333  NILNANHEVVERMIVDSLRYWVEIMHVDGFRFDLASVLSEDTIGHFIFNAFILWDIETEER 392

Query 1109 LLAGTEMIRAEAWDRAGIY(WGSFIGDSWREWNGEFRDDVESFFRGESGSVEQIADRIVE 1288
LAGTE+IAEAWDALG+YVESF+EDSW+ERNGRFEDDVE+FFRG+ G5V QIALDRI+GES
Skjct 393 ALAGTKLIAEAWDRAGLY VESEVGDSWEENNGRFRODVEAFFRGEPGIVIQIADRILGS 452

Query 1289 PEIYGHKEREAEQSVNEVICHDGFILNDLVSYNQEHNEENGEGNRDGANCNQSWNCGVEG 1462
FEIYGH+EREAEQSVNFVICHDEFILND+VSY++KHNE NGE NRDGAR+DN+SWHCEVEG
Skjct 453 FEIYGHEEREAEQSVNEVICHDGFILNDVY SYDREHNEANGEDNRDGADDNRSWHCGVES 512

Query 1469 FTLDDPAIEKLENEQVENFLIVIMLSLGMEMIIMGD 13573
F+DDPAIE+LR+ROVEN LIVIMLILG+EMI MGD
Jbjct 513 F3DDPAIERLEIROVENLLTVIMLILGIFMITMGD 547
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tryptophanase [Singulisphaera acidiphila DSM 18658]
Sequence ID0: reffYP_007201759.1] Length: 4583 Mumber of Matches: 1

B See 2 more titlel(s)

Range 1: 1 to 457 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
545 bits(1405) 0.0 Compositional matrix adjust. 264,/457(58%) 338/457(73%) 0/457(0%) +1

fuery 1 MRFESEFFKIKVVEFIrrttreerdrllreAGYNLFHVFAESVYVDLLTDSGTSAMSDNG 180
M+ EFFEIE+VEF++ T1 E+R++ LER+& +NLF +FAE V +DLLIDSGISEMS +Q
Sbject 1 METIIEFFKIEMVEFLKLTIVEQREQALRERHFNLFQIFAEDVIIDLLTDSGISAMSADD &0

fuery 181 WAGIMLGLDESYAGSENY YHFEEVVRSTI FGYKHVIFTHQGRMAENLLFTTIVEPGMCVENN 360
WAG+H+ GODESYAGHH++HFE V+R + G HH+FTHQGR +E +LF B +P+N
Sbjct 61 WAGHMIRGDESYAGARSWFHFENVLREDLTGMAHTILFTHQGRASERILFELTGEEGKVIEFSN 120

fuery 361 IHFOTTRANVEHQGAQRLDMVVKEAYDFHCELPFEGNMDLVRELEGT INEVGRDHI FLVML 540
HFDTTRAN+EH GR+&+D+V+ E DF PFEGHN+D+ +LE I +3 + IFL M
Sbjct 121  HHEDITRANIEHSGARAVDLVIAEGIDFRWRHFFEGNIDVAKLESLIEEIGSERIFLCMA 130

fuery 541 TITHNNSGEGEQFVSMDNIRATEVLLNRY DI FLFFDACRFAENCEFFIKEREFGYDGVSILDL 720
T+INNSGGGEQFVS+ N+BA R + +R+ IFLF DACRFAEN I++BREPG G 35 I
Sbjct 181 TVINNSGEEQFVSLANLRAVREVCHRHGIFLFLDACRFAENAATLIQOREFGDSGRIARAT 240

fuery 721 AQELFSYGDGCTMSAKKDGLVNIGGFLSLENDOWAQDI THMLITVEGEFSTYGGLAGRDLE 900
E+E+F DG T+SAKEDGLVNIGG L ++ND & ++LIL EGF TYGGLAGRDLE
Sbjct 241 AREMFDLADGATISAKKDGLVNIGEVLIMENDALALRANDLLILTEGEVIYGGLAGRDLE 300

Query 901 AMARGLREVLDEDYLSFRIGUVRYLGELLDQAGVEILKFPIGGHAVYLNAKEFLFHIQOAQ 1080
BMR+G EVLDEDYL +B+ W YLGE L AG+PI++F GGHR+Y++A F HI
Sbjct 301  AMARQGFVEVLDEDYLOYRLRSVAYLGEHLLAARGIFIVEPPGGHAIYIDAASFCTHIFFRH 360

fuery 1081 FPRQALVRALYREYGIRGVEIGIVMFGKIDSATGRIIYPELEMVELAIFRRVYINMQITY 1260
FP QALV ALYR GIRGVEIGHMF D TG T++F +E+VELA+FREVYT IY
Sbjct 36l FPGRALVCALYRHAGIRGVE IGSVMFHSVDEFDTGETVHFFMELVELALFREVYTQSHIDY 420

Query 1261 VAESIIELYQRREMIHAGLALTYEASVLRHFTARFTEL 1371

E++IEL +B+ I GL + LRHFTA+FIE+
Sbjct 421 IVEAMIELAZQRDSIRGLRIVESFFTLRHFTAKFTET 457

triacylglycerol lipase [Rhodoferax ferrireducens T118]
Sequence ID: ref]YP_524598.1] Length: 305 Number of Matches: 1

B See 2 more title(s)

Range 1: 27 to 205 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
425 bits(1092) 2e-146 Compositional matrix adjust. 215/279(77%) 245/279(87%) 0/279(0%) +1

