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RESUMO

As bactérias possuem a capacidade de se adaptar a situagdes de estresse, expressando
genes especificos que conferem resisténcia. No entanto, além dos genes responsaveis pela
sobrevivéncia do microrganismo, ¢ possivel que outros genes assumam esse papel
fisiologico na auséncia dessa classe especifica. A complexidade da fisiologia microbiana
ainda nd3o esta totalmente compreendida. Certos genes, que expressam enzimas
responsaveis pelo metabolismo de compostos aromaticos, podem adaptar-se a condigdes
de estresse e conferir resisténcia a antibioticos. Nesse estudo, foram estudadas duas
amostras do Bioma Cerrado identificando enzimas com interesse biotecnoldgico, sendo a
primeira amostra o solo e a segunda intestino de cupim do Cerrado. Para a amostra de solo
do Cerrado, foi identificado um clone metagendmico, em cepa de bactéria Escherichia
coli EPI300, que conferiu resisténcia ao antibidtico carbenicilina, usada como biblioteca
metagendmica, expressando uma dioxigenase, nomeada como CRB2(1)(1). Em relagdo a
CRB2(1)(1), a enzima apresentou atividade 6tima em pH 7 e temperatura de 30°C,
utilizando ions de ferro como cofator para a clivagem do substrato acido gentisico. A
dindmica catalitica do CRB2(1), o nome da dioxigenase estudada nesse trabalho,
demonstrou valores de Vmax = 0,02281 uM/min e KM = 97,6. O modelo tridimensional
revelou a ligacdo do substrato ao dominio cupina, onde o sitio ativo estd localizado. Os
substratos analisados interagem diretamente com o ion ferro, coordenado por trés residuos
de histidina. Alternativamente, a modificagdo da carga do ion de ferro pode alterar a
ligagdo entre o sitio ativo e os substratos. Em se tratando de amostras do Cerrado, vale ressaltar
que artropodes sdo fontes naturais de uma complexidade de relagdes ecoldgicas entre microrganismos.
Portanto, em um segundo momento, foram analisados o metagenoma de intestinos de cupim
identificando assim novos genes de beta-lactamase. Para a amostra de intestino de cupim,
a anotacdo do genoma revelou também genes envolvidos no metabolismo da
hemicelulose, na producao de glicerol e um possivel gene da -lactamase. A taxonomia
baseada nos genes scaffolds do metagenoma revelou que os membros do género
Acholeplasma sao mais abundantes em um determinado segmento intestinal do cupim.
Dentro desse de Acholeplasma a analise computacional revelou beta-lactamases ainda nao
descritas em banco de dados. A metagendmica permite analisar o potencial gendmico e
suas aplicagdes biotecnoldgicas de varios organismos simultaneamente, com base na
analise do metagenoma da amostra e atividade funcional. Atualmente, ha uma demanda
por enzimas com atividades oxidativas, principalmente em compostos considerados

recalcitrantes, uma vez que sdo de dificil conversdo para moléculas menores.
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ABSTRACT

Bacteria have the ability to adapt to stressful situations, expressing specific genes that
confer resistance. However, in addition to the genes responsible for the survival of the
microorganism, it is possible that other genes assume this physiological role in the
absence of this specific class. The complexity of microbial physiology is still not fully
understood. Certain genes, which express enzymes responsible for the metabolism of
aromatic compounds, can adapt to stress conditions and confer resistance to antibiotics.
In this study, two samples from the Cerrado Biome were studied, identifying enzymes
with biotechnological interest, the first sample being the soil and the second intestine of
termite from the Cerrado. For the Cerrado soil sample, a dioxigenase was identified,
which conferred resistance to a strain of bacteria expressing the antibiotic carbenicillin, a
beta-lactam. In addition, new beta-lactamase genes were isolated from the termite
intestine. In the study, a new dioxigenase was characterized through metagenomic
isolation of Cerrado soil. The enzyme showed optimal activity at pH 7 and temperature
of 30°C, using iron ions as a cofactor for substrate cleavage. The catalytic dynamics of
CRB2(1) demonstrated values of Vmax = 0.02281 pM/min and KM = 97.6. The three-
dimensional structure revealed substrate binding to the termite domain, where the active
site is located. The analyzed substrates interact directly with the iron ion, coordinated by
three histidine residues. Alternatively, modifying the iron ion charge can change the
binding between the active site and substrates. For the termite intestine sample, genome
annotation also revealed genes involved in hemicellulose metabolism, glycerol production
and a possible B-lactamase gene. Taxonomy based on scaffold genes from the metgenome
revealed that members of Acholeplasma are more abundant in the intestinal segment P3
than in P1. Within that of Acholeplasma, the computational analysis revealed beta-
lactamases not yet described in the database. Metagenomics allows analyzing the
biotechnological potential of several organisms simultaneously, based on sequence
analysis and functional activity. Currently, there is a demand for enzymes with

biotechnological activities of interest

Key words: metagenomics, dioxygenase, beta-lactamase, microbial resistance



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Arvore filogenética de CRB2(1) incluida na familia de enzimas Gentisate da
superfamilia cupina-domained de extradiol dioxigenases. Em A, todas as enzimas ja
descritas conforme [22] , mais a inclusdao de CRB2(1). De acordo com o alinhamento e
projecdo da arvore, CRB2(1) estd no cluster XIV em um novo galho, sugerindo sua
singularidade em relagcdo aos demais. Em B), ha uma versao ampliada do ramal do qual o
CRB2(1) faz parte. De acordo com [22], os clusters sdo definidos por andlises bootstrap.
Se houver algum representante desse cluster com um papel definido, haverd uma
definicdo de um provavel papel para 0 ClUStEr.........cccueeivieriieiiiiiiceeeeee e 32

Figura 2- Modelo de homologia de CRB2(1) e conformacdes de docking molecular. (A)
Representagdo da superficie e estrutura secundaria de CRB2(1) (rosa claro). O centro
ferroso dos dominios cupina sao representados pelos atomos Fe2+ (laranja) e residuos de
histidina (rosa e azul) 61, 63, 100, 102 (dominio N-cupina), 221, 223, 261 e 263 (dominio
C-cupina). Interagdes de ancoragem molecular entre residuos da cavidade do dominio N-
cupina e (B) carbenicilina (verde), (C) Guaiacol (ciano) e (D) acido gentisico (cinza) ..34

Figura 3. Etapas de expressao heterdloga e purificacdo em sistema E. coli de CRB2(1). Em
A)nas cavidades do gel SDS-PAGE 1 e 2 temos a cepa de E. coli com o vetor de expressao
pet24 intacto em suas fases insoluvel e soluvel respectivamente. Entdo, nos pogos 3 e 4
temos a cepa de E. coli em suas fases insoluvel e soltivel com o gene CRB2(1). Ha o
acumulo de proteina de tamanho de 40kDa indicando a expressao de CRB2(1). O ultimo
poco mostra a purificagdo de CRB2(1) pela coluna de afinidade Niquel para His-Tag da
fracdo de expressdo solivel. Em B) ha coloragdo com nitrato de prata com CRB2(1)
purificado da fracao soluvel, para identificar o grau de pureza da proteina expressa. Em
C), ha WESTERN-BLOT com anticorpo anti-HIS para transferéncia e confirmacao da
enzima purificada CRB2(1)......ccoiiiiiiiiicieeeeeee et et 35

Figura 4. Caracterizacdo bioquimica da atividade de CRB2(1). Em A), o pH 6timo da
enzima CRB2(1) foi 7. Em pH 8 ¢ 9, CRB2(1) apresentou atividade, porém com menor
eficiéncia. Em B), a temperatura com maior atividade enzimatica foi de 30°C. No entanto,
o CRB2(1) mantém atividade relativa acima de 70% até uma temperatura de 50°C. Em
(), o ion que tem maior influéncia na atividade ¢ o ferro, seguido do cobre. A atividade
das dioxigenases com diferentes ions ja estd descrita. Em D), CRB2(1) apresentou
atividade enzimatica por 120 minutos. Apos este periodo, ndo foi identificada a formagao
de produto da reaga@o CataAlitiCA.......ueeeiuiiieiiieeie ettt 36

Figura 5. Regides de aminoacidos que determinam o dominio beta-lactamase. De acordo
com as anotagdes, os dominios de beta-lactamases estdo incompletos. A sequéncia
P31339 possui um segundo dominio de acetil-transferase..........cccccveeeeveevceeencieenieeenen. 44

Figura 6: Analise filogenética da sequéncia das putativias Beta-lactamases em
comparag¢do com o banco de dados construido por P31339 e P32358 se encontram em um
ramo diferente do grupo da classe C de beta-lactamases, indicando uma proximidade com
o grupo. Isso se justifica principalmente pela presenga de residuos de aminoacidos que
sao exclusivos dessa sequéncia, encontrados na posi¢ao 276 a 361. P32358 2 se



encontra em um grupo das metalo beta-lactamases, enquanto PU357 se alinha a classe D
de Deta-1actamases ........ceeuiiiiiiiiieie e ettt 44

Figura 7: Andlise filogenética da sequéncia da putativas Beta-lactamases P31339 e
P32358 em comparacdo com o banco de dados curado manualmente de estruturas ja
resolvidas. P31339 e P32358 se encontram em um ramo diferente do grupo da classe C
de beta-lactamases, indicando uma relacao de diferenciacdo em relacdo as sequéncias ja
registradas em banco de dados..........cooviiiiiiiiiiiiiiiee e 45

Figura 8: Analise filogenética da sequéncia da putativas Beta-lactamase P32358 2 em
comparacao com o banco de dados curado manualmente de estruturas ja resolvidas.
P32358 2 se encontra em um ramo diferente do grupo. Apesar de estar relativamente
proxima outras proteinas, o valor de bootstrap demonstra uma separagdo mais acentuada
ENLTE AS SEQUETICIAS ..veevvieerieiieeiteertieeteentteeteestteeteessseeseessseenseensseesseessseenseessseenseanssesnsees 46

Figura 9: Analise filogenética da sequéncia da putativas Beta-lactamases PU357 em
comparacao com o banco de dados curado manualmente de estruturas ja resolvidas.
PU357 se encontram em um ramo diferente do grupo da classe indicando uma relagdo de
diferenciacdo em relagdo as sequencias ja registradas em banco de dados....................... 46

Figura 10: Docking das proteinas P31339 e P32358. A coluna da esquerda mostra P31339
e da direita P32358. Na sequéncia, os ligantes com os provaveis sitios ativos de cada um:
Ampicilina, Amoxicilina, Carbenicilina, Kanamicina e Streptomicina. A P31339 como
possui um segundo dominio, os ligantes: Ampicilina, Axocilina e Kanamicina, se ligam
no dominio de Acetil-transSferase. .........c.ouiiiiiiiiiiiiiiiic e 49

Figura 11: Docking das proteinas P32358 2 e PU357. A coluna da esquerda mostra
P31339 e da direita P32358. Na sequéncia, os ligantes com os provaveis sitios ativos de
cada um: Ampicilina, Amoxicilina, Carbenicilina, Kanamicina e Streptomicina............. 50

Figura 12. A figura demonstra a presenca do gene Beta-lactamase no intestino do cupim
amostras. A figura a) mostra que o gene esta presente na por¢do total, em P1 e P3,
respectivamente. Embora o gene tenha sido identificado e anotado na porgao P3, ele pode
existir em outra por¢ao do intestino. A Figura b) mostra que as amostras de Laid Lawen,
usando dois pares de primers de controle para beta-lactamase (L1 e L2), ndo possuem o
gene P.Blac, sugerindo que ja sequéncias caracterizadas de beta-lactamases de
Acholeplasma nao estao presentes em S. wheeleri. Para amostras de intestino de cupinas,
P.Blac ¢ amplificado tanto na porgao total do intestino quanto na por¢do P3, onde foi
)1 10] 7216 [0 OO O OO UUURORUPTRPRP 52

Figura 13. Esquema das porgdes existentes do intestino do cupim S. wheeleri. Para
amostras de intestino de cupinas, P.Blac ¢ amplificado tanto na por¢ao total do intestino
quanto na por¢ao P3, onde foi anotado
OO OO OO P USRS P U SOUPRUPRPRRRPROPON 53

10



LISTA DE ABREVIATURAS
°C - Temperatura Celsius
ARGO — Antibiotic Resitance Genes Online
ARGs — Antibiotic Resistance Genes
CARD — Comprehensive Antibiotic Resistance Database
Cm - centimetro
DNA — Acido Desoxirribonucleico
E. coli— Escherichia coli
FeCl3 — Cloreto de Ferro
HCL — Acido cloridrico
Kcat — Constante cinética
LB — Luria Bertani
M - Molar
ML - Mililitros
mM - Milimolar
NaCl — Cloreto de Sodio
NaOH — Hidréxido de Sédio
nM — Nanomolar
ORFs — Open Reading Frame
p/v - Parte por volume
PCR —Reagdo em Cadeia da Polimerase

pH — Potencial Hidrogenidnico

SDS-page - Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil- sulfato de sddio

ug - Micrograma
puL — Microlitro
pumol - micromol
V - Volume

Vmax — Velocidade maxima

1"



SUMARIO

1. INTRODUGCAGQ . ...ucuceeererrnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasass 14

2. REVISAO DA LITERATURA ......ccoererrrernrrnsssesesesssessessssssssssesssssssssssssessns 16
2.1 Metagendmica funcional e baseada em SEqUENCIAS .........cccveeeveveerirreernnennn. 16
2.2 Cerrado: um hotspot de biodiversidade...........ccceevveeeciieniieeniiecee e, 17
2.3 Solo e sua diversidade taXOnOmMICA ..........cevueeeiueeriieriieenieeieesee et 18
2.4 Riqueza taxondmica de microrganismos simbiontes de artropodes............ 19
2.5 Prospeccao de enzimas com interesse biotecnolOgico. .........ccevveeeveeernvennnee. 20
2.6 Dioxigenases € CRB2(1).....oouiiiiiiiiii e 22

3. JUSTIFICATIV A...cuuioiiuiisnicsensecssecsanssnsssecssissssssesssssssssssesssssssssessssssssssssssesss 23

CAPITULO 1 ABORDAGEM DA METAGENOMICA FUNCIONAL
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE UMA DIOXIGENASE ISOLADA DE

SOLO DE CERRADO.