Query 64 RYPIVLVHGLFGFDNIGEVEYF{GIFSALRSGEATVITEFQVSARNSTEVRGEQLLLEVEK 243
R+PIVLVHGLFGFDNIGEP++Y+¥GIFSALE+ GA VY QWVSRANSTEVRGEQLL++VE+
Sbkjct 27 RFPIVLVHGLFGFDNIGFLDYWYGIFSALRADGAQVYVIGVSRANSTEVRGEQLLVEVED £48

44 IVAVIGKFEVNLIGHSHGGFTIRYVASVREPDLVASATSVAGVNEGSAVADILLGIAFEGS 423
I+A TG EVNLIGHSHGGFTIRYVASVRFDLVAS TSV GVNEGSAVAD+LLGHAFPGES
Sbkject 87 ILAATGASEVNLIGHSHGGFTIRYVASVREDLVASVI SVGEVIEGSAVADVLLGVAFEPGS 146

=]

Query

Query 424 LSROVWITIIAtglgkllsllagsstlPQNSLARRQSLSTAGSAKFNARHFAGLEFSTACGE 603
L3 W+ +I GLG ++3 L5356 5 L Q+SLARAQSLSTAGS KFN AHF GLF+IACG
Sbjct 147 LSWSVLISITNGLGSIISFLSGESGLIQDSLARAQSLSTAGSLEFNLAHFEGLFITACGE 206

fuery 604 GRYOWVNGVAYFSWSGASNYTNVLDILDFALAVIGLAFGGAKNDGLVISCSSHLGEVIRDD 783
GRY V GVAYFSWSGAR YINV D+LDFALA+T LAF GRAENDGLV+5CS55 LG+VIRLDD
Sbjct 207 GRYAVRGVAYFSWSGAKEYINVEDVLDFALALTSLAFNGAENDGLVASCSSELGEVIRDD 266

Query 784 YAMNHADEINQSVGIVHLFEVNEVSVERQHANELOGMGL 3900
YRANH DE+NQ+VGHVHLFE NEV+++R( AWRL+ +G5L
Sbjct 267 YALNHLDEVNQIVGLVNLFETNEVILYRQOANRLENLGL 3035
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proline-specific peptidase [Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. acidocaldarius DSM 446]
Sequence ID: ref[YP_003185561.1] Length: 295 Humber of Matches: 1

B See 2 more title(s)

Range 1: 5 to 295 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Paositives Gaps Frame
361 bits(926) 3e-121 Compositional matrix adjust. 161/291(55%) 213/291(73%) 0/291(0%) +1

Query 25  VQMVSIDGREQVWIKRIGAGFFIMLILOGGPGSTHEYFECFEDFLEFNGIQLIYYDQLGS 204
+H+++ VWI+R+G F ML LOGGPG++HEYFE FE +L  GI+L +YDQLG3
Sbjct 5 TRIITLSTGHHVWIRRVGTSFIRMLLLHGGPGASHEYFEIFEFYLTEAGIELYFYDOLGS 64

Query 205 GNSDQFDNEALWVVERFEDEVE(VRARLGLIGFYLYGHSWGGMLATIEYALKYQSHLEGLI 384
SDQFD+P+LW ++RFR EV++VE A+GL FYL G SWGGMLA+EYAL +  LEGL+
Sbjct &5 YFSDRFLDDPSLWIIDRFRQEVDEVERAVELEDFYLLGQSWEGMLALEYALAHFDALEGLY 124

Query 385 ISNMIASIASYVIYVNELRRQLFAESQRILERYEATGEYTAFEYEKVMFGEIYSRHLCEL 564
ISHMIASI S5YV ¥+ LR+QLF E Q@ L+ +E G+Y + T++++  +%¥ +HLCRL
Skjet 125 ISHMIASIESYVRYIQWLRQULFEEIQEQLQSHEERGDYESENYQELLIEHLYEEHLCEL 184

Query 565 APWPEFLIEMIRHMNOEVYNEMOGENEFVVIGIFEDWDEWDDIENINVETLLSVGREFDIM 744
WP+ +R HMHQ+VYN MOGFNEFVVIG FEDWDEW + ++VETL+  R+DIM
Sbjct 185 DFWPDAVVEIFAAMNQOUVYNIMOQGEFNEFVVIGNFEDWORWAHLGOWVSVETLVIGARYDTM 244

Query 745 SVADVERMGTLIFNARVSICETGSHCSMYDDQERYFEDLVRFIKDVEAGEL 837
AD+E M IF AR +IC G3H SM+DD + YF+ +V F++DVEAG+
Sbjct 245 DFADIEEMARRIFRARATICFNGSHMSMWDDSDAYFDAIVSEVELDVEAGQE 235

metalloprotease [Schlesneria paludicola]
Sequence ID: refWP_010585896.1] Length: 289 Humber of Matches: 1

Range 1: 69 to 284 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
350 bits(899) 2e-118 Compositional matrix adjust. 165/217(76%) 190/217(87%) 1/217(0%) +1

Query 16 TAEEQRSKEFRATILRFIEKVWDEQFQKIGKEY SKPHMVLFSEQVDIGOGSAPSAVGEEY 195
+ EE BS++FRATIL +IE VW E F+K G++Y F MVLES QV+I CG AFSRAVGEFY
Sbjct &9 SFEERRSRKFRATILGYTEDVWGELFREAGEQYEFFRMVLFSROVETRCGVAFSAVGEFY 12

[

fuery 196 CPADEIVYLDFIFFDELQNELGGSEGEFSQAYVIAHEVGHHVONLLGYSRIADENQQSAE 3
CEAD+TVYLDETFF EL ++L&G EF3QAYVI HEVGHHVONLLGYSEI DE +{Q++
Skject 129 CPADRIVYLDFIFFRAELSDRLGGSRREFSQAYVITHEVGHHVONLLGYSREIVDEKRQIS- 18

-1
o

fuery 376 SERKRNEWSVRELELQADYLAGVWAHHGKKEFNFIEPGDIESATKTAMNATGDODRLOERATG 555
SK +AN WSVRLELQADYLAGVWAH+G+++F FIE GDIESAI++ANAIGDDRLOE+AIG
Sbjct 188 SETEANEWSVRLELQADYLAGVWAHYGQUKFRFIENGDIESAIQSAMATIGDDRLOEQATIG 247

fQuery 556 FISFEKYIHGISAQRLEWFRAGFEIGDLEEMEELFDL 666
FISPEKYTHGISAQR+EWFR GFEIGDL EK+EELF+L
Sbjct 248 FISPEKYTHGISAQRVEWFRRGFEIGDLNKLEELFEL 284
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RMNA-directed DNA polymerase [Syntrophobacter fumaroxidans MPOE]
Sequence ID: teflYP_847308.1] Length: 467 Humber of Matches: 1

B See 2 more title(s)

Range 1: 29 to 467 SenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
598 bits({1543) 0.0 Compaositional matrix adjust. 303/440(69%) 360/440(81%) 1/440(0%) +1

fuery &5 AGRSRVTARGEDSSPECEQLMEAVVERGNMOTALORVMSNRGARGRDGMTIVDELKFHLRE 2464
B RS + RE +D5 QLMEARVVER NM AL++V ++G+2G DGH+VD L+ LRE
Sbjct 29 RCARSSLARRRDDSEQRIMOLMEAVVERENMEGALROVERNKGSAGVDGVIVDALRACLRE &8

fuery 265 EWKRIKGELLAGEYQFEFVLEVEI FEAEGKGVRKLGIFTVVDRLIQQALHQVLSFIFER: 444
W RIK ELL G YQP+FV EVEIFK GEGHR+LGIFTV+DRLIQQAL+JV+ PIF+F
Sbjct &9 HWERIKEELLEGRYQFQFVRKVEI FKPGGEGMRULGIFTVMOIRLIQQALNOVMOFIFDFD 148

fuery 445 F3ESSYGFREGRIAQDAVR)ARAYVGEGREWVVDIDLEKFFDRVNHDEMMSELARRIKDE 624
FSESSYGFRPGRSA AV +AR Y REWVVDHDLEKFFDEVNHD +M+RLAR+I D+
Skbjct 149 FSESSYGFREGRSAHQAVLEAREYAATDREWVVIMDLEKFFODRVHNHDILMARLARKIADE 2038

fuery @25 RILEMIRRYLQAGMMEGELVIQRREGTPQGGFLIFLLINI11de ldke leRRGHKFCRYA
R+L++IRRYLQAG M GG+V+ R EGIPQGGFLSFLLSNILLD+LDEELE+RGH FCRYA
Sbjct 209 BEVLOLIRRYLQAGSMVEEVVSFRTEGT FQEGFLSFLLSNILLDDLDEELEQRGHAFCRYRE 263

[
=
r

fuery &05 DDCHVYVRSRSAGERVEESITRFLERRLRLEVNEEKSAVERFWERKFLGYTMIWHLEFRI 984
DDCH+YWV+5SE AGHEV ES+IRFL RL+LEVN +ESAV RPFW REFLGY+MI+H PR+
Sbjct 269 DD IYVESRRAGURVLESLTRFLANRLELEVNVDKSAVARFWVRKFLGYSHIFHERFRL 328

fuery 985 KVAENSVERLEVELREILRQGRGENIGRLIEEELTFLLEGWMNY FRLAEVKGIFEELDSW 1164
+V& WV B+K KLEE R GRGENI R+I EELTP+LEGW+NYFRL+EVEG FEELD W
Sbjct 329 EVAFRVVIRMERKLREQFRMGRGENIREVI-EELTEFVLRGWVHY FRLSEVEGHNFEELDEW 387

fuery 1145 IRRKLRCVIWRQWERIWARVHGLMHKRGLERDRALKSATHGRGFWWNAGASHMHEAFFETY 1344
IRRK RC+IWRQWERI+ R K +MK GL +RA +5& N RGFWWN+GASHM++ FFE +
Sbjct 388 IRREFRCI IWROWERT Y TRAKNMMECGLGEERAWRSAKN RGEWWITSGASHMNQCFEFERE 447

fuery 1345 FDRCGLVSLLDQRLEVQRTS 1404

F+R GLVSLL Q ++Q IS
Sbict 443  FERLGLVSLLSQLRRELQCTS 447

dehydratase [Tistrella mobilis KAOS1020-065]
Sequence ID: reflYP 006373147 1] Length: 156 Number of Matches: 1

B See 2 more title(s)

Range 1: 1 to 149 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
232 bits({592) 6e=-75 Compositional matrix adjust. 109/149(73%) 125/149(83%) 0/149(0%) +1