4. OBJETIVOS...uuiiiiininsensnisnissnssississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossosssses 25
4.1 ODJEtIVO ZETAL ..c.evieniieeiiieiie ettt ettt 25
4.2 ODbjJetivVOs ESPECTTICOS ...vieviieuiieiieeiieriieeiteeiee et et et eee et eseae et e seaeenbee e 25

5. METODOLOGIA .......cuuiitirrinininrensensnnssnssissississsssssssssssssssssssssssssssssssssssossss 25

5.1 Biblioteca metagenomica, identificagdo, isolamento de CRB................ 25

5.2 Arvore filogenética da CRB2(1) com proteinas da Familia Gentisato.... 25
5.3 Modelagem Modelagem de homologia da estrutura tridimensional e

analise de docking molecular.............ccoooieriiiiiiniiieiiee e 26
5.4 Transformacao, expressao € PurifiCagao .........cceeecuveerveeerireeenireeesveeennns 26
5.5 WeStern BIOING. .............c..cccouieeiiieeiiieeie e 27
5.6 Atividade enzimatica, coeficiente de extingdo molar e concentragao de
PIOLEING ..eeiiiiieeiie ettt ettt et e et e ettt e ettt e st e e sabeeesabeeesaneeenes 28
5.7 Temperatura, pH, termoestabilidade e efeito de ions nadioxigenase
............................................................................................................... 28
5.8 CINetiCa ENZIMATICA .....eeeuvieiiieiieeiie ettt ettt ettt et 29
6. RESULTADOS
6.1 ArvOre fllOZENGHCA ..........vveeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo, 30
6.2 Dominios conservados CRB2(1) e Modelagem tridimensionale docking
........................................................................................ 32
6.3 Transformagao, expressao € PUrifiCacan .......ccueeveerureeiiieniieeieerie e eiee e 33
6.4 Caracterizagdo Bioquimica de CRB2(1) ......ccccoevuieviiiiiieieiiieieeieeeeeeeeen 34
7. DISCUSSAO..uuiuiuncincisssisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 36

CAPITULO 2 ABORDAGEM METAGENOMICA BASEADA EM SEQUENCIAS
PARA ESTUDO DE BETA-LACTAMASES DE ACHOLEPLASMA

8 OBUIETIVOS . iiiiiinirinunsenssisssnssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssns 39
8. 1ODJELIVO ETAL ...eeeeiieeiiii ettt ettt sere e e 39



8.2 ObjetiVOS SPECITICOS ..oouvieuiiiiiiiiieiieie ettt 39

9. METODOLOGIA .........ereeecrneeecccssneeeccsssseecsssansecssssnsascssssssasesssnssssssssnssssssnnns 39
9.1 Montagem dos genomas a partir do metagenoma de intestino de cupim
Construgdo da arvore fllogenética..........cceeevierieriieniieniieieeie e 39
9.2 Selegao de putativas beta-lactamases...........ccccveercreeerieeencieeeree e 40
9.3 Analises filogenéticas das sequéncias de beta-lactamases .............cccecveerveennenne. 40
9.4 Modelagem, predi¢do do sitio ativo das putativas beta-lactamases ................... 40
9.5 Amplifica¢do da P.Blac ao longo do intestino de cupim............cccceevveererennnnne 41
10. RESULTADOS E
DISCUSSAOQ.....ccrrrrrrrnssssnsessassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssassases 44
11. CONCLUSOES.....ccterrerueersensensessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 54
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ocevunirnerssrsssensassssssssesssssssssssssssssssssessenes 56
13. ANEXOS...ceeeeeecrneeeecnsnseeccssnsaecsssanssessssnsssessssnsssesssasssssssssssssssssnsssssssnssssssssnsssssssnnns 62
14. PRODUCAO DURANTE (o)
DOUTORADOQ ......eeeeereeeeeccrsreeeecssssseecssssssessssssssesssssssasessssssassssssssssssssssasesssssssssns 65

13



1. INTRODUCAO

A microbiota do solo apresenta uma grande diversidade de microrganismos.
Consequentemente, suas relacdes ecologicas e fisioldgicas inexploradas tém grande potencial
para a descoberta de novos genes de resisténcia a antibidticos (ARGs — Antibiotic Resistance
Genes) (Zhang et al., 2021). A disseminagdo desses genes produz um efeito catastréfico na satde
publica, uma vez que multirresistentes sdo capazes de resistir aos antibioticos disponiveis, de
modo a prejudicar o tratamento de doengas infecciosas (Zhang et al., 2022). A estratégia
metagenOmica, aliada a andlise bioinformatica, tem a possibilidade de elucidar e entender a
relagdo entre os genes e sua func¢do na célula, bem como tragar estratégias para a vigilancia e
terapias contra bactérias resistentes a antibioticos. (Karthikeyan et al., 2021).

Esses genes estdo presentes nos mais variados microbiomas. Onde existe uma
comunidade microbiana, os genes de resisténcia estardo presentes, seja solo, agua, regides salinas,
até mesmo intestino de animais (Aalismail et al., 2019; Forsberg et al., 2019). Cada comunidade
possui relagdes intraespecificas e interespecificas em seu habitat, podendo ser tanto harmonicas
quanto desarmonicas. Por serem abundantes em diferentes habitats, um bioma pode abrigar
diferentes comunidades microbianas ainda pouco exploradas e compreendidas. Portanto, o
Cerrado abriga milhdes de microrganismos que estdo em uma rede complexa de interagcdes em
diferentes regides desse bioma demonstrando um potencial ambiente de exploracao de genes (de
Castro et al., 2011; Hofmann et al., 2021).

Dentro das riquezas de diversidade existentes no Cerrado, destacam-se a variedade de
insetos abundantes nesse bioma, bem como o proprio solo. Isso se justifica pela abundancia
taxondmica microbiana encontrada nesses ecossistemas, uma vez que em insetos, existem uma
quantidade enorme de varidveis que afetam microrganismos endossimbiontes (de Castro et al.,
2011)(Rafiqi et al., 2022) . Conquanto, o solo € o maior ecossistema que abriga a maior diversidade
de microrganismos comparado com outros ambientes. Vale ressaltar que insetos que possuem uma
alimentagdo baseada em residuos vegetais que naturalmente estdo em contato com o solo, aumenta
a possibilidade do encontro desses microrganismos do trato digestorio do inseto com os que vem
do solo (Gonzalez-Plaza et al., 2018; McMillan et al., 2019).

O solo ¢ o produto final de processos de decomposicao da rocha original, ou até
mesmo, combinacdes de rochas, vulcanicas, sedimentares, igneas. Durante seu processo de
formagdo, varias camadas sd3o formadas, em composi¢des diferentes. Dentre essas camadas, as
que mais vao apresentar microrganismos sao as mais superficiais, por apresentarem maior

quantidade de matéria organica (Karthikeyan et al., 2021; Pang et al., 2021).

Devido a sua diversidade microbiana, e consequentemente genética, o solo ¢ um
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ambiente muito complexo no que se diz respeito a interagdes ecoldgicas entre os organismos desse
nicho (Li, Yang et al., 2022) Obviamente, o solo abriga ndo s6 microrganismos, mas também
espécies mais complexas que interagem constantemente. Um filo de organismos que possuem
interagdes constantes com o solo ¢ dos artropodes. Diversas espécies de artrépodes estdo
diretamente em contato com o solo, o que possibilita um mecanismo de interagdes entre espécies
de microrganismos que sdo originais do solo com aqueles que estdo presentes de maneira
mutualistica com esses invertebrados (Schlachter et al., 2019).

Os cupins sdo os artropodes mais abundantes nos ecossistemas de solo tropical,
contribuindo para a reciclagem da matéria organica. Sua capacidade de digerir compostos
celulosicos se deve a relagdo de digestdo simbidtica com sua microbiota intestinal.
Taxonomicamente, os cupins pertencentes a familia Termitidae sao classificados como superiores
(Tokuda et al. 2001) e abrigam uma comunidade exclusivamente bacteriana (Lima et al., 2020).
Seu intestino compartimentado ¢ diferenciado em cinco segmentos (P1-P5) que variam de acordo
com a distribui¢do do nicho microbiano e o gradiente de oxigénio. Estudos anteriores mostraram
que o influxo de oxigénio penetra no contetido periférico do intestino posterior através da
superficie epitelial. Parece entdo logico que apenas as regides intestinais dilatadas (P1 e P3)
possam apresentar condi¢des anoxicas em sua regido mais interna. QOutra peculiaridade ¢ a
extrema alcalinizagdo (pH>12) do intestino posterior anterior (P1), que promove processos
autoxidativos (Santana et al., 2015).

Por fim, este trabalho tem como foco o estudo de amostras metagendmicas por
diferentes abordagens e diferentes amostras. Por esse motivo, o trabalho ird se dividir em dois
capitulos ja que existe duas abordagens em amostras diferentes. No entanto, o cerne do trabalho
estd na elucidacdo de genes de resisténcia a antibioticos em amostras do Cerrado, sendo solo e

intestino de cupim.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Metagenomica funcional e baseada em sequéncias

A metagendmica € uma técnica capaz de identificar os genes existentes em uma
determinada amostra ambiental. Isso € um avango nas pesquisas ja que ¢ uma técnica que independe
de meio de cultivo de microorganismo (de Abreu; Perdigdo; Almeida, 2021). Tal metodologia se
torna aliada aos estudos porque em amostras ambientais, apenas uma pequena parte dos
microrganismos sao passiveis de se cultivar in vitro (Patel et al., 2022).

Estima-se que o nimero de microrganismos existentes no planeta seja por volta de
10°°, sendo que uma boa parcela desse total seja de procariotos. Por serem bem diversificados e
apresentar caracteristicas unicas, os microrganismos acabam possuindo um reservatorio genético
para a exploragdo de enzimas com potencial biotecnologico (Adewale et al., 2021; Jiang et al.,
2018).

As técnicas tradicionais ou convencionais de laboratorio ndo permitem a exploragao
de maneira eficiente dessa diversidade genética. Nao somente de logistica e recursos laboratoriais,
como também diferentes condigdes para o cultivo, tais como: niveis de oxigénio, condi¢des
climaticas, nutrientes especificos de determinados ambientes, controle osmotico, interagdes entre
outros organismos, e tantos outros (Zhang et al., 2021).

A busca por metodologias independentes de cultivo vem sendo cada vez mais
necessarias para conseguir otimizar os estudos dos microrganismos e seu potencial biotecnologico
(Zhang et al., 2021b). A metagendmica possui duas abordagens: a baseada em sequéncias ¢ a
funcional (Li, Wenjun et al., 2022). A primeira se baseia na analise do DNA gendmico ambiental,
predizendo sequéncias dos genes e inferindo a ecologia dos microrganismos baseado em seu
arcabouco genético (Santos-Pereira et al., 2023). Metabarcoding e sequenciamento shotgun sao
duas técnicas moleculares usadas para analisar a biodiversidade, com diferengas importantes em
sua abordagem e resolucgao.

O Metabarcoding envolve amplificar e sequenciar um marcador de DNA especifico
(por exemplo, 16S rRNA, COI), que ¢ entdo comparado com bancos de dados de referéncia para
identificacdo taxonomica. Este método ¢ altamente direcionado, mas limitado pela escolha do
marcador, muitas vezes faltando espécies ndo-alvo. Em contraste, o sequenciamento shotgun
sequencia todo o DNA de uma amostra sem selecao prévia de marcadores especificos, fornecendo
uma visao mais abrangente da diversidade taxondmica e funcional. Embora o metabarcoding seja
mais rapido e mais economico para perfis taxonomicos especificos, o sequenciamento shotgun
oferece maior resolugdo, capturando interagdes microbianas complexas, fungdes genéticas e

genomas inteiros, embora a um custo e complexidade mais elevados.
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A abordagem da metagendmica funcional se baseia em extrair o DNA genomico total
de um ambiente e clonar em cepas de bactérias para expressao heteréloga dos genes, submetidos
a uma condicdo de interesse biotecnoldgico, como por exemplo, clonar as cepas transformadas
em placas contendo hidrocarbonetos (dos Santos et al., 2015).

Os resultados identificados nas amostras ambientais sdo comparados com banco de
dados génicos, utilizando ferramentas de bioinformatica, tanto para a abordagem funcional quanto
para baseada em sequéncia. Dessa forma, ¢ possivel relacionar por meio analises in silico

sequéncias genéticas e identificar suas provaveis funcdes na célula (Li, Wenjun et al., 2022;
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Santos-Pereira et al., 2023.

E de fundamental necessidade a existéncia de bancos de dados, e que estejam em
constante atualizagdo, justamente pela demanda de comparacao das novas sequéncias encontradas
em estudos metagenomicos (Bharti; Grimm, 2021; Liu et al., 2022). Contudo, h4d um certo viés
com a quantidade de anotagdes gendmica realizada ao longo dos anos. A maior parte das
sequéncias anotadas vem a partir de outras também anotadas, em outras palavras, a parte
experimental vem sendo cada vez mais deixada de lado. Apesar da robustez da predi¢ao dos
softwares, existe ainda uma cautela sobre as fun¢des observadas experimentalmente. Dessa forma,
a metagendmica funcional se torna essencial, j4 que sua abordagem contribui com a parte
experimental dos genes e proteinas encontrados (Bharti; Grimm, 2021; Liu ef al., 2022).

Por isso, este trabalho possui como pilar principal, explorar as diferentes abordagens
metagendmicas e, caracterizar bioquimicamente uma dioxigenase encontrada pela abordagem
funcional em amostras do solo do Cerrado. Bem como analisar recursos genéticos e metabolicos
existentes em microrganismos simbiontes de intestino de artropodes, a fim de identificar possiveis

genes com interesse biotecnoldgico.

2.2. Cerrado: um hotspot de biodiversidade

O Brasil ¢ um pais com alta diversidade de espécies, tanto vegetais quanto animais.
Sendo um pais de propor¢des continentais apresentando biomas caracteristicos que compdem essa
biodiversidade total. O Cerrado ¢ um bioma brasileiro de destaque, uma vez que ocupa uma
extensa proporc¢do do territorial, cerca de 23%, sendo o segundo maior bioma brasileiro. Nao
obstante, o Cerrado se destaca como um bioma importante do pais, ndo somente pelo setor
econdmico como também abriga uma alta biodiversidade de espécies (Colli; Vieira; Dianese,
2020).

O bioma Cerrado ¢ caracterizado por diferentes fitofisionomias, o que ocasiona
diferentes microclimas em sua disposi¢do geografica. De maneira geral, o clima do Cerrado ¢
definido como tropical sazonal, com duas temporadas bem caracteristicas e definidas, uma seca
de maio a setembro e uma estagao chuvosa de outubro a abril. Contudo, existem os microclimas
de cada tipo de vegetacao que proporciona diferentes habitats e nichos para as mais diversas
espécies (Amaral et al., 2017).