Query 34 M3GLYFEEFEVGQLFHHATTRTVIETDNLLFITLTHNFQFLELOVEFVEQTEFGQRLVNS 213
M3GL+FEEF V&) F HA+TRTVIETDNLL TTLTHNFQFLHLD EF K TEFG+ LVN3
Sbjct 1 MSGLFFEEFTVGRFEHAVIRTVIETDNLLITTLTHNFQFLALDAEFCKGTEFGRILVNS a0

fuery 214 IFILGLMIGVSVGDIILGITVANLGMWDVRFANEVEIGDILRAQSTVLEMERESKSRFDAG 333
IFT GIM+EVSVGDITLGITVANLGM WV+F FV +GDILRA + V+E+R+53+3RFDAG
Sbjct &1 IFTFGIMLGVSVEDI T LGT TVANLGHEGVKF FKEVHVGDILRATTEVVELRDSRSRFDAG 120

Query 394 IVVFEHRCLNQRLDEEVGYCERSAIMERER 480
+ VFEH+C NQR E ¥V C+R AIM4AR +
Sbjct 121 VAVFEAKCFNQRGEMVATCREFAIMERAS 149



alpha amylase [Candidatus Koribacter versatilis Ellin345]
Sequence I0: [ef[YP 580573.1] Length: 610 Number of Matches: 7
e See 2 more title(s

Range 1: 1 to 609 GenPept Graphics

75

Score

576 bits{1484)

Expect Method Identities Paositives Gaps

Frame

0.0 Compositional matrix adjust. 295/615(48%) 392/615(63%) 7/613(1%) +1

Query
Skijct
Query
Skjct
fuery
Sbijct
fuery
Skijct
Query
Skijct
Query
Skijct
Query
Skijct
Query
Skijct
fuery
Sbijct
uery
Skijct
Query
Skijct

CARLHRCALVFPLLLSLTARAOPRACPRVSEVEPEPNWWMDFAPTVMFLLYGENLEGANVS
BEL R LV LL 5§ F1e] P++5EVHPENWW ++ + M LL GENL & VS
MCRLSR--LVAYLLFSCALFAQ-—-APKISEVDEPPNWWANY PHSFMLLLTGENLANAEVS

VDY PHAVVAEVLEPQPDEEHLEVW LS FYPCTREGDVVIHVEIPSEETSVEVELLORS PQ"
+¥E+ + K DE++H+EVHL +B& VT & T++ +R
ANYPHLEITESE SSAL"CQTJF'JYL:."_.QKDLKPCIEHFS'JQIACCNIEL]F’JF]KQPSL_.C

RFQEITRDDVIYLIMEPDRFADGDpannmppgaapg TYDRSGARTYHEEDLESIGEHLEYL
2 Q&+ D IYLIMEDRFADSDE4NN E 2 YR+ YHEEDLES+ +HL YL
DAQCLNASDT I¥YLIMPDRFADCDPSNNDDGNAKCH-YDEAKGMAYHCCDLECVTDHLDYL

FDLEVTALWLT FLYOCNDN ST SOYHEY CAVDE YAVE DHF G THE SYQDLVAR RHOVELE VML
DLEV+ +WLIP + ND +++DYHEY D ¥ +EDHF:E ME {§ +V+R2H GHEV+HE
HDLGEVSTVW LT PHWENDEN SADYHEYHVIDE Y GIEDHFGHMED LMV S AR HCKEMEVLM

D V NH GF HEWZ P P WLHGET H ¥ + P+ DEH +&+
DYVWVHNHIGEFHEWAEHPPTFITWLHGT PAFKHP PEYNFWPLVDPHETQADRTEVLEGHEVD

VLEDLAENELYVALY LLONAEWW I ESGEVDEFRIDIFEYVERSFHYYHACGLF SHEFENEE
LEDL. ++P + YL+ N WW E+ +DG+R+DIFEY R FW +H LF +P F
RLEDLNVDDERLIEY LIDNGLWWMETASLDEYRLDTFEFY SSREFWSEWHEALFEVYPRTF

ITVEEIYNSDETIVISYWAGGLTGFDEIDTHLITEFDFEMNAR TREVVAHGASREKIVIVLE
T+EE+ + DB V S5++ &G+ +DEID+ +IT FDFP LIR+V+ L E+ +VL
TIGEVSDEDEAVVSFrQEEREEYDEIDSEVITVEDFEIMYATRDVLIRQDPASKLOEVLE

RDRLYPFHPELLVIFIGHNHDMERFLTIDANGSQEKLELAFSLLATLRGIPQLYYGDEIGHMIG
D LYP+P +LV FIGNHD RF+ + + +L & S5SLL TLRGIPJLY GDEI M &
HDALYPNPRAVLVEF IGHNHDEPRFMGERGRTVPELNAR R SLLLTLRGIPQLYRAGDEIRAMEG

GDDEFDNRHDFEPEEFPEDOHNAF T TGRTPDEQEIFAHVOTVLELRQEHPALRRGAQEHTR
G+DPDNE DFPEEF G0 NAFT +ERTEHHQE FRHH] +L4LEHH AL+ & § +
CEDEFDNRRDFEEEFACDEONAFTASCRTPEQQERFAHLOF LLOLRKOHFATLOSEEQTDLE

VEDEYYAFTREGDEERLLIVLNNG-DAENITIDLSDTSIADAKTITPLEFSASPRQLOGSL
+E +A+ R +R+LIVLN+E DR+ I I T +2+R + T L Sa+ 20 &
SEERGFAYYRVSEDDRVLIVLNSESDAQTIAT PEVTEFLANATSFTALDSARTRAQTSEDS

LELGLAHNSLIVYEY 1863
+ O+ HHET
VIANVEGMIVAIFQY €09

[ Pt o
Fa
=1

| e o
k2 L
W o W [} W

.
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Suplemento 4. Mapas dos vetores pET-28a e pET-29a (Novagen).
Sao apresentadas as endonucleasas e seus sitios de restricdo correspondentes.