Dentro desse bioma, diferentes fitofisionomias compdem a vasta diversidade de
espécies tanto microbiologicas e macrobiologicas, divididas em diferentes formacgdes: savanicas,
campestres e florestais (Calixto Junior ef al., 2021). Cada uma delas possui recursos hidricos
diferentes, vegetacdes diferentes, o que cria diversos habitats e nichos para uma taxonomia

diversificada (Durigan; Hermoégenes de Freitas; Rodrigues, 1994).
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O Cerrado por suas caracteristicas fisico-quimicas precisa de correcdo dos niveis de
acidez para sua utilizacao no setor agricola. Apods esse processo, conhecido como calagem, o solo
do Cerrado se torna um excelente ambiente para monoculturas em larga escala.
Aproximadamente, seis a cada 10 hectares sdo propicios para agriculturas. Isso acarretou um
decréscimo da area nativa desse bioma ao longo dos anos. Economicamente, as atividades
pecuarias e cultivo de graos representa um quarto da producao nacional, somente no bioma
Cerrado. Gragas a sua versatilidade para atividades agropecudrias, mais da metade da sua extensao
territorial ja foi degradada para essas produgdes. Por isso, atualmente existe uma enorme pressao
para a conservagdo e manutencdo desse bioma (Durigan; Hermdgenes de Freitas; Rodrigues,
1994; Matos et al., 2020).

Além disso, naturalmente ¢ caracteristica desse bioma as queimadas. Isso provoca
grandes prejuizos a biodiversidade. Ha algumas estimativas que uma entre cinco espécies
endémicas do Cerrado consigam sobreviver nas areas protegidas. Gracas a politicas de
conservagdo, existem pequenas areas protegidas (Durigan; Hermogenes de Freitas; Rodrigues,
1994). No entanto, isso aumenta a necessidade de ampliagdo de medidas protetivas, a fim de
garantir a manutencao e equilibrio ecologico e atividades humanas. Com isso, tem-se que apenas
uma pequena parcela do potencial bioldgico e biotecnoldgico foi explorado desse bioma. Sua
diversidade ecoldgica e sua importancia ambiental exerce um fundamental equilibrio natural em
muitas espécies existentes no Cerrado (Rodrigues et al., 2022).

Portanto, explorar os diversos nichos genéticos ¢ fundamental para a obten¢ao de novas
aplicacdes ou processos biologicos capazes de suprir a demanda em diversos setores como:
industrial, farmacéutico, cientifico; bem como ajudar a compreender a complexa rede de
interacdes ecologicas presentes nesse bioma. Esses habitats revelam importantes nichos e
reservatorios genéticos com uma complexa rede de interagdes entre os microrganismos que vivem

nesses locais.

2.3. Solo e sua diversidade taxondomica microbiana

O solo ¢ o produto de processos de decomposi¢ao da rocha original, ou até¢ mesmo,
combinagdes de rochas, vulcanicas, sedimentares, igneas. Durante seu processo de formacao,
varias camadas sdo formadas, apresentando em umas composi¢des diferentes. Dentre essas
camadas, as que mais vao apresentar microrganismos sao as mais superficiais, por apresentarem
maior quantidade de matéria organica. No entanto, apenas uma pequena fracdo dos
microrganismos ¢ cultivavel (Li, Yang et al., 2022).

Em especial, o solo do Cerrado possui caracteristicas fisico-quimicas bem

particulares, como: riqueza de aluminio, pobreza de nutrientes, pH mais acido. Apesar dessas
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caracteristicas gerais, cada fitofisionomia do Cerrado pode apresentar oscilagdes fisico-quimicas
devido suas peculiariedades de micro-clima, vegetacdo e entre outros fatores abioticos e bidticos. Do mesmo
modo, o impacto ambiental pode levar a maiores alteragdes na composicao temporaria das
espécies de microrganismos. Levando ainda em consideragdo que € possivel restabelecer o
microbioma por eventuais processos de sucessao ecologica.

Em um contexto geral, ja foi descrito em alguns trabalhos a composi¢do do
microbioma de algumas amostras do solo de Cerrado, como ja descrito em (de Castro et al., 2011;
dos Santos et al., 2015; Procopio; Barreto, 2021). Os filos de bactéria mais representativos nas
amostras estudadas foram: Proteobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria. Devido a sua
diversidade microbiana, e consequentemente genética, o solo ¢ um ambiente muito complexo no
que se diz respeito a interagdes ecoldgicas entre os organismos desse nicho. Dentro dessas relagdes,
uma que se destaca ¢ a competicdo, uma vez que microrganismos competem para garantir a
obtenc¢do dos melhores recursos (Vuong; Zeng; Man, 2020).

Uma classe de produtos da relacdo de competicao € a expressao de proteinas com
funcdo antibiotica, nocivos a outros microrganismos. Em resposta, os competidores ativam genes
de resisténcia contra os antibioticos, na medida que as substincias entram em contato com a célula
(Sanderson et al., 2016).

Nesse sentido, o solo possui um papel fundamental na composi¢cao do conjunto de
genes de resisténcia, e, portanto, um potencial para a exploragdo de novos antibidticos para uso
terapéutico (Vaz-Moreira; Nunes; Manaia, 2014). Compreender a relacdo sobre a produgdo e
funcdo dos genes de resisténcia a antibidticos ¢ de interesse para a saude publica. J& que, ndo
necessariamente os genes que promovem resisténcia possuem essa fungao exclusiva. Em outras
palavras, € possivel que esses genes estejam direcionados para outros mecanismos celulares, além
da conhecida funcdo de resisténcia (Jiang et al., 2018).

A fim de elucidar e relacionar a conexdo de genes de resisténcia entre ambientes
variados, técnicas biotecnologicas como metagendmica e bioinformatica sao utilizadas com o
intuito de identificar as regides génicas comuns a partir do DNA total de uma determinada amostra

em distintos habitats.

2.4. Riqueza taxonomica de microrganismos simbiontes de artropodes

A fim de compreender a dinamica de um ecossistema, vale ressaltar a importancia da
biodiversidade para esse processo, sendo incluidos principalmente os microrganismos. Afinal, sao
0s principais personagens para a reciclagem dos elementos envolvidos nos processos
biogeoquimicos (Lima et al., 2020; Santana et al., 2015; Schapheer; Pellens; Scherson, 2021).

A comunidade microbiana pode ser classificada em dois grupos principais: de vida
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livre e aqueles que estdo associados a outros organismos (Cornwallis et al., 2023). Individuos
multi e pluricelulares tem associagdo com microrganismos. A interacdo com seus hospedeiros
permite uma dindmica diferenciada e que talvez ndo seria compativel com a sobrevivéncia do
hospedeiro caso ela ndo existisse (Duron; Hurst, 2013).

No caso de invertebrados terrestres, essa interagdo dos microrganismos simbiontes
com seus hospedeiros tem papel fundamental na reciclagem de matéria organica tanto animal
quanto vegetal. A microbiota participa ativamente de processos bioldgicos como: nutri¢do,
reproducgdo entre outros. A alteracdo do equilibrio microbiolégico do hospedeiro pode acarretar
prejuizos a sua saude e pode provocar ao detrimento de tecidos do organismo pluricelular
(Cornwallis et al., 2023; Silva et al., 2023).

Juntamente com a fisiologia do artropode, os microrganismos simbiontes ajudam nos
processos de digestdo de matéria organica, liberando um complexo enzimatico que atua na
desconstrugao de biopolimeros (Guéganton et al., 2022). Sdo varias espécies que se beneficiam
dessa relagdo ecoldgica com microrganismos, tais como: formigas, besouros, miridpodes, baratas,
cupins, os famosos tatuzinhos de jardim, entre outros (Zhao; Lin; Guo, 2022).

Os cupins sao insetos xilofagos, que se alimentam de matéria lignoceluldsica. Sao
capazes de consumir celulose e lignina gracas a interagdo com 0s microrganismos simbidnticos
(Curtis; Sperandio, 2011). Existe uma diversidade microbiana nesse microbioma, constituido de
procariotos e eucariotos. O taxon Flagellatos sdo responsaveis pela quebra de celulose, enquanto
0s procariotos contribuem para os outros componentes do material lignoceluldsico. Ja foi
demonstrado que essa associacdo de cupins e microrganismos ¢ capaz de biodegradar 10% de
carbono do solo (Aubé et al., 2022; Duron; Hurst, 2013; Zhao; Lin; Guo, 2022).

J& existem trabalhos que demonstram uma diversidade taxondmica de
microragnismos simbiontes de cupim: Firmicutes, Bacteriodetes e Spirochaetes. Justamente por
haver sempre uma introdugdo de microrganismos de solo no instestino de cupim, aumenta a
incidéncia de competicdo entre essas espécies (Guimaraes et al., 2020). Gragas a essa disputa
natural, vérias respostas bioldgicas sdo ativadas para possibilitar a sobrevivéncia das espécies.
Nesse contexto, os genes de resisténcia a antibioticos permitem que as bactérias suportem esse

estresse biotico.
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2.5. Prospeccio de enzimas com interesse biotecnologico

Tanto o solo como os artropodes possuem uma riqueza de microbiomas que podem
ser explorados em nivel gendmico. Varias classes de enzimas ja sdo identificaveis por estudos
metagendmicos, lipases, dioxigenases, celulases, proteases, entre varias outras. Varios genes
aparecem e desaparecem conforme a for¢a de sele¢ao natural, o que indica adaptabilidade génica
dos microrganismos (Prayogo et al., 2020; Wani et al., 2022).

A importancia de descrever e caracterizar essas enzimas reside no fato de sua aplicagdo
biotecnoldgica. Diversas enzimas sdo utilizadas na induastria, como por exemplo: celulases e
amilases para remogao de oleos, lipases sdo utilizadas para produgao de biodiesel e diversas outras
(Patel et al., 2022; Robinson, 2015).

Como os microrganismos estdo em constantes interagdes ecologicas, principalmente
de competicdo, seja interespecifica ou intraespecifica, se destacam a presenca de genes que
permitem a sobrevivéncia desses microrganismos frente a uma série de toxinas ou outros
compostos liberados por seus competidores naturais (Hadi et al., 2021). Gragas a essa interacao,
¢ possivel identificar enzimas, genes, metabolicos que sejam eficientes ou no combate ou na defesa
dos microrganismos (Belanger et al., 2022).

Os genes sdao conhecidos como ARGs (Antibiotic Resistance Genes) e sao
responsaveis por conferir o fenotipo de resisténcia microbiana a diferentes tipos de estresses
bidticos sdo conhecidos como genes de resisténcia a antibioticos (Toth et al., 2023). Esses genes
podem ser transferidos lateralmente e horizontalmente entre as espécies de microrganismos. A
existéncia desses genes ja era conhecida, no entanto, existe uma dindmica no comportamento
desses genes em relagdo ao seu aparecimento e sobretudo sua dispersdo ao longo do ambiente
(Zhang et al., 2022a).

Existem diferentes tipos de ARGs que atuam de diferentes maneiras nas células,
betalactamicos por exemplo atuam na parede celular, outras ARGs possuem estratégias de
inativagdo das moléculas, bombas de efluxo que secretam os antibioticos para fora da célula e
entre outros (Larsson; Flach, 2022).

Analises ambientais mostram a existéncia de ARGs em diferentes ambientes, entre
eles: solo, agua, sedimentos; e em todos existe a possibilidade de transferéncia horizontal de
genes. Estudos relatam que os ARGs sdo considerados potenciais poluentes ambientais e por conta
disso atraem aten¢do de pesquisadores (Larsson; Flach, 2022; Toth et al., 2023). Isso se justifica
pela capacidade desses genes serem os contaminantes € chegar a rede urbana. Portanto, levariam
a capacidade da multirresisténcia para microrganismos patogénicos nos centros urbanos. De
acordo com (Vaz-Moreira; Nunes; Manaia, 2014); ha hipdteses de que o ciclo de 4gua urbana,

juntamente com espécies de organismos superiores possam representar uma rede de conexao entre
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diferentes matrizes ambientais.

Existem bancos de dados especificos para caracterizagdo de uma provavel sequéncia
de ARGs, como por exemplo: CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance DataBase) (Alcock
et al.,2023), ARGO (Antibiotic Resistance Genes Online) (Scaria; Chandramouli; Verma, 2005).
Dentre esses 0 ARGO foca em vancomicina e beta lactamicos. Além disso, € possivel filtrar por
sequéncias curadas manualmente, porém ha uma dificuldade de procurar por dados em uma vasta
literatura, uma vez que bancos de dados requerem uma grande quantidade de sequéncias para que
seja um banco com uma maior precisao.

Uma vez encontrada uma sequéncia de interesse biotecnoldgico, existe a demanda por
ensaios bioquimicos para caracterizagdo dessas proteinas ou outras moléculas. Isso abastece e

fortalece a predicao de sequéncias pelos softwares e banco de dados em estudos posteriores.

2.6. Dioxigenases e a CRB2(1)

As dioxigenases sdo um grupo importante de enzimas que catalisam a incorporacgao de
atomos de oxigénio molecular em substratos organicos. Estas enzimas desempenham papéis
cruciais em varias vias metabolicas, incluindo a degradacdo de compostos aromaticos e a
biossintese de metabolitos secundarios. A compreensdo detalhada das dioxigenases, incluindo sua
estrutura, mecanismo de agao, classificacdo e aplicacdes biotecnologicas, ¢ essencial para o avango
da biotecnologia (Kimura et al. 2006).

Essas enzimas, geralmente, contém um sitio ativo que possui ions, como ferro ou
cobre, que sdo essenciais para a ativagdo do oxigénio molecular. O mecanismo de agdo das
dioxigenases envolve a ligacdo do oxigénio molecular ao ion no sitio ativo, seguida pela ativacao
e inser¢ao do oxigénio no substrato. Este processo ¢ mediado por uma série de estados de oxidacao
e rearranjos eletronicos que permitem a oxidacgdo especifica e eficiente dos compostos organicos
(Lee et al. 2011).

As dioxigenases sdo amplamente classificadas em duas categorias principais com base
na posicao da inser¢ao de oxigénio no substrato aromatico: intradiol e extradiol. As classificadas
como dioxigenases intradiol catalisam a clivagem do anel aromatico entre dois grupos hidroxila.
J4 as dioxigenases extradiol catalisam a clivagem do anel aromético entre um grupo hidroxila e
uma ligagdo dupla adjacente. As extradiol dioxigenases t€ém uma maior diversidade de substratos
comparadas as intradiol (Schlachter et al. 2019; Sidhu et al. 2019).

As dioxigenases tém aplicagdes biotecnologicas significativas, particularmente nas
areas de bioremedia¢do devido a sua capacidade de degradar compostos aromaticos recalcitrantes.
Elas podem ser empregadas no tratamento de solos e 4guas contaminadas por poluentes organicos,

como benzeno, tolueno, xilenos e HPAs. Estas enzimas transformam compostos toxicos em
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produtos menos nocivos, facilitando sua remocao do ambiente (Huang et al. 2015; Werwath 1998).

Alternativamente, essas enzimas podem ser aplicadas na engenharia de vias
metabolicas para a produgao de biocombustiveis e bioplasticos. A inser¢ao de genes codificantes
para dioxigenases em microrganismos pode aumentar a eficiéncia de processos biotecnoldgicos,
permitindo a conversdo de residuos organicos em produtos uteis de forma sustentavel (Hernandez-
Ortega et al. 2015; Kaldunska et al. 2021).

As dioxigenases representam uma classe de enzimas com um potencial biotecnologico
extraordinario. Sua capacidade de catalisar reagdes de oxidagdo complexas e especificas as torna
ferramentas indispensaveis em diversas aplicagdes industriais e ambientais. O avango no
entendimento de sua estrutura, mecanismos de acdo e papel em vias metabdlicas ¢ fundamental
para explorar plenamente suas capacidades e desenvolver novas tecnologias (Adewale et al. 2021;
Mark R. HarpelS and John D. Lipscomb 1990).

As gentisato dioxigenases sdo uma classe especifica de enzimas dentro da familia das
dioxigenases, que desempenham um papel crucial na degradagdo de compostos aromaticos,
particularmente os acidos fendlicos, em diversos ambientes. Essas enzimas catalisam a
incorporagdo de duas moléculas de oxigénio em seus substratos, resultando na abertura da estrutura
aromatica e, consequentemente, na formacao de produtos que sdo mais facilmente assimilados por
organismos (Werwath 1998)

O mecanismo de acdo dessas enzimas geralmente envolve a coordenacao de um ion
metalico, frequentemente ferro, no centro ativo da enzima. Este ion metalico facilita a ativacao do
oxigénio molecular, permitindo a sua reacdo com o substrato. A sequéncia do evento pode ser
descrita em varias etapas, incluindo a formac¢ao de um complexo de enzima-substrato, a ativacao
do oxigénio molecular e a clivagem do anel aromatico, culminando na formacao do produto final
(Subbotina et al. 2021).

As gentisato dioxigenases sdo de grande interesse biotecnoldgico devido a sua
capacidade de degradar compostos aromaticos, que sdo comuns poluentes ambientais. Compostos
como fendis, cresodis e outros derivados aromaticos sdo frequentemente encontrados em efluentes
industriais e representam um risco significativo para o meio ambiente devido a sua toxicidade e
persisténcia (Asimakoula et al. 2022).

Além disso, nosso grupo de pesquisa identificou que uma dioxigenase isolada do solo
do Cerrado foi responsavel por conferir a um clone metagendmico a resisténcia ao antibidtico
carbenicilina, denominada CRB2(1)(1), em Escherichia coli. Andlises estruturais e enzimaticas
indicaram que o inserto ¢ uma extradiol dioxigenase com dominio bicupina, provavelmente uma
gentisato 1,2-dioxigenase (GDO). Essas enzimas s3o cruciais no metabolismo de compostos
aromaticos, destacando seu potencial para aplicacdes em biorremediagdo. Esse achado revela uma

nova funcao pouco explorada na literatura, onde proteinas de outras vias metabdlicas demonstram
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capacidades in vitro diferentes das esperadas por estudos de seus genomas e proteomas (de Castro

et al. 2011; dos Santos et al. 2015).

3. JUSTIFICATIVA

Um grande avango no tratamento de doengas causadas por microrganismos foi a
descoberta de antibioticos. No entanto, algumas bactérias desenvolveram a caracteristica de se
tornarem resistentes a esses agentes, demonstrando a capacidade de adaptagdo perante condigdes
desfavoraveis. Para tanto, a compreensao da disseminacao de ARGs pode favorecer e contribuir
com o entendimento sobre resistomas dos microrganismos (Larsson; Flach, 2022; Zhang et al.,
2022a). Dessa forma, ¢ possivel aumentar a busca por uma variedade de antibidticos de origem
ambiental.

Muitos estudos demonstram a importancia da ecologia microbiana ambiental no
aparecimento de ARGs. Nao obstante, esses genes podem codificar proteinas que possuam
afinidade com mais de um substrato. Dessa forma, € possivel utilizar esses genes para aplicacdes
biotecnoldgicas, uma vez as ARGs podem apresentar dualidade de funcdo. Portanto, o solo ter
uma variedade de comunidade de microrganismos se torna um candidato fundamental para o
aparecimento de genes de interesse biotecnoldgico e terapéutico (Cifuentes-Croquevielle;
Stanton; Armesto, 2020; de Araujo et al., 2018).

O solo ¢ um ambiente que apresenta uma biodiversidade microbiana vasta e complexa.
Por suas caracteristicas fisico-quimicas, comporta uma variedade de microrganismos. Nao
obstante, a disponibilidade de matéria orgéanica ¢ relativamente alta, favorecendo o aparecimento
de microrganismos heterotrofos. No entanto, existem outros fatores, como por exemplo: a textura,
estrutura, componentes do solo, que afetam a distribui¢do dos microrganismos. Porém, mesmo
variando suas caracteristicas, solos desérticos, imidos, aridos, todos possuem uma rica
biodiversidade microbiana.

Interagindo com esse fator abidtico, existem seres vivos em diferentes niveis de
organizacdo e troéficos. Dentro desse contexto, os cupins, artropodes da classe insecta, se destacam
por estarem inseridos em diferentes papéis de importancia ecologica em seu nicho. Sao
organismos que vivem no solo, se alimentando de matéria organica vegetal. Existem em diferentes
locais, possuindo uma variedade de espécies, sendo encontrados inclusive em regides aridas.

O sucesso da disseminacdo do cupim tem relacdo direta com a relagdo ecologica e os
microrganismos simbiontes que habitam o intestino. Existe uma grande diversidade de espécies
simbiontes que auxiliam no processo de absor¢do de matéria organica vegetal dentro do corpo do
cupim. Ecologicamente, essa associacdo permite uma interacdo com o solo ocasionando

mudangcas do solo, vegetacao e eventualmente a paisagem. Nao obstante, a associagao simbiotica
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influéncia na diversidade microbiana do solo bem como na diversidade de espécies vegetais.

Portanto, esse trabalho se justifica pela compreensdo e caracterizagdo de uma
dioxigenase encontrada em solo do Cerrado, bem como explorar o potencial genético de
microbioma dos simbiontes de intestino de cupim. A partir desse momento, a tese se divide em dois
capitulos. Isso ¢ motivado pelas diferencas de analises realizadas para cada tipo de amostra, da

mesma sorte, seguem abordagens metagenomicas distintas.
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CAPITULO 1

ABORDAGEM DA METAGENOMICA FUNCIONAL
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE UMA DIOXIGENASE ISOLADA DE
SOLO DE CERRADO.

4. OBJETIVO

Identificar genes associados a resisténcia microbiana das bibliotecas metagendmicas
isoladas de solo do Cerrado, a fim de caracteriza-los bioquimicamente, explorando também suas

caracteristicas biorremediadoras quando presentes

4.1. Objetivos especificos

1. Identificacdo por bioinformatica das ORFs (Open Reading Frames) na
biblioteca metagenomica

2. Transformacao de cepas de Escherichia coli com o plasmideo pet24-a
contendo o gene da CRB2(1) identificado na biblioteca.

3. Expressar em sistema heterologo de bactéria E. coli o gene da CRB2(1)

4. Purificar a CRB2(1) em colunas de cromatografia

5. Caracterizar a proteina bioquimicamente

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Biblioteca metagenomica, identificagdo, isolamento de CRB2(1)

A construcdo da biblioteca metagenomica, a identificacdo da resisténcia e o
isolamento do fenotipo CRB2(1) foram descritos em estudos anteriores (de Castro et al., 2011;
dos Santos et al., 2015). Foram construidas duas bibliotecas metagendmicas com amostras de solo
do Cerrado stricto sensu para isolar clones resistentes a nove antibiéticos B-lactamicos, incluindo
amoxicilina, ampicilina, carbenicilina, entre outros. No total, foram isolados 62 clones resistentes
a cinco dos nove antibidticos testados, em bibliotecas de pequenos e grandes insertos. Quatro
clones de pequenos insertos (AMX3, CFX12, CRB2 e PG17) foram selecionados para testes
subsequentes. Esses clones demonstraram resisténcia a multiplos antibidticos e tiveram sua
concentragdo inibitéria minima determinada. Sequenciamento revelou ORFs relacionados a

resisténcia antimicrobiana, biorremediagdo de solos e sinalizagdo microbiana. Essas sequéncias
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foram selecionadas para estudos posteriores.

5.2 Arvore filogenética

A sequéncia de aminoacidos da CRB2(1)(1) foi alinhada com um banco de dados de
dioxigenase curado com o dominio cupina do banco de dados AromaDeg (Duarte et al., 2014). O
alinhamento da sequéncia de proteinas foi realizado no MAFFT v.7.427 (Katoh, 2002) usando
parametros padrao. O alinhamento de multiplas sequéncias do banco de dados com a dioxigenase
foi aparado usando o software trimAl v1.4.rev22 (Capella-Gutierrez; Silla-Martinez; Gabaldon,
2009) com parametros padrao. Posteriormente, uma arvore filogenética de méxima similaridade
foi construida usando FastTree v.2.1.11 (Price; Dehal; Arkin, 2009) com parametros padrao e um
teste de 1000 bootstrap.

5.3 Modelagem de homologia da estrutura tridimensional e andlise de
docking molecular

Um modelo 3D de CRB2(1) foi construido usando o software Modeller v9.22 (Webb;
Sali, 2016) com base na estrutura cristalina da gentisate 1,2-dioxigenase de Silicibacter pomeroyi
(GDOsp) (PDB ID 3BU7, resolugio 2,80 A, residuos 17 - 374) (Chen et al., 2008). Os
heteroatomos Fe?* colocados no centro ferroso dos dominios cupina do molde da proteina foram
mantidos durante o calculo do modelo. O modelo foi validado usando os servidores online
PROCHECK (Laskowski et al., 1993), Verify3D (Liithy; Bowie; Eisenberg, 1992) e ProSA
(Benkert; Kiinzli; Schwede, 2009).

A andlise de foi realizada entre o modelo de CRB2(1) e as moléculas carbenicilina,
acido gentisico e guaiacol. As simulagdes de encaixe foram realizadas com AutoDock Vina (Trott;
Olson, 2009). As moléculas de 4gua foram removidas da estrutura da proteina. A proteina e os
ligantes foram preparados com o software MGLTools. Duas caixas de grade foram selecionadas
abrangendo as cavidades dos dominios N- (center x =57,552, center y
=23,744, center z= 17,684, size x =30, size y =30, size_z=30) e C-cupina (center x =57,552,
center y=23,744, center z=17,684, size x =30, size_y =30, size z
=30). Os parametros exaustividade, num_modes e energy range foram definidos com os valores
de 256, 20 e 10, respectivamente.

5.4 Transformacgdo, expressdo e purifica¢do

Células competentes de Escherichia coli BL21-DE3 foram transformadas por choque
térmico com o vetor pet24-a contendo o gene CRB2(1) carregando uma His-tag C- terminal. Apds
a transformacao, as c€lulas foram cultivadas em 1 mL de meio LB por uma hora a 37°C. Em
seguida, foram espalhadas em placas com meio LB-4gar contendo canamicina 30 pg/mL,
conforme recomenda¢do do fabricante. As colonias positivas foram inoculadas em meio auto-

indutor, 100 mL por 16 horas a 26 °C (Studier, 2005). Em seguida, as células foram centrifugadas
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a 10.000 g/4°C por 10 minutos. Eles foram ressuspensos em 20 mL de tampao Tris-HCl 50 mM
pH 8 contendo NaCl 1 M e imidazol 10 mM. Posteriormente, a ressuspensao celular foi sonicada
a40% de amplitude por 10 min (os ciclos on/off de 30s) (SONICS® Vibra-Cell TM VC 750, EUA)
e armazenada a 4° C para purificagdo, de acordo com o manual (The QIAexpressionist A handbook
For high-level expression and purificationof 6xHis-tagged proteins, 2016).
A purificacdo de CRB2(1) foi realizada usando 1 mL de resina Ni-Nta QIAGEN Nickel
Agarose (Qiagen, DE) em uma coluna de 25 mL para cromatografia de fluxo por gravidade. A
resina foi equilibrada com 25 mL de tampao de suspensdo celular, 50 mM Tris-HCI pH 8
adicionado 1 M NaCl e 20 mM Imidazole. Em seguida, 5 mL da parte soluvel do lisado celular
contendo CRB2(1) foram carregados. Logo apds a resina foi lavada com 100 mL de tampao (50 mM
Tris-HCl pH 8, 1 M NaCl, 20 mM Imidazole e 0,2% (v/v) Triton X-100). A proteina foi eluida com
2 mL de tampao de eluicdo (50 mM Tris- HCI pH 8, 300 mM NaCl e 500 mM Imidazole). A
proteina purificada foi armazenada a -20 °C para caracterizagdo. O gel SDS- PAGE foi utilizado
para confirmar a expressdo da enzima, bem como sua purificacdo, sendo corado em azul de
coomassie e para garantir o grau de pureza, em nitrato de prata. Preparag¢do da solu¢do de corante:
0,1% de Coomassie Blue G-250, 25% de metanol, 5% de &cido acético. O gel foi colocado na solugao
de Coomassie Blue), para permitir a fixagcdo das proteinas. Apos o periodo de incubagdo, adicione a
solucdo descolorante (geralmente contém metanol e acido acético) para remover o excesso de corante
e deixar visiveis as bandas de proteina. O gel foi corado com prata utilizando um protocolo que
envolve vdrias etapas. Inicialmente, o gel foi imerso em uma solucao fixadora, aquecida por 30
segundos no micro-ondas e deixada por 5 minutos na bancada. Em seguida, foi tratado com etanol a
30 ou 50%, seguindo o0 mesmo procedimento de 30 segundos no micro-ondas e 5 minutos na bancada.
O proximo passo envolveu o uso de tiossulfato, também com 30 segundos de aquecimento no micro-
ondas e 2 minutos de repouso. Apds duas lavagens com agua destilada, o gel foi tratado com solugao
de prata, aquecido por 30 segundos e deixado por mais 2 minutos na bancada. Ap6s uma lavagem
rapida de 1 minuto com agua, a solucdo reveladora foi aplicada. Finalmente, o gel passou por uma
etapa de descoloracdo. As solugdes usadas foram preparadas da seguinte maneira: as solugdes
fixadoras e descolorantes continham 50 mL de etanol e 12 mL de acido acético, ajustados para um
volume final de 100 mL. A solugdo de tiossulfato foi feita com 0,04 g de tiossulfato em 200 mL de
agua. A solucao de prata foi composta de 0,2 g de nitrato de prata (AgNOs) e 100 pL de formaldeido,
ajustada para 100 mL. A solu¢do reveladora continha 6 g de carbonato de sodio, 100 pL de

formaldeido e 2 mL de tiossulfato.