Xho lj158)
Mot lj168)
Eag lj1es)
Hind Hlj173)
Sal lja7a)
Sac lj190)
EcoR lj132)
BamH lj19g)
Mhe ljzan
Mde lj228)
Moo ljz96)
Xba li2as

Bal lli2o1)

SarA lig42)

Sph lisgs)

Bopu1102 lzo)

Cra lllis1273

Pwu ljz4z8)
Sof li4428)

Sma lj4300) MU lg1123)
Bel li11am
Cla lig117)

Mru li40s3) BsiE ll{1204;

pPET-28a(+)

(5369bp) Apa l(1234)
P!

(zggL-g 1) V&

BasH llj1524)
EcoR Vi1573)
Hpa li1sza)

EcobT lizr7a)

AlwN lize40)

BssS ljazem) Psha l{1288)
BspLU11 ljzzzg)
Sap liz108)

Bst1107 lizoos

Tth111 lize89)

Bal liz127)
Fsp lizzo5)
Psph llizzzo)

T7 promoter primer #69348-3
pET upstream primer #53214-3

» Balll T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGE GAAAT TAATACGACTCACTATAGGG GAATTGTGAGCGGAT AACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGA
Neol His+Tag Ndel _Nhel T7+Tag
TATACCATGGEGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGET GLCGC GLGRCAGCCATATGRCTAGCATGAC TGGTGGACAGCAA
Metl |ySerSerHisHisH isHisHisHi sSerSerClyleuValPro 30 Iy SerHisMeth [aSerMetTheGlyG lyBInGln
-_—
Eagl thrombin
—  BamHlEcoR Sacl Sall Hind Il __Notl  Xhol His-Tag
ATGGGTCGCOCATCCGAATTCGAGC TCCOTCOACAAGCTTGCOGCCOCAC TCEGAGCACCACCACCACCACCACTCAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE pET-28al+)

MetGlyhArg

s lySerGluPheGluleuArgArgGl nAlalysGlyArgThrArgh roProProProProleud

gSerGlyCysEnd

. .GGTCGEE ATTCGAGCTCCGTC AGCTTGCGGCCGCACTCGAGC ACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTECTAAC ARAGCCC pET-Z28b(+

Bl pProfAsnSerSerSerVal Asplysleud loflablaleuGlul isHisHisHi sHisH i sEnd

.. GETCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGC GGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGC TAACARAGCCC pET-28c(+]
Glyhrgl ledrgl lehrghloP roSerThrSerleudrgProlisSerSerTheTheTheTheThreThrGlulledrgl eul euThrlysPro

Bpul102 1 T7 terminator
GAAAGGAAGC TGAGT TGGCTGCTGC CACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCT TGGGGCCTCT AMACGGGTCT TGAGGGGTTTTTTG

-
T7 terminator primer #59337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region
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¥ho lj1s3)
Eut I|11ss]

ag ly1es
Hil?d llIII[1]T3]
Sal lj179)
Sac lj1s0)
EcoR lj132)
BamH lj13g)
EcoR Vizoe)
Mco liz12)
Kpn lj23g)
Bpu1102 lizo) Bal Iljz41)
Msp Wizes)
Mde ljz95)
Xha liasa)

Cra lllis120

Sgra ligaa)
Sph lisoo)

Sqgf lis4ze)
Pyu lj4428)

Sma lig3o2) Mlu 11128

Bl li1129)

Mru ligozs) BstE [li1308)

Apa 1z

ET-29a(+)
(5371bp)

(tegy-gz 1) P&

BssH (1528
Ecob7 ljar74)

Hpa lj1ez1)
AN lr3842)

BssS ljazo0) PshaA li1e7m

BspLU11 lyzzze;
Sap liznm

Bst1107 lizoom)

Tth111 liza71)

Bfa li21z8)
Fsp lizzomy
Psp5 lli2zaz

T7 promoter primer #59348-3

ET upstream primer #69214-3
P ; P T7 promoter lac operator Xbal rbs
- —
AGATCGATCTCGATCCCGCGAAAT TAATACGACTCACTATAGGEGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGA
Nde | SeTag NspV Bglll  Kpnl _
ATACATATG ACCGCTGCTGCTAMATT CCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCCTGE C
Met hralaflaAlalysPh gGlinHisMet AspSerProfspleulilyThrLe er
E ——
thrombin

Eagl .
Ncol  EcoRY Bamt| EmR\ Sacl Sall_Hind Il __ Notl  Xhol His*Tag
ATGECTEATA L[ GA WGCTTGCGGEECE LFL CG »-(.C.s‘-CCQ.CCP-.CC»'-.CC»‘-CCAL

MetdloAspl leGly AoProProProPr

CCGGECTGLT »-»-L»-»‘-.»‘-(.CCC pET-28al+]
GlyCysEnd

MaCysGlyhr

(L((LL(LPL LL&P[&L#LLPLLPLLPLLPLL#L GAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28b(+]

HiskE

GCACCACCA CCA
‘sSerSerThrThrTheThrThrThr

\GATCCGGCTGCTAACAAAGCCE pET-28c¢i+)

2L eArgleuleuThrLysPro
Bpul102 | T7 terminator
GAAAGCAAGCTGAGTTEEC TG T CCACCECT GAGCAA T AAC TAGCATAACCCCT TEEEECCTCTAAACGEGTCTTEGAGEGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

pET-29a-c(+) cloning/expression region
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Suplemento 5. Utilizagao de cédons raros nas sequéncias C, D e F em E.coli.