5.5 Western Blotting
Ap6s a purificagdo, 400 pL. de CRB2(1) foram precipitados em 75% de TCA para

correr em um gel de 12% SDS-PAGE. Apos a eletroforese, o Western Blotting foi realizado de
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acordo com o protocolo descrito pelo sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Hercules, EUA) e
visualizado ap6s coloragcdo com Coomassie Brilliant Blue. As proteinas presentes no SDS-PAGE
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, EUA) através do sistema
de eletroblotting (Trans-Blot Turbo, Bio-Rad, Hercules, EUA) por 15 minutos a 1,3A e 25V. Apds
esse periodo, a membrana foi bloqueada com 10mL da solugdo bloqueadora (1x PBS mais 0,1%
Tween-20, com 0,2% (p/v) de leite desnatado) por 30 minutos em temperatura ambiente seguido
de trés lavagens com 10mL de tampao de lavagem (1x PBS-T) por trés minutos também em
temperatura ambiente. Apds a lavagem, a membrana foi incubada em 10 mL de solu¢dao de
bloqueio mais anticorpo monoclonal anti-6x HIS tag® (Thermo Fisher, EUA) (0,33 pg/mL) por
uma hora em temperatura ambiente, seguido de lavagem com 1 x PBS-T trés vezes por trés
minutos. Posteriormente, a membrana foi incubada em 10mL de 1 x PBS com conjugado anticorpo
anti-camundongo (criado por cabra) com fosfatase alcalina (0,33 pg/mL) por uma hora em
temperatura ambiente, e apds este periodo, o procedimento de lavagem foi realizado semelhante
ao descrito anteriormente. Para a coloracdo da membrana, foi utilizado o sistema NBT/BCIP

(Thermo Fisher Scientific, EUA).

5.6 Atividade enzimatica, coeficiente de extingdo molar e concentragdo de proteina

A atividade enzimatica de CRB2(1) foi medida pela clivagem do substrato 4cido
gentisico (4cido 2,5-diidroxibenzdico Sigma-Aldrich, EUA). A clivagem do substrato pela
enzima foi medida pelo aumento da absor¢cdo de luz em 330nm, indicando a formacao de
maleilpiruvato, previamente descrito (Huang ef al., 2015). A reag¢do enzimatica foi realizada em
um volume total de 405uL, dividido em 50puL da enzima purificada, 250uL de tampao Tris-HCl
pH 7,0, 100uL do substrato (acido gentisico 10mM) e SuL de FeCls. As reagdes foram incubadas
a 30°C por 30 minutos e a absorbancia foi medida no espectrofotometro, SpectraMax M3
(Molecular Devices, San Jose, CA, EUA). A concentragdo de proteina foi obtida por leitura em
espectrofotometro a 280 nm. O coeficiente de extingdo molar da proteina foi estimado com base
na sua sequéncia de aminodacidos, no valor de 57870 M! cm™!. A concentra¢do de proteina foi
dae 105 pg/mL. Uma unidade enzimatica ¢ definida como a quantidade de enzima que produz 1

umol de maleilpiruvato por minuto a 23°C

5.7 Temperatura, pH, termoestabilidade e efeito de ions na dioxigenase
O efeito da temperatura na Dioxigenase foi determinado usando o ensaio enzimatico,
conforme descrito acima, e temperaturas variando de 30 °© C a 80 ° C. O efeito do pH foi medido

variando o tampao usado no ensaio enzimatico. Para pH 3 a 6, foi utilizado tampao citrato de
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sodio. Para pH entre 7 a 9, foi utilizado o tampao Tris-HCI. E para pH 10, o tampao de glicina
balanceado com NaOH, todas as solugdes em concentracdo de S0mM dos seus respectivos
componentes. A termoestabilidade foi realizada condicionando a enzima purificada a 30°C e
coletando aliquotas em intervalos de 30 minutos, seguido do ensaio enzimatico. O teste de ions
foi realizado trocando o cofator de ferro por manganés, magnésio, cobre e cobalto, todos em
concentragdo de estoque de S0mM. As leituras de absorbancia a 280 nm foram determinadas

usando um SpectraMax M3 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA).

5.8 Cinética enzimatica

A cinética foi realizada de acordo com o teste de atividade enzimatica. Os parametros
cinéticos de Kcat, Vmax e Km foram determinados usando 150 nM de CRB2(1) purificado. O
acido gentisico variando de 10 mM a 500 mM foi usado como substrato. Todas as medi¢des de
atividade enzimatica foram realizadas em triplicata. Os dados foram ajustados ao modelo de
cinética enzimatica de Michaelis-Menten, e a curva com melhor coeficiente de determinagdo (R2)
foi utilizada para determinar Km e Vmax. Os parametros cinéticos foram calculados usando o
software SigmaPlot da empresa Systat Software Inc. O coeficiente de extingdo molar do substrato

de 10,8 x10* cm™ M foi usado no calculo da atividade especifica.
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6. RESULTADOS

6.1 Arvore filogenética da CRB2(1) com a familia Gentisato Dioxigenases
Um total de 426 sequéncias de proteinas com dominio cupina, do banco de dados
Aromadeg, foram usadas para a construgao da arvore com CRB2(1). Durante o alinhamento de
sequéncias, o software Trimmal foi usado a edicdo e limpeza das sequéncias. A sequéncia
CRB2(1) alinha-se com um subgrupo de proteinas do dominio cupina, e sua sequéncia difere de

todos os grupos (Fig. 1a). As sequéncias estdo disponiveis no arquivo complementar Tabela 1.
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YP 785145|Bordetella avium 197N|Non

WP 020656210/Massilia niastensis|MNon

WP 019719297|Ralstonia solanacearum|MNon
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WP 018460123|Mesorhizobium sp WSM4349|Non
WP 017523319|Pusilimonas noertemanniilNon
YP 004682878|Cupriavidus necator N-1|Non
BAH89451|uncultured bacterium SuenagalMon
WP 018989613|Azoarcus toluclasticus|Mon

YP 160223|Aromatoleum aromaticum EbN1|Mon
WP 020795254|Pseudomonas sp G5|[Non

WP 009690132|Burkholderia sp TJI49|Mon

YP 005044286|Burkholderia sp Y123|Mon

WP 007581127|Burkholderia sp BT03|Mon

YP 675812|Mesorhizabium sp BNC1|Mon

YP 004834259 Sphingobium sp SYK-6|Non

WP 005464 779|Saccharomonospara glaucalMNon
WP 017776274|Burkholderia kururiensis|MNon

Figura 1: Arvore filogenética mostrando CRB2(1)(1) incluido na familia de enzimas gentisato da
superfamilia de dominio cupin de dioxigenases extradiol. De acordo com o alinhamento e projecdo da
arvore, CRB2(1)(1) esta no cluster XIV em um novo ramo, sugerindo sua singularidade em relagdo aos
outros. Os valores bootstrap maiores que 50% sdo mostrados na distribuicdo dos ramos. Segundo Duarte et
al. (2014), os clusters sdo definidos por analises de bootstrap. Se algum representante pertence a este cluster
com um papel definido, entdo havera uma defini¢do de um papel provavel para o cluster.
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Muitas dioxigenases que pertencem a superfamilia cupina compartilham semelhangas
estruturais. Embora enzimas desse grupo sejam responsaveis pela degradacdo de aminoacidos em
diferentes espécies de procariotos, outras, como a 1,2- dioxigenase, sdo capazes de clivar anéis
aromaticos. Essas enzimas ocorrem naturalmente nas vias metabolicas de degradacdo do 3-
hidroxibenzoato e do salicilato, mas como ha semelhanca nas moléculas que possuem anéis
aromaticos, elas podem clivar outras como o dibenzofurano e o naftaleno (Kimura et al., 2006;
Seo et al., 2013), adaptagdo para o reconhecimento de diferentes moléculas que possuem um anel
aromatico, estudos sobre a capacidade de aplicacdo biotecnologica de degradacdo de poluentes
ambientais ja foram descritos (Huang et al., 2015).

O banco de dados Aromadeg focava no gentisate 1,2 — dioxigenase, entdo este banco de
sequéncias foi escolhido para a andlise filogenética de CRB2(1). A proteina CRB2(1) foi
identificada como uma putativa gentisato dioxigenase por ter dois dominios cupina em sua
sequéncia de residuos de aminoacidos. As gentisato dioxigenases (GDO) sao um subgrupo de dioxigenases
que catalisam a cis-dihidroxilacdo de compostos aromaticos com grupos carboxila, como o gentisato. Elas sdo
essenciais na degradagdo bacteriana de &cidos aromaticos, contribuindo para o ciclo do carbono e a transformagao
de substancias toxicas em metabdlitos menos nocivos. Isso destaca a importancia das GDOs na biotecnologia
ambiental e na biorremediacdo de poluentes aromaticos. O mesmo resultado ¢ encontrado na analise
filogenética de sua cadeia de aminodcidos ao formar um ramo com cluster (Fig.1b) do banco de
dados Aromadeg. (Duarte et al., 2014).

Depois de analisar os dominios conservados e o cluster que o CRB2(1) forma, o
substrato foi definido como gentisado para proceder a analise da caracterizagao cinética da
enzima. De acordo com Dunwell J, 2004, as enzimas que possuem esses dominios especificos sao
caracterizadas pelo substrato suave (Dunwell; Purvis; Khuri, 2004). No entanto, ja se sabe que as
dioxigenases sdo capazes de catalisar diferentes moléculas e ndo se restringem a apenas um

substrato especifico (Hernandez-Ortega et al., 2015).

6.2 Dominios conservados CRB2(1) e Modelagem tridimensional e docking

A validacao do modelo (figura 2A) foi feita primeiramente pela analise do grafico de
Ramachandran. A maioria dos residuos, de acordo com as estatisticas do grafico, foram colocados
nas regides mais favorecidas (87,8%) ou regides permitidas (11,8%), e apenas 1 residuo Ala257,
localizado em um loop na superficie da proteina, estava em regioes nao permitidas. Com relagao
a avaliacdo da qualidade do modelo, algumas regides do modelo CRB2(1) apresentaram valores
abaixo do esperado, no entanto, os dominios cupina, onde esta localizado o sitio ativo, apresentaram
boa qualidade do modelo local.

As trés moléculas analisadas no docking proteina-ligante, carbenicilina, acido
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gentisico e guaiacol apresentaram altas pontuagdes colocadas no sitio de ligagdo do metal do

dominio N-cupina. As moléculas interagem diretamente com o ion ferro, que ¢ coordenado por trés

residuos de histidina: 61, 63 e 100 (figura 2B — D). Outros residuos polares ou carregados (Ser 67
e Glul08) localizados na cavidade do sitio ativo interagiram com os ligantes por pontes de
hidrogénio. Porém, no dominio C-cupina, as moléculas ndo apresentaram as mesmas poses de

docking interagindo diretamente com o Fe2+, o contato ocorre na entrada do sitio ativo.

Figura 2- Modelo de homologia de CRB2(1) e conformacdes de docking molecular. (A) Representacao da
superficie e estrutura secundaria de CRB2(1) (rosa-claro). O centro ferroso dos dominios cupina sdo
representados pelos atomos Fe2+ (laranja) e residuos de histidina (rosa e azul) 61, 63, 100, 102 (dominio
N-cupina), 221, 223, 261 e 263 (dominio C-cupina). Interagoes de ancoragem molecular entre residuos da
cavidade do dominio N-cupina e (B) carbenicilina (verde), (C) Guaiacol (ciano) ¢ (D) acido gentisico (cinza)

6.3 Transformagado, expressdo e purifica¢do

Células de E. coli cepa BL21(DE3) foram transformadas com DNA de plasmideo
sintetizado quimicamente (dos Santos et al., 2015). Apds a confirmacdo de um clone positivo,
seguiu-se para a etapa de expressdo da proteina. A inducgdo da expressao foi realizada de acordo
com o protocolo de autoindugao por 16h (Studier, 2005). Logo apos a cultura foi centrifugada, e
o pellet foi separado. O pellet foi solubilizado em 20mL de tampao de lise e sonicado por 10
minutos. Em seguida, foram separadas as fra¢des soluveis e insoluveis por 5 minutos de
centrifugacdo. A fragdo soltuvel foi purificada em resina de niquel agarose. Uma amostra do produto

de purificacao foi aplicada em gel SDS-PAGE, corado posteriormente com COMASSIE BLUE e
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nitrato de prata (Fig.3a,b). O gel SDS- PAGE revelou uma banda com tamanho aproximado de
40 kDa, conforme a previsdo baseada na sequéncia de aminoacidos. No entanto, mesmo com uma
sequéncia de histidina em sua sequéncia C-Terminal, foi realizado um WESTERN-BLOT com
anticorpos especificos His-tag (Fig.3c). A Figura 2 mostra que o protocolo de indugdo e

purificacdo foram eficientes. Portanto, seguiu-se a etapa de caracterizagcdo enzimatica.

B) M (kDa) C) ¢ M kDs) CRB2

70
55
40
35

25

Figura 3. Analise da expressdo da proteina recombinante e purificagdo. Em A) nos pogos do gel
SDS-PAGE 1 e 2 temos os lisados de E. coli com o vetor de expressdo pet24 intacto em suas fases insoluvel
e soluvel respectivamente. Entdo, nos pogos 3 e 4 temos a cepa de E. coli em suas fases insoluvel e soluvel
com o gene CRB2(1). Ha o acimulo de proteina de tamanho de 40kDa indicando a expressdo de CRB2(1).
O ultimo pogo mostra a purificacdo de CRB2(1) pela coluna de afinidade Niquel para His-Tag da fracdo de
expressao soluvel. Em B) ha coloracdo com nitrato de prata com CRB2(1) purificado da fracdo soluvel, para
identificar o grau de pureza da proteina expressa. Em C), h4e WESTERN-BLOT com anticorpo anti-HIS
para transferéncia e confirmac@o da enzima purificada CRB2(1).

6.4 Caracteriza¢dao Bioquimica de CRB2(1)

A atividade da enzima foi identificada pela oxidagao do substrato acido gentisico em
comparagdo com os extratos brutos de E. coli das fragcdes soluvel e insolivel como controles
negativos. Para avaliar a atividade enzimatica, o valor de absorbancia foi convertido em atividade
relativa, para que a atividade catalitica da enzima CRB2(1) pudesse ser medida.

Como mostra a Figura 4, a enzima CRB2(1) tem seu pH 6timo préximo a 7,
apresentando atividade residual em pH 8 ¢ 9. Em relagdo a temperatura, o resultado mostrou que
a maior atividade enzimdtica ¢ a 30°C. De acordo com os dados apresentados, a atividade
enzimatica diminui progressivamente com o aumento da temperatura. A ponto de a 70°C nao ser
mais possivel identificar a atividade enzimatica. No ensaio do ion cofator, o CRB2(1) utiliza o ion
ferro como cofator, onde foi observado o maior valor de atividade. Embora haja uma atividade
enzimatica com cobre, a atividade relativa maxima da fungdo enzimatica nao foi elevada. Com
relagdo a termoestabilidade, a enzima CRB2(1) ¢ estavel por aproximadamente 1 hora apos a
exposicao a temperatura 6tima. Alcancando uma atividade ainda maior quando exposto a uma

temperatura por 1 hora. Entdo, sua atividade relativa diminui a partir da segunda hora de exposicao.
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A enzima CRB2(1) perde sua estabilidade termostatica ap6s 120 minutos. A enzima CRB2(1)

apresenta valores cinéticos de Vmax = 0,02281 pM/min e KM = 97,6, kcat = 0,0025344/s e

eficiéncia catalitica = 0,000026 s/M, convergindo para um padrao de Michaelis-Menten.
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Figura 4. Caracterizagdo bioquimica da atividade de CRB2(1). Em A), o pH 6timo da enzima
CRB2(1) foi 7. Em pH 8 e¢ 9, CRB2(1) apresentou atividade, porém com menor eficiéncia. Em B), a
temperatura com maior atividade enzimatica foi de 30°C. No entanto, o CRB2(1) mantém atividade relativa
acima de 70% até uma temperatura de 50°C. Em C), o ion que tem maior influéncia na atividade € o ferro,
seguido do cobre. A atividade das dioxigenases com diferentes ions ja estd descrita. Em D), CRB2(1)
apresentou atividade enzimatica por 120 minutos. Apos este periodo, ndo foi identificada a formacao de
produto da reagdo catalitica.
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7. DISCUSSAO

Um estudo anterior em nosso grupo descreveu que a enzima CRB2(1) foi responsavel
pelo fendtipo de resisténcia a carbenicilina (dos Santos et al., 2015). Alternativamente, embora os
dominios conservados indiquem afinidade pelo substrato acido gentisico, foi possivel identificar
que CRB2(1) oxida outros substratos, como o guaiacol, resultado encontrado em teste aleatério
em laboratorio, dados nao apresentados.

Ja € conhecido que as dioxigenases podem reconhecer mais de um substrato em seu
sitio ativo. Isso aumenta o interesse em estudar essa classe de enzimas ja que elas podem ser
utilizadas em diferentes projetos de pesquisa. Possivelmente, isso se justifica pela similaridade
nas moléculas aromaticas que sdo reconhecidas pelas dioxigenases (Adewale et al, 2021).
Paralelamente, as enzimas, em geral, podem catalisar reacdes com diferentes substratos. No
entanto, seus valores cinéticos nessas condigdes e com cada substrato serao diferentes, mas sera
possivel identificar sua atividade (Hanefeld; Hollmann; Paul, 2022). Isso permite uma aplicagdo
paralela de enzimas, que poderao ser utilizadas para diferentes aplicagdes biotecnolodgicas.

No entanto, apesar de serem moléculas diferentes, a carbenicilina e o acido gentisico
foram oxidados por CRB2(1). De certa forma, em um clone para expressdo heterologa, o
CRB2(1)(1) permitiu que a cultura fosse resistente a um antibiotico. Isso pode ser um indicativo
da adaptacdo dos microrganismos em situagdes estressantes (dos Santos et al, 2015).
Particularmente, se uma bactéria nao tiver genes de resisténcia a antibidticos (ARGs) conhecidos
e ja caracterizados, seria possivel que uma enzima fosse direcionada momentaneamente nessa
situagdo estressante para garantir a sobrevivéncia nessas condigdes. Sao recentes os dados que a
CRB2(1) mostra ser uma enzima que possibilita um clone de E. coli ser resistente a um antibidtico.
A maioria dos trabalhos que discutem resisténcia se deve a genes de resisténcia a antibidticos, com
base em andlises de sequéncias nos genomas (McMillan et al., 2019; Zhang et al., 2022). No
entanto, a metagendmica funcional pode fornecer novos insights sobre a adaptacdo de um
microrganismo. Porque ¢ possivel identificar como a bactéria pode lidar com uma situacao
estressante sem um ARG (Forsberg et al., 2019). O conceito de adaptacdo ao meio permite a
continuidade da vida do microrganismo. A elucidagdo dessa proposta de comportamento requer
mais estudos para tracar estratégias terapéuticas para evitar futuras cepas resistentes a uma
variedade de antibioticos. Bem como entender seu mecanismo de adaptacdo as condigdes de
estresse (Aalismail et al., 2019).

Para identificar outras enzimas passiveis de conferir resisténcia a antibidticos que nao
pertencam necessariamente a esta classe de genes de resisténcia a antibidticos, ¢ necessario

fomentar técnicas que permitam identificar a fun¢do enzimadtica. E ndo anote e infira a fun¢ao

Manuscrito submetido em forma modificada para a revista Enzyme and Microbial Technology

38



apenas partindo de anotagdes em bancos de dados (dos Santos et al., 2015; Pang et al., 2021;
Schlachter et al., 2019).

Sao estratégias complementares, mas a anotacao da sequéncia ¢ limitada pelo proprio
banco de dados. Os dados encontrados podem nao refletir a funcionalidade total de um determinado
gene ou enzima. A metagenomica funcional permite descobrir essas atividades com outros
substratos, uma vez que microrganismos geneticamente modificados podem ser expostos a
diferentes condigdes. Assim, sera possivel identificar a afinidade da enzima por outros substratos,
inferindo assim a possibilidade de diferentes mecanismos de agdo e adaptagdo. Converter essa
estratégia de sobrevivéncia celular em vantagens biotecnologicas ¢ o maior desafio para a pesquisa
em geral.

Além disso, de acordo com os resultados apresentados em sua filogenia, o CRB2(1)
ainda nao havia sido descrito. Esta enzima ¢ agrupada com um subgrupo de dioxigenases. Existe
uma semelhanca dos aminodcidos CRB2(1) com um representante deste subgrupo das
dioxigenases. A andlise de sua sequéncia de aminoéacidos mostra semelhangas dos residuos
importantes na funcao de metabolizagao dos anéis aromaticos. Apds a purificagdo do CRB2(1),
foram realizados ensaios de caracterizagdo bioquimica. CRB2(1) apresentou pH 6timo de 7 e
temperatura de 30°C. Esse resultado pode estar relacionado ao clima usual do bioma Cerrado. As
temperaturas do cerrado oscilam entre 18°C e 27°C, o que corrobora a temperatura 6tima
da enzima (Hofmann et al., 2021). Alternativamente, o pH mostrou-se diferente do solo do
Cerrado, sendo que para CRB2(1) o pH 6timo ¢ 7. O solo do Cerrado tem um pH mais acido entre
4 e 5 aproximadamente. Existe a possibilidade dessa diferenga ser por conta do meio intra e
extracelular. Como dentro da célula haverd tamponamento do pH, essa ¢ a funcdo ideal do
metabolismo do microrganismo do qual essa proteina ¢ derivada. Os ensaios de ions foram
conduzidos sob pH e temperatura de maior atividade, 7 e 30°C, respectivamente. CRB2(1)
demonstrou ter a maior atividade relativa com ions de ferro. Esses dados corroboram as
caracteristicas fisico-quimicas do solo do Cerrado (Lund et al., 2020).

Em relag¢do aos parametros cinéticos de CRB2(1), Vmax = 0,02281 uM/min, KM =
97,6 uM e Kcat = 0,0025344/s, e eficiéncia catalitica = 0,000026 s/M, convergindo para um
padrao de Michaelis-Menten, a enzima apresenta valor de maior KM para gentisar 1,2 dioxigenase
da cepa Halophilic Martelella AD-3 cepa 26,64 uM (Huang, 2015). As dioxigenases isoladas de
Pseudomonas sp demonstraram valores de KM mais préximos de CRB2 (1), 85 uM e 74 uM,
embora esta seja uma diferenca a ser considerada (Harpels and Lipscomb, 1990). No entanto, os
valores de pH e temperatura foram mais resistentes as mudancas em relagao a outras dioxigenases.
No entanto, em parametros cinéticos selecionados, o CRB2(1) surge como vantajoso em
aplicagdes biotecnolodgicas. Isso se deve a sua notavel capacidade de acomodar uma gama

diversificada de niveis de pH. Dependendo da reacao especifica em questao, essa adaptabilidade
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ao pH aumenta a versatilidade da enzima em véarios contextos (Hirano, 2007), (Lee, 2011). Além
disso, o CRB2(1) demonstrou resisténcia contra flutuacdes significativas de temperatura, retendo
mais de 70% de sua atividade dentro de um intervalo de 20°C. Isso mostra uma vantagem de usar
CRB2(1) em reagdes, pois suporta uma gama mais ampla desses parametros. A Tabela 1 mostra

a comparacao dos valores cinéticos de CRB2(1) com outros ja descritos.

KM Vmax Kcat pH °C Reference
(uM) (UM/min) (>70%) (>70%)
CRB2(1) 97.6 0.02281 0.0025344 7~8 30~50 This Study
P. testosteroni 85 - 22,000 7.4 23 Mark R.
min-1 site- HarpelS and
1 John D.
Lipscomb
1990)
P. acidovorans 74 - 19,300 7.4 23 Mark R.
min-1 site- HarpelS and
1 John D.
Lipscomb
1990)
Halophilic Martelella strain  26.64 -- 161.29 6~7.5 22.5 Huang et al
AD-3 2015
Sphingomonas sp. RWS5 15 0.119 6.8 ~8 25 Werwath et
U/mg al 1998
Xanthobacter 18.6 - 5,430 min! 7.5 23 Hirano et al
polyaromaticivorans 127 W site™! 2007)
Polaromonas 10 -- -- 7.4 -- Lee et al
naphthalenivorans CJ2 2011

Tabela 1. A tabela da comparacdo dos parametros cinéticos de CRB2 com dioxigenases ja descritas.
Sao exibidos os valores de KM (afinidade da enzima pelo substrato), Vmax (velocidade méxima da reagdo), Kcat
(constante catalitica ou nimero de turnover), faixa de pH em que a atividade enzimatica ¢ maior que 70%, e a
temperatura ideal de atuagdo de cada enzima. A CRB2 ¢ comparada com enzimas de diversas bactérias como
Pseudomonas testosteroni, Pseudomonas acidovorans, Halophilic Maristeilla strain AD-3, Sphingomonas sp. RW5,

Xanthobacter polyaromaticivorans 127 W, e Polaromonas naphthalenivorans CJ2

Esses dados corroboram as caracteristicas fisico-quimicas do solo do Cerrado (Lund e?
al., 2020). Ja que sua acidez vem da alta concentragdo de ions metélicos no solo. Além do ferro,
CRB2(1) apresentou atividade com ions de cobre. J4 ¢ conhecido que as dioxigenases podem
possuir atividade com diferentes ions como cofatores. Com temperatura, pH e ion estabelecidos,
um ensaio de termoestabilidade foi realizado para determinar quanto tempo a enzima permanece
ativa em sua temperatura 6tima. O resultado foi que ap6s 60 minutos o0 CRB2(1) apresenta maior

atividade, atingindo sua maior eficiéncia catalitica. Logo apos sua atividade comeca a diminuir,
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ndo sendo mais possivel identificar a atividade 150 minutos apds o inicio da tentativa. Este trabalho
demonstrou que os dados encontrados na caracterizagcdo enzimatica de CRB2(1) corroboram com
outras dioxigenases encontradas em diferentes trabalhos.

A utilizagdo de caudas de histidina (His-tag) ¢ uma pratica amplamente adotada na
purificagdo de proteinas heterdlogas, devido a sua alta afinidade por ions metalicos como niquel e
cobalto. Este método facilita a purificacdo de proteinas recombinantes através de cromatografia de
afinidade com ions metélicos imobilizados (IMAC). No entanto, a presenga dessas caudas de
histidina pode interferir na atividade enzimatica de proteinas que requerem ions metalicos como
cofatores (Terpe, 2003), (Kimple, 2013).

As caudas de histidina possuem uma alta afinidade por ions metalicos, o que ¢ a base
para sua utilizacdo em IMAC. Essa afinidade, no entanto, ndo ¢ restrita aos ions metalicos
utilizados na cromatografia (como Ni?" e Co?"), mas se estende a outros ions metalicos, incluindo
Fe?" e Cu?", que sio cofatores essenciais para muitas enzimas. A competi¢do entre a cauda de His-
tag e o centro ativo da enzima por esses ions pode resultar na diminui¢ao da disponibilidade do
cofator para a enzima, afetando negativamente sua atividade catalitica (Arnau, 2006).

Apesar das potenciais interferéncias, os resultados laboratoriais obtidos a partir de
proteinas com caudas de His-tag ainda tém relevancia cientifica e confiabilidade. A importancia
desses resultados reside na capacidade de identificar e quantificar a atividade enzimatica relativa
e de explorar a funcionalidade basica da enzima sob condic¢des controladas (Grislund, 2008).

De acordo com os resultados identificados nesse trabalho, foi possivel observar que ao
alterar a concentragdo do ion ferro nas reacdes com a CRB2(1), foram obtidos varios resultados
sem validade. Aumentar a concentracao desse ion, causava interferéncia na leitura da absorbancia
pelo equipamento, um caso de limitagdo da técnica. Além disso, era possivel observar que para
reacdes em que o substrato mudava de cor, no caso do guaiacol, apenas aumentar o ferro causava
um falso positivo. De forma semelhante, em relagdo a alteracdo da concentragdao do ion, ao
diminuir a concentracao, a reacao enzimatica nao ocorria. Foram testadas diferentes concentracdes
do ion de ferro e a que manteve os resultados efetivos e que eram possiveis de replicar, era
mantendo a concentracdo estoque de ferro em 50mM.

Tendo em vista que as atividades cataliticas de anéis aromaticos podem ser uteis para
atividades de biorremediagdo. Uma vez que essas moléculas sdo recalcitrantes e dificeis de
degradar molecularmente. Alternativamente, a presenga dessa classe de enzimas pode demonstrar
atividades com outras moléculas cuja estrutura possui anéis aromaticos, como os antibioticos beta-
lactamicos. Isso pode gerar resisténcia fenotipica em cepas de bactérias que nao possuem genes
especificos para resisténcia bacteriana. No entanto, a literatura ¢ escassa em trabalhos com proteinas
que sdo especificas para gerar a resisténcia microbiana, mas que podem assumir essa funcao

adaptativa. Mais estudos sdo necessarios elucidar outras vias de resisténcia microbiana por enzimas
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que se adaptam a situagdes estressantes. Apesar das diferentes aplicagdes, ¢ possivel utilizar o
mesmo potencial catalitico para mais conversdo do substrato para um produto. Isso ¢ refor¢ado
pela perspectiva da similaridade molecular dos substratos. Mesmo que altere os valores cinéticos,
a enzima tera uma funcao catalitica sobre aquele substrato, podendo entdo utilizar a mesma enzima

para situagoes diferentes.