Analise feita no programa Rare Codon Caltor

(http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html).

C lipase

IWTG CTG GCC GCC AGC GCC ACT TTT ACT GCC GCC CAG ACT CAG GCT GCA GGT TAC ACC CAG ACC CGT TAT CCG ATT GTA
CTG GTA CAC GGT TTATTC GGC TTC GAT AAC ATC CCG GTG GAA TAT TTC TAC GGC ATC CCG TCT GCG CTG CGT TCC
GGC GGC GCA [lHE 676G TAC [ElE CCG CAA GTG TCG GCA GCC AAC AGC ACC GAA GTG CGC GGT GAA CAG CTC TTA CTG GAA
GTA AAA AAAATC GTC GCG GTC ACC GGT AAA CCG AAA GTG AAT CTG ATC GGT CAC AGC CAC GGC CCT ACC ATC CGT
TAT GTG GCT TCG GTACGT CCG GAT CTG GTT GCG TCG GCAACT TCA GTG GCA GGC GTT AAC AAA GGT TCT GCG GTG GCG
GAT ATT CTG CTG GGC ATC GCG CCG CCG GGC AGT TTG TCA CGC GAT GTG ATT [IElE BB ATT GCT ACC GGC CTC GGT AAA
TTG CTG TCG CTG CTG TCT GGC AGT TCC ACA TTG CCA CAG AAT TCA CTG GCG GCC GCG CAA TCC TTG TCA [lllB GCG GGT
TCG GCA AAA TTC AAT GCT GCG CAT CCG GCC GGT TTA CCG AGC ACA GCT TGC GGC GAG GGC GCG TAT CAG GTC AAT GGT
GTT GCC TAT TTC TCA TGG AGT GGC GCA TCG AAT TAC ACC AAT GTG CTG GAT ATT CTG GAT CCG GCG CTG GCA GTAACC
GGT CTG GCT TTC GGC GGC GCG AAA AAT GAT GGT CTG GTG TCT TCC TGT TCC AGC CAT CTG GGT AAG GTC ATT CGC GAT
GAT TAT GCG ATG AAC CAT GCG GAT GAA ATC AAC CAG AGC GTG GGT ATT GTG AAT CTG TTT GAA GTG AAT CCG GTG TCG
GTG TTC CGC CAG CAC GCC AAC CGC CTG CAG GGC ATG GGT CTG CTC GAG

The Number of Bases in the above Sequence = 908

The Number of Codons in the above Sequence = 302

[Amino Acid _|Rare Codon Frequency of Occurrence
: 0
lArginine 2o 0
IAGG 0
IAGA 0
Glycine | 0
2
|soleucine AU o
Leucine [cua] b
Proline [cccl b
Threonine  |[EE 5

Repeated and/or Consecutive Rare Codons

[ I -

D proline aminopeptidase

ATG AAC BB GTC AF GGC GGC GTT CAG ATG GTG T%m GAC GGT CGEG TTT CAA GTC TG [HEE AxA M MR GGC
GCC GGT CCG CCG ATG CTG ACT CTG CAT GGC GGT GGC TCC ACT CAC GAA TAC TTC GAA TGC TTC GAG GAT TTT
CTG CCG [EEE AAT ATT CAG CTC ATT TAC TAT GAT CAG CTC GGA TCG GGC AAC TCC GAT CAG HEE GAT AAT CCG GCC
CTT TGG GTG GTC GAG CGC TTT CGT GAC GAG GTA GAA CAG GTC AGA GCG GCG CTC GGC CTC ACC GGA TTC TAC TTA TAT
GGC CAC TCC TGG GGC GGT ATG CTC GCA ATC GAA TAC GCG TTG AAA TAC CAA AGC CAT CTC AAG GGT CTG ATC ATT TCG
AAC ATG ACT GCC AGC [T} GCG TCG TAT GTT ACT TAC GTT AAT GAG CTG CGE CGC CAA I BEE GCC GAG TCG CAG CGC
ATT CTG GAA [He] TAC GAA GCG ACC GAA TAC ACA GCA CCA GAA TAT GAG AAA GTC ATG TTC GGA GAA ATT TAT TCC
AGG CAC TTA TGC CGC CTT GCT CCA TGG CCG GAA CCT TTG ATC CGG ATG ATC CEG CAT ATG AAC CAG AAG GTC TAC AAC
AAG ATG CAG GGT [HEE AAT GAA TTC GTG GTC ACC GGA ACC TTC AAA GAC TGG GAT [Hell TGG GAC GAT ATC AAA AAT [T
AAC GTC [HEE ACT CTG TTA TCA GTG GGC CGT TTC GAT Bl ATG AGC GTG GCC GAC GTC GAA AGG ATG GGC ACC CTG ATT
EEE AAT GCG M) GTA TCG ATT TGC GAG [JBlB GGC AGC CAT TGT TCA ATG TAC GAC GAT CAG GAG CGC TAT TTT GAA GAT
CTG GTT CGC TTC ATC AAA GAT GTC GAG GCG BGA AAG CTC GTT TGA