Manuscrito submetido em forma modificada para a revista Enzyme and Microbial Technology

42



CAPITULO 2

ABORDAGEM METAGENOMICA BASEADA EM SEQUENCIAS
PARA ESTUDO DE BETA-LACTAMASES DE ACHOLEPLASMA

8. OBJETIVO

Identificar genes associados a resisténcia microbiana das bibliotecas
metagendmicas isoladas de intestino de cupim, a fim de caracteriza-los in silico,

explorando também suas ocorréncias ao longo do trato digestorio do hospedeiro.

8.1. Objetivos especificos

1. Andlises in silico do metagenoma de intestino de cupim

2. Sele¢do de putativas beta-lactamases

3. Analises filogenéticas das sequéncias de beta-lactamases

4. Modelagem tridimensional das putativas beta-lactamases e predi¢ao e
identificacdo do sitio ativo

5. Amplificacdo das putativas beta-lactamases a partir do intestino de cupim

9. MATERIAIS E METODOS

9.1. Montagem dos genomas a partir do metagenoma de intestino de cupim
Construgdo da arvore filogenética

Cada genoma montado (Metagenome Assembled Genomes -MAGs) foi carregado no
sistema Integrated Microbial Genomes (IMG) no Joint Genome Institute do Departamento de
Energia dos EUA para anotagdo (Markowitz et al., 2014). A reconstrugdo metabdlica e o
mapeamento da via de cada genoma montado foram concluidos usando o KEGG Automatic
Annotation Server (Moriya et al., 2007). Mddulos cataliticos e de ligacdo a carboidratos de
enzimas que degradam, modificam ou criam ligacdes glicosidicas foram identificados por
pesquisa no banco de dados de enzimas ativas de carboidratos (CAZy) (http://www.cazy.org/)
(Lombard et al., 2014) usando Diamond versao 0.9 .22 (Buchfink; Xie; Huson, 2015) com um
valor E de 1e—60. Essas enzimas e modulos associados incluem hidrolases de glicosideos (GHs),
enzimas com atividades auxiliares (AAs), esterases de carboidratos (CEs), transferases de glicosil
(GTs) e modulos de ligacdo a carboidratos (CBMs).
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9.2 Selegdo de putativas beta-lactamases
A partir do resultado da anotacdo, foi identificado quatro sequencias de nucleotideos
que sugerem a expressao de beta-lactamases. As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos estao

na sessao Anexos.

9.3 Analises filogenéticas das sequéncias de beta-lactamases

Arvore genética da beta-lactamase. Todas as sequéncias de aminoacidos de Beta-
lactamase (BL) disponiveis foram recuperadas do banco de dados construido por Brandt et al.,
2017. Multiplos alinhamentos de Beta-Lactamases foram realizados em MAFFT v.7.427 (Katoh;
Standley, 2013), usando o extrato do banco de dados de (Brandt et al., 2017). Os alinhamentos
multiplos, incluindo a suposta Beta-Lactamase de Acholeplasma, foram aparados usando o
software trimAl v1.4.rev22 (Capella-Gutierrez; Silla-Martinez; Gabaldon, 2009) com parametros
padrao.

Posteriormente, ao identificar o grupo com que cada sequéncia das provavel beta-
lactamases foi agrupada, encaminhou-se para uma andlise mais precisa e comparativa de
sequéncias do banco de dados PDB para a montagem de uma arvore filogenética com maior
precisdo de comparagdo contra beta-lactamases agora de estruturas tridimensionais ja

caracterizadas.

9.4 Modelagem, predi¢do do sitio ativo das putativas beta-lactamases.

Apos identificar o grupo de beta-lactamases ao qual cada anotagdo pertencia, foi
realizada uma predigao estrutural tridimensional das supostas beta-lactamases usando o software
Alphafold Colab (Mirdita et al., 2022). Posteriormente, identificar a conexao entre o sitio ativo,

prevista com andlise por PrankWeb (Jendele et al., 2019) e CB Dock (Liu et al., 2020)para
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calcular a melhor posi¢do dos ligantes em relacdo ao sitio ativo. Os ligantes utilizados para a
analise, amoxicilina; ampicilina; carbenicilina; canamicina e estreptomicina, ligadas a diferentes
regides das putativas beta-lactamases. A metodologia bliding permite realizar analises de ligantes
e sitios ativos de proteinas que ndo sao tdo bem caracterizadas experimentalmente (Huang et al.,
2023). Uma suposta beta-lactamase p31339 possui outro dominio em sua sequéncia de residuos
de aminodacidos. Este outro dominio ¢ de uma acetiltransferase.

A partir da analise do melhor modelo gerado pelo software e da sequéncia do PDB que
mais tem relagao por homologia de aminoacidos foi realizada uma comparagao entre as estruturas
tridimensionais, a fim de inferir a existéncia do sitio ativo da predicao das beta-lactamases de
Acholeplasma. O docking foi realizado utilizando o software CB- Dock que faz uma interagao

blinding entre um ligante e a proteina de estrutura resolvida.

9.5 Amplificagdo da P.Blac ao longo do intestino de cupim

Intestinos de cupins foram extraidos para isolamento de DNA total e alguns foram
separados para isolamento de DNA de cada porcao do intestino. PCRs foram realizadas com o
primer P.Blac para identificar a presenga desse gene ao longo do intestino do cupim. Como
controle positivo, foi utilizado DNA total purificado do intestino. O gene P. Blac foi amplificado
por PCR a partir do DNA gendmico do intestino de Syntermes wheeleri e da terceira por¢ao do
intestino  (P3). Os primers foram projetados como o primer direto 5
ATGAAAAATAAGGTTTTAGTTGAA 3 e 0 primer reverso 5!
AAACTTATATATCATTCCATAGCTCATT 3'. Os primers para controle da beta-lactamase de
Acholeplasma  laylawii  foram  desenhados sendo o primer forward 1 5’
ATGAATTTAGAAGCAAAAATCTATAACTTC 3 e 0 reverse 5’
TTTACTTGTTACTGTAAAGCCATTAAACA 3’°, aqui denominado L1. O outro conjunto de
primer para A. laidlawii foi, forward 5' ATGGATAGAATTAAATCGTTTTTACAAA 3' e o
reverse S'TTTTTTCTCTACTTTCATCTCATAAA 3', e este € denominado L.2.

Este conjunto de primers de controle foi desenhado com base nas sequéncias de beta-
lactamases encontradas em Acholeplasma laylawii. A amplificacdo por PCR foi realizada com 20uL.
de misturas de reacdo contendo 0,2uM de cada primer, 50ng de molde de DNA, 2uL de tampao taq
(reagdo 10x que contém MgCl, 20mM), 0,4ul. ANTP (100mM), 0,2uL. de Taq polimerase Hot start
— Ab+(5 unidades por 1) (Cellco Biotec do Brasil). A PCR foi realizada usando o seguinte programa,
5 min a 95 °C e depois 30 ciclos de 30 a 95 °C,30sa 55 °C e 1 min 30 s a 72 °C. Os produtos de

PCR foram confirmados por gel de agarose 1%.
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10. RESULTADOS E DISCUSSAO

O alinhamento multiplo de sequéncias demonstrou que a anotagdo Beta- lactamase de
Acholeplasma pertence a um grupo de classe C, mostrado na figura 6. Dentro do grupo, o P31339
se diferencia dos demais ao abrir uma nova filial na classe C. Os dominios das sequéncias de

residuos de aminoacidos serdo mostrados na Figura 5.

>Acholeplasma P32358 Domain alignment
319 aminoacids 31136

domain

The metallo-beta-lactamase protein fold is a protein
domain comtained in class B beta-lactamases and a
mumber of other proteins

>Acholeplasma P32358 ]1340?17? alignment
216 aminoacids Incomplete domain in the N-terminal sense

— The metallo-beta-lactamase protein fold is 2 protein
domain contained in class B bea-lactamases and a
number of other proteins

Beta-lactamase domain alignment

53-198
>Acholeplasma P31339 Incomplete domain in the N-termiinal scnse .
A . The metallo-beta-lactamase protein fold is a protein
467 aminoacids domain contained in class B beta-lactamases and a

number of other proteins

Acetyl-transferase Domain alignment

351451

The N-acetyliransferases (NAT) (EC 23.1-) are
enzymes that use acetyl coenzyvme A (CoA) to transfer
an acetyl group to a substrate, a reaction implicated m
various functions from bacterial antibiotic resistance to
mammalian circadian rhythm and chromatin remodeling

>Acholeplasma U357

131 aminoacids o
Domain alignment
2-82
incomplete domain
The metallo-beta-lactamase protein fold is a protein
domain contained in class B beta-lactamases and a
number of other proteins

Figura 5. Regides de aminoacidos que determinam o dominio beta-lactamase. De acordo com as anotagdes, os dominios de
beta-lactamases estdo incompletos. A sequencia P31339 possui um segundo dominio de acetil-transferase.
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Class MBLs — metallo
Beta lactamases
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Figura 6: Analise filogenética da sequéncia das putativias Beta-lactamases em comparagdo com o
banco de dados construido por (Brandt et al., 2017) P31339 e P32358 se encontram em um ramo diferente
do grupo da classe C de beta-lactamases, indicando uma proximidade com o grupo. Isso se justifica
principalmente pela presenca de residuos de aminoacidos que sdo exclusivos dessa sequéncia, encontrados
na posicao 276 a361. P32358 2 se encontra em um grupo das metalo beta-lactamases, enquanto PU357 se

alinha a classe D de beta-lactamases.

Apos a identificacdo do grupo em que se direciona cada sequéncia das putativas beta-
lactamases de Acholeplasma, foi realizado um novo alinhamento e arvore filogenética
comparando com sequencias de estruturas tridimensionais ja caracterizadas. Esse banco foi curado
manualmente de sequéncias correspondentes de cada uma das classes de beta-lactamases no banco

de dados PDB.
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Figura 7: Analise filogenética da sequéncia da putativias Beta-lactamases P31339 e P32358 em comparagdo com o banco de

dados curado manualmente de estruturas ja resolvidas. P31339 e P32358 se encontram em um ramo diferente do grupo da
classe C de beta-lactamases, indicando uma relagdo de diferenciacdo em relagdo as sequencias ja registradas em banco de dados

Manuscrito em submissdo em forma modificada 47



0.0

S5ACQ
0.0

0.0 L sACT

0.0

S5ACR

0.5 0.0

S5ACP

0.0
o1 5ACS

0.8
TAEZ 1

0.8

b1 —————— 1BC2
0.3

0.6
0.2 — 4UA4
0.1

1.8

2XR1

0.6

4BP0

3BK2
2.0

3BK1

0.1 1.7

P32358 2
]

Figura 8: Analise filogenética da sequéncia da putativia Beta-lactamase P32358 2 em comparagdo com o banco de dados
curado manualmente de estruturas ja resolvidas. P32358 2 se encontra em um ramo diferente do grupo. Apesar de estar
relativamente proxima outras proteinas, o valor de bootstrap demonstra uma separagdo mais acentuada entre as sequéncias.
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Figura 9: Analise filogenética da sequéncia da putativias Beta-lactamases PU357 em
comparacdo com o banco de dados curado manualmente de estruturas j& resolvidas. PU357 se encontram
em um ramo diferente do grupo da classe indicando uma relacdo de diferenciacdo em relag@o as sequencias
jé registradas em banco de dados

Os resultados permitem inferir que existe uma relacdo de homologia de sequéncias
entre as putativas beta-lactamases com aquelas de estruturas resolvidas. No entanto, ndo ¢ ainda
uma homologia muito proxima. Isso sugere que as sequencias encontradas em Acholeplasma sao

as mais diferentes em relagcdo aquelas ja descritas. Isso desencadeia uma dificuldade na analise,
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pois alguns indices que demonstram uma diferenga filogenética quando comparada ao que ja
existe no banco de dados pode desencadear uma sucessdao de analises que nao correspondem a
proteina do estudo. O posicionamento dos ligantes e sitios ativos sofre modifica¢des com base nas
variacoes das moléculas utilizadas. Esta analise leva a uma inferéncia sobre a funcionalidade
biologica de supostas enzimas, uma vez que se houver uma interagao molecular entre um ligante
e uma regido do sitio ativo, € possivel inferir que ocorre atividade metabodlica (Agu et al., 2023).
No entanto, os parametros in silico podem ser modificados e levar a uma ligagao e posicionamento
do ligante melhor e mais forte.

Apesar de uma extensa variedade de abordagens de acoplamento, o acoplamento cego
permite a ligacdo sem anotagao prévia do local de ligagdo, o que pode ser usado nos casos em que
proteinas e até mesmo ligantes ndo foram caracterizados experimentalmente (Kitchen et al., 2004;
Zhang et al., 2020). Portanto, futuras anélises experimentais e cristalograficas poderdo contribuir
para elucidar a atividade enzimdtica, bem como a posicao real e biologica dos ligantes em relagao
aos sitios ativos das enzimas. A enzima P31339 possui um segundo dominio de acetiltransferase.
J&4 estd caracterizado que os antibidticos aminoglicosideos sdo vulneraveis a modificagdes
estruturais. Entre as enzimas que podem fazer essas modificagdes esta a acetiltransferase (Liu et
al., 2018; WRIGHT, 2005). Por essa proteina possuir esse segundo dominio, foram utilizados
outros antibidticos, canamicina e estreptomicina, ambos aminoglicosideos, para identificar uma
possivel interagdo desse segundo dominio com esses antibioticos. Possivelmente, hé inferéncias
biologicas de que a necessidade de prote¢do contra o estresse no intestino dos cupins ¢

fundamental para a sobrevivéncia dessas espécies.

Manuscrito em submissdo em forma modificada

49
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Kanamicin
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Figura 10: Docking das proteinas P31339 e P32358. A coluna da esquerda mostra P31339 e da direita P32358. Na sequéncia,
os ligantes com os provaveis sitios ativos de cada um: Ampicilina, Amoxicilina, Carbenicilina, Kanamicina e Streptomicina.
A P31339 como possui um segundo dominio, os ligantes: Ampicilina, Axocilina e Kanamicina, se ligam no dominio de Acetil-
transferase.
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Figura 11: Docking das proteinas P32358 2 e PU357. A coluna da esquerda mostra P31339 e da direita P32358. Na sequéncia,
os ligantes com os provaveis sitios ativos de cada um: Ampicilina, Amoxicilina, Carbenicilina, Kanamicina e Streptomicina.
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Posteriormente, foi realizada uma PCR para identificar a presenca em determinada
regido especifica de P.Blac, no intestino de cupim. Foi possivel identificar que P.Blac esta
presente em todas as regides do intestino do cupim, apesar de ter sido notado na por¢ao P3 (Figura

12 e 13).