The Number of Bases in the above Sequence = 903

The Number of Codons in the above Sequence = 301

[Amino Acid _ |Rare Codon Frequency of Occurrence
: 4
lArginine 222 =
IAGG 2
IAGA 1
Glycine | >
2
|soleucine AUA 4
Leucine [cual 1
Proline [cce] 7
Threonine SIS B

Repeated and/or Consecutive Rare Codons

W - -



http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html
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F transcriptase reversa

ATG (BB GCA BEH GAC GCA GAAAGT ATG GCT GAG AAG [HEE GAA TCC CAC TCG GGA GGT AGC GGT CGE AAA TCG &0 GAT
AAC GAG GCG GGT GCG TCAAGE GTC lllE GCA AGG GGA GAA GAC TCT AGC CCG GAG TGC GAG CAG TTG ATG GAA GCA GTG
GTC GAG =) AAC ATG CAG ACC GCG CTC CAG el GTG ATG AGC AAC AGG GGA GCA GCC GGA GCC GAC ATG EE
GTT GAT GAA CTG AAG CCG CAC TTG AGG GAG GAG TGG AAG CGE ATC AAA GGA GAA CTG CTG GCA GAA TAC CAA CCG
GAG CCA GTG CTG AAG GTA GAG [T CCG AAG GCA GAG AAA GTG e AAG CTT GGC ATC CCG [l GTG GTG GAC
CGE CTG ATC CAG CAG GCG TTG CAT CAA GTA HII] AGC CCG ATC TTT GAG CCA GGA TTT TCG GAA TCG AGC TAT GGC TTT
CGE CCA GGC CGE AGC GCA CAG GAT GCG GTG CGG CAA GCA CGE GCA TAT GTG GGT GAA CGE CGE TGG GTC GTA
GAT ATC GAC TTG GAG AAA TTC TTT GAC e GTT AAT CAC GAC AAA ATG ATG TCG CGG [HI] GCG AGG CGG ATC AAG GAT
AAG cee A CTG CEG ATG ATC %«GG TAC T CAG GCT BGA ATG ATG GAA GGC CTG GTG ACA CAG AGG BGH GAG
e ccG cAG GGC CCG ML) TCG CCG CTG TTG TCG AAC ATT CTG CTG GAT GAG CTG GAC AAG GAA CTG GAG BEA

: CAC AAG TTC TGC CGG TAC GCC GAC GAT TGC AAT GTG TAT GTG CGG AGT el AGT GCC GAG M) GTG AAG
GAG TCG ATC ACA AGG TTT CTT GAA AGG ﬁ CTG CGE CTG AAG GTA AAC GAG GAG AAG AGC GCA GTA GAG CGE CCG TGG
AAG AGG AAG TTT CTG GGC TAC ACAATG TGG CAC CTG GAA CCG MER I AAG GTA GCG GAG AAC TCG GTG AAA e
[ AAG GTG AAG CTG CGG GAG ATT CTG CGG CAG GGC [Ha) GGA CGC AAC ATT BGA I ATC GAG GAA GAA [HIL ACA
CCGCTG CTG BEA GGC TGG ATG AAC TAT TTC CGG CTG GCG GAG GTG AAA GBA ATC TTC GAG GAG TTA GAT AGC TGG [
CGG CGE AAG TTG AGG TGT GTAATC TGG CBE CAA TGG AAG CGC ACC TGG GCG CBE GTA AAG GGA CTG ATG AAG CGT GGT
TTG GAG AGG GAT CBG GCG CTG AAA TCA GCG ACT AAT ICGAl CCA TGG TGG AAC GCT GCC TCG CAC ATG CAC
GAG GCC TTT HEE AAG ACA TAC TTT GAT CGC TGC GGT TTG GTG TCG CTG HI] GAT CAA CGG CTC AAA GTC CAG CGT ACT
TCA TGA

The Number of Bases in the above Sequence = 1407

The Number of Codons in the above Sequence = 469

[Amino Acid  |Rare Codon Frequency of Occurrence
A 14
Wrginine 2] 26
9 AGG 12
AGA 5
: GGA 10
Gl
ycine =
Isaleucine ALUA 4
Leucine [cual B
Proline o] 2
Threonine  |iSIE B
REpEEtEd and/or Consecutive Rare Codons
AGG GGA =2
& [ = 1
CGG CGG = 1
cee F =1
AGG CGG = 1
cec M = 1
A AGE =1
AGG HEA =1
I -
EGA =T =1
AGG [T = 1
cealauARg
caafcualy
M Gea =1
BGHE 0 = 4
M ceG CGG = 1

ICGA] =1
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Suplemento 6. Anadlise de hidrofobicidade das sequéncias peptidicas de C

(lipase) e D (prolina aminopeptidase).

Composicao dos peptideos segundo os tipos de aminoacidos. Analise feita utilizando o

programa Peptide Property Calculator (https://www.genscript.com/ssl-

bin/site2/peptide calculation.cgi). Foram analisadas a sequéncias peptidicas incluindo

a cauda de poli-histidinas. a. sequéncias peptidicas de C (lipase), b. de D (prolina

aminopeptidase).

m m Hidrofilico: 16 %
= Hidrofébico: 45 %
m  Qutros: 39 %

mm Hidrofilico: 25 %
=  Hidroféhico: 41 %
=  Qutros: 34 %



https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide_calculation.cgi
https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide_calculation.cgi
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Suplemento 7. Andlise de dominios conservados das proteinas C (lipase) e D

(prolina aminopeptidase).