A) S. wheeler1 gut
A |
MW Total Gut P1 P3

Laid lawen S. wheeleri gut S. wheeleri gut P3
. & .
B)
AV A \_"b‘c’
MW o o ¥ o0 Y oo

Figura 12. A figura demonstra a presenca do gene das putativas Beta-lactamase no intestino
do cupim amostras. A figura a) mostra que o gene esta presente na por¢ao total, em P1 e P3, respectivamente.
Embora o gene tenha sido identificado e anotado na porg¢ao P3, ele pode existir em outra porgao do intestino.
A Figura b) mostra que as amostras de A. laidlawii usando dois pares de primers de controle para beta-
lactamase (L1 e L2), ndo possuem o gene P.Blac, sugerindo que ja sequéncias caracterizadas de beta-
lactamases de Acholeplasma nao estdo presentes em S. wheeleri. Para amostras de intestino de cupinas,
P.Blac ¢ amplificado tanto na porcao total do intestino quanto na por¢do P3, onde foi anotado.
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Figura 13. Esquema das porgoes existentes do intestino do cupim S. wheeleri. Para amostras
de intestino de cupins, P.Blac ¢ amplificado tanto na porgao total do intestino quanto na por¢ao P3, onde
foi anotado.

A PCR mostrou que nas amostras de Acholeplasma laidlawii, P.Blac nao ¢
amplificado. Foi escolhido como controle amostras de Acholeplasma laidlawii por se tratar de um
comum que indica contaminag¢des em produtos biotecnologicos. A deteccao de A. laidlawii ¢ um
controle de qualidade exigido pela Farmacopeia Brasileira e Europeia, de maneira frequente.
Tendo em vista que o controle negativo ndo apresenta, portanto, beta-lactamases, ha de se inferir
que o Acholeplasma presente no intestino de cupim € exposto a diversas situagdes que, ou
promoveram o aparecimento do gene de resisténcia, ou foi transferido horizontalmente, por
contato com outros microrganismos. Quando comparado com uma amostra de DNA total isolada
do intestino de S. wheeleri, foi possivel identificar que apenas P.Blac foi amplificado. O mesmo
resultado € observado na por¢do P3 do intestino, onde foi identificada e anotada a presenga desta
sequéncia. Alternativamente, os controles L1 e L2 nao estao amplificados em nenhuma porg¢ao do
intestino do cupim, sugerindo que sequéncias ja caracterizadas de beta- lactamases de
Acholeplasma nido estdo presentes em S. wheeleri.

As B-lactamases de classe C ou enzimas AmpC constituem um grupo importante de

proteinas amplamente disseminadas; eles sdo codificados nos cromossomos da maioria dos
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bastonetes Gram-negativos, sendo expressos de forma constitutiva ou induzivel, embora também
possam ser encontrados em expressoes estaveis (Page, 2020). Recentemente, eles também foram
cada vez mais encontrados como enzimas mediadas por plasmideos, complicando assim o
tratamento de infecg¢Oes bacterianas. Vale ressaltar também que essas enzimas: (i) costumam
apresentar um amplo espectro de hidrolise de B-lactamicos; (ii) pode ser produzido em excesso
em uma célula bacteriana (pelos motivos citados acima); (iii) sdo geralmente refratarios a agao
dos inibidores classicos de B-lactamase; e (iv) como outras f-lactamases, podem evoluir por
mutacdes de um tnico aminodcido, estendendo assim sua especificidade de substrato (Philippon
et al., 2022). Por todas essas razdes, ateng¢ao especial deve ser dada a essas B-lactamases para
entender a especificidade de seu mecanismo de agdao, bem como sua falta de resposta a agao dos
inibidores classicos. A busca por inibidores farmacoldgicos dessas enzimas deve se tornar uma

prioridade no futuro (Tooke et al., 2019).
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11. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS DO TRABALHO DE TESE.

A metagendmica € uma técnica fundamental no estudo tanto da taxonomia microbiana
bem como a rede genética complexa de interagdes entre a comunidade microbioldgica presente
em determinado ambiente. Isso fica cada vez mais evidente justamente pela incapacidade atual de
se conseguir isolar e cultivar em laboratorio tantas espécies. As metodologias cldssicas de cultivo
nao reproduzem os nutrientes de uma amostra ambiental com fidelidade. Portanto, a maioria das
espécies acaba nao sendo descrita por essas metodologias.

A fim de minimizar os efeitos das técnicas tradicionais, a metagenomica com suas
diferentes abordagens revelam a taxonomia e aparato genético dos microrganismos de diferentes
ecossistemas. Com isso, € possivel elucidar as complexas relagdes ecoldgicas microbianas bem
como caracterizar o funcionamento genético e enzimatico desses organismos. Além disso, hd a
possibilidade de identificar enzimas, bem como outras biomoléculas, capazes de realizar catalises
de interesse comercial e biotecnologico.

Este trabalho permitiu caracterizar e identificar enzimas que possuem fungdes de
resisténcia microbiana em diferentes microbiomas: solo e intestino de cupim. Nas amostras de
solo, por meio de metagendmica funcional, foi identificado uma enzima pertencente ao
metabolismo de aromaticos, provavelmente relacionado com consumo de matéria organica
lignocelulodsica, uma dioxigenase que conferiu resisténcia microbiana em cepa de bactéria para a
expressdo heterdloga dessa enzima. Os resultados obtidos da caracterizacdo bioquimica da
dioxigenase ndo se mostraram muito divergentes dos encontrados na literatura. Mas
eventualmente, a capacidade de agir em uma situagdo de estresse a fim de garantir a sobrevivéncia
da bactéria sao fenomenos que devem ser mais explorados futuramente. Uma vez que, a resisténcia
microbiana a antibidticos ird provocar uma dificuldade no tratamento de doengas infecciosas
futuramente.

Nao obstante, apesar da diferenca de microbioma, foi identificado beta- lactamases
em intestino de cupim. Sabe-se que os microrganismos estdo em constante competi¢do intra e
interespecifica contra outros, logo, se faz necessario a existéncia de genes que sejam responsaveis
para garantir a sobrevivéncia desses seres nessas condigdes adversas. Intestinos de hospedeiros sdo
ricos em diversidade taxondmica de espécies, ou seja, 0os microrganismos estdo competindo por
recursos constantemente. Este trabalho identificou beta-lactamase em intestino de cupim e que
ainda nao havia sido descrita. Isso demonstra a necessidade de explorar microambientes que
estejam proximos de interacdo com humanos, ja que genes de resisténcia podem ser transferidos
horizontalmente para outras espécies. O problema dessa transferéncia reside no fato de alcangar
uma cepa que ja seja patogénica para os seres humanos, complicando ainda mais as estratégias

terapéuticas existentes para o tratamento dessas infecgoes.
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Em conclusdo, a abundancia de genes hipotéticos ressalta a necessidade urgente de
caracterizar os ARGs (genes de resisténcia a antibidticos) presentes no ambiente. Essa
caracterizacgdo ¢ essencial para aprofundar nosso conhecimento sobre os mecanismos de a¢do € o
espectro de atuacao desses genes, bem como compreender o papel deles no contexto ambiental.

A identificacdo e estudo detalhado dos ARGs ambientais sdo fundamentais para lidar
com a crescente preocupagdo da resisténcia a antibidticos, pois eles podem representar uma fonte
significativa de resisténcia que se espalha para patégenos humanos e agricolas. Ao compreender
como esses genes funcionam e se disseminam no meio ambiente, podemos desenvolver estratégias
mais eficazes para mitigar os riscos associados a resisténcia microbiana.

As perspectivas desse trabalham sdo a de explorar com maior alcance as bibliotecas
metagenOmicas existentes no laboratorio tanto em sua abordagem funcional bem como a baseada
em sequéncias. A fim de identificar novas enzimas que possuem agoes diferentes do esperado e ja
previamente identificadas. Bem como clonar esses genes e expressa-los heterologamente para

caracterizar bioquimicamente suas propriedades cinéticas.
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ANEXOS

Sequencias das putativas Beta-lactamases encontradas em intestino de cupim.

>ACHOLEPLASMA SP. P32358
ATGAATGAAATTCGTTTCTTTGCTCTTGGGGGGCTTGGCGAAAACGTTGATGA
GATCATTCCTGATTATAAGATGTTACTAAAAATCAAAGACCGGATTAAAGGGA
TTTTCCTTTCGCATGCCCATGAAGACCACATTAGTGCCTTACCCCACATTTTAA
AAGAACTAAATGTGCCAGTTTATGCCACTAAATTTACGATGAGTGTGGTAATT
GAAAGTTTAAAAGATGCAGGGCTTAATATTGATGAACTACAACTTAATATTAT
TGATCAAGACTCAATTGTCAAGTTTAATAATGTGAGAGTATCATTTTTTTCAAC
TGCGCATTCAATTCCTGAGTCAGTTGGGATTGCCTTATACACCTTATCAGGCAT
CATTGTATATACCTCGGATTTTACTTTTGTGCAAGGTAAAGACAAAAACTATCA
AACTAACTTCCAAAAGATTAATGAATTAGCTAATCGGGGAGTGTTAATGTTAC
TGACCGAAAGTTTAGGTTCAGCAACTAACCAAGATACATCTGTCTTTGATTCTT
TAAACCATAAGATTAATTCAATTTTTGCTGATGCTAAGGGTCGGATTATCGTGA
CGTTGTTTTCTTCTGACTTACAAAAGATTCAAAGGGTAGTTGATATTGCCGTAC
TGCACAAAAAACGGATTGCCATCATTGGTCGTAAAGCCCAAAAAATTGTTGAT
CTTGCCATCAAACAAGGCTTTTTAAGTATTCCTAGTGAAGCGTTAGTATCGCTA
AAATATATTGATGAGAAAAATAAAAATGACGATCCTGATTTAGTATGTTTTGT
CACAGGCGATCGCCATGAACCATTTTATCAATTACACAAACGAGTGTTGGGGT
GCTCAAGGTGGAATAGGATGGAATTGTCATGCTGGTGGACGTGGTGCATATGT
TCGAGGTTCCTTGACTATTCCATCCATGACATTGTTTGTTTCTGTTGGTGA

>ACHOLEPLASMA SP. P32358
ATGATATATGCGCATTTGATNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTTAACCCATG
AACACCACGATCATACATCAGGCTTAGCCTCACTACTTAAACAAAATATAATT
AAGCAAGTAATTTTATCAAGTGGCACCTATCAAGGTCTAACAAGTGAGGTAA
AAGCCTTACTGCCACAGGTTATAATTGTTAAGGCTGATTCAGTAATGACAATT
GGTGATTTTAGTATTAAAATTATTCAGCTTTCGCATGATGCAAATGAACCAAT
TGGCTTTATTTTTAACTATTTTGATAAAAAGGTTGTACTGCTTACTGATACTGG
TTATGTTGATTCATCATATGTTAATGACCTAATGGGGGCAAATTTATATATTTT
AGAGTCAAATCATTGTCCGACATTATTAATGAAATCATCAAGACCTTTCTTTTT
AAAACAACGAATTATTGGGATGCATGGCCATTTATCAAACGATGATGCGGCG
ATGCTTGTTAAAAAGTTAGTGACAAAACCATCAACTTGGGTGGTTGCTCATAT
TAGTGAATTATGTAATAAAATTGAATGTATAAATCAAAGTATTGATAAGTATT
TATCAGATATAAATGACTTAAAAATCATTTTTTCTTCACAAACAAAGACGGTG
AAATTAGCCTTATGA

>ACHOLEPLASMA SP. P31339
ATGAAAAATAAGGTTTTAGTTGAAAATAAAATCAATGAACTAATTAAAGACT
TTGCTTTTGAAGGTGAGGTTTTATTGTTTGATAAGGATGGTTTAGCTTTATCGG
TTGGTAATCTTTCTGAGCCAATTTTACCAATGTACAAATATGATGCTGCTTTTG
TCCAAATTTTAATAATTCAGTTAATTGAACAAAAGGGTTATTCATTTGATCAA
ACAATTGATTTGTTTTTCCCTGAGTTAAGGCATGCTGCAAAAATTACTTTGATG
AATTTGTTAAGAGATAACACTGGGTTAGTTGATATTGATGGGTATTTAGCCAA
ATTTCACCAAAATGATAAAAAATATCAAGCACTGACCGATGAGCAAAAAATG
GAGTTTGATGCTAATGCTTCACTTCAAAGAATTGCTGATGAAAAAGTAATTAA
TATATATAATCAACTTGATTTAGAGCATAAGCCAGGTGCTAACCTTGATTATA
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ATTCAGTGACTGAAAATTTAGGGGTTATTTTATTAGAAAGAGCCCACCAAAAA
CCATATAGCAAGCTTTTATTAGACCTATTAGCTTCAGTTGATGTCAAGCCAAG
TTATTTTGACCACCCAGTAAAACGTTATATTAACCGTTACTATAACAACAAAA
TCACCTGGCACCTAGATGAGAAAAACTTCATTGGCATAACAAGCATTGATGCT
TATAAAATATATATGGCACTAAAAGAATGTAGGCTTGTAAGTAAAAAAAGCC
TTAAGCAAATGCAAAAACTAATTGAGTTTAATGGCATTGGTTTTTCTGATGTTT
ATCCGTTTGTTCACTATTTTGATTTTTCAAGATTTGGTATTTATGATTTTAAAG
AGGTTGATTTAGTGGTAGTTGTGACCACATTATTTGCTGGTTATGAAAAAGTA
ATTGATGGTGATAATTTTTCATTTGAATATAAGTTTATGAAACAAATCCTACC
ATTTATCCTAGATTATAAAAGTCCTAAATTGATTAAACTAAATAAGAAAAATG
TTTATGATTTGTTACATATTGAAAATGATGAAAAACAAATGTGGTTTATGGGT
TCAACTAAATATTCTTTTGCTTATCAATATGTAGAAGATAATGTTTATTGTTAT
TTGCTGGTTGATCATGGATTGGCTGTTGGAACGGTTACTTTACATATTGATCCT
AAAGGTGATTATTTTGATATATCTAATGTTTTAATTGATAAAAAGTACCAAAA

TCGCGGCTATGGTAAAGCACTAATTAAAGAATCTTTGAAAGTGTTTGCCAAG
ATGGAGCAAAATCTTTAACCTTATATGTTAATAAGGATAATCCAGCAGCATAT
AAAACTTATTTGAGTTGTGGCTTTATTGTAAAGGCAGTATATCCAATGAGCTA
TGAGATGATATATAAGTTTTAA

>ACHOLEPLASMA SP