Painel a. Alinhamento multiplo realizado em T-cofee (Di Tommaso et al., 2011;
Notredame et al., 2000) da sequéncia da proteina C (lipase) com as sequéncias
representativas das familias de lipases de acordo com Arpigny e Jaeger (1999). Esta
mostrado no quadro o pentapeptideo conservado G-X-S-X-G. Painel b: Analise
realizado em Prosite (Sigrist et al.,, 2013) na sequéncia peptidica C assinalando o
aminoacido S (serina) da posi¢ao 97, como parte do sitio ativo que pode ligar a um ion
metalico, sendo este aminoacido parte da triada catalitica presente em todas as
familias de lipases. Painel c¢: Alinhamento multiplo realizado em T-cofee (Di Tommaso
et al., 2011) da sequéncia da proteina D (prolina aminopeptidase) com sequéncias
representativas de peptidases envolvendo prolina no sitio de clivagem. Esta mostrado
no quadro o pentapeptideo conservado G-X-S-X-G. Painel d: Analise de familia de
proteinas pelo Pfam (Punta et al., 2012) da sequéncia da proteina D, identificando a

familia de o/B hidrolases.

L

.D50587 .Pseu
.AF031226.Ps
.Y00557.1.Vi
LX70354 . Burk
.Q05489.Chro
.M58494 .Burk
.D11455.Pseu
.M74010 .Baci
.U78785.Geob
.X99255.Prop
.M86351.Stre
IT1.U03114.Stre
TV.X62835.Alicy
IV.AFO34088.Pse
V.M58445 . Pseudo
V.U32704 . Haemop
VI.Synechocysti
VI.Arthrospira

VII.Q01470.Arth
VII.P37967.Baci
C protein SM

=

—
T LA L B RS R = e

cons

122

124
140
140
145
220
124
181
186
193
187
139
169
116
133

23517
204
205
111

630
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b.
hits by patterns: [1 hit (by 1 pattern) on 1 sequence]

Hits by PS00120 LIPASE_SER Lipases, senne active sife :

1 100 200 300 40 i) £ FO0 B Qo) L)
ruler:
USERSEQ1 i (303 aa)
91 - 100: VNLIGHSHGG

Predicted feature:
ACT_SITE ar Charge relay system (By similarity) [condition: none]

C.
BAK®3239.1-Hord 212
ACF78312.1-Zea 191
EEF40239.1-Rici 216
CBI25074.3-Viti 209
NP_179037.2-Ara 202
AC588344.1-Phan 137
NP 641261.1-Xan 140
BAA23336.1-Serr 143
CAC40647.3-Aspe 195
AF439997 1-Rasa 194
NP_191713.1-Ara 246
XP_002511924.1R 244
AEV23270.2-Trit 212
AAWE9640.1-Neis 137
BAABG380.1-Aero 177
D prot_seq 140
cons 315

d.

—_— -Abhy_dmlase!é

Show the search options and sequence that you submitted.

Return to the search form to look for Pfam domains on a new sequence.

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

[Envelope | Alignment| _rwM_| Predicted (o L
Family Description active
type Start Start To score sites alignment
225

Alpha,fbeta
hydrolase family

Domain CLO028 105.8 3e-30 130,296,269 Show

Abhydrolase &
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Suplemento 8. Analise de identificacao de proteinas chaperonas de lipase.

Analise realizado em String (Franceschini et al., 2013) apds submissao da sequéncia

da proteina C (lipase). Painel a. Analise da vizinhangca de genes associados a lipases

em diferentes grupos taxonémicos relacionados. Painel b. Analise evidenciando maior

associacao da proteina C (lipase) com a sua chaperona de lipase do que com outras

proteinas.

Lipase Lipase chaperone

Vibriohaceae (14 taxad
Thiotrichales (10 taxa)
=0 Legionellales (9 taxa)
[~ Dichelohacter nodosus

— Methylococcus capsulatus
Alphaprotechacteria (117 taxal
Betaproteobacteria (72 taxal
deltaepsilon subdivisions 59 taxal
— Magnetococcus sp. MCL

Firmicutes (187 taxa)

Enterchacteriaceas (97 taxal
Pzeudomonadales (29 Laxal
Alteromonadales (25 taxal
Pazteurellaceae (16 Laxal
Ranthomonadaceas (14 taxal

Chromatiales 5 taxal
Oceanozpirillales 4 Laxal
Aeromonadaceas (3 taxal

fActinchacteria class (55 taxal
Cyanobacteria (37 taxal
BacteroidetesChlorobl group (36 taxal
Mollicutes 25 taxzal

- Rfer_3357 g

unclazzified Gammaproteobacteria (5 taxal

N

[ —
[ —
[ —

Proteohacteria i

fcidithiobacillus ferrooxidans (2 Laxal

Bacteria

Lipase chaperone

Rfer_1674
b. &
— .
Lipase
-, Rfer_3899
—
@Rfer_BEEE
i — Rfer_3358 gt Frer_3898
— Rfer_3752%~
& =9
w "
Rfer_3775
e . Rfer_0298
eRrer_zzss -
L Rfer_3328
L —
o Rfer_1019
o
Rfer_3542 — Rfer_3506
e __ Rfer_0994
A -
-,
nger_élDE?
|

fae AREC

L Rfer_0062

o
< Rfer_2752
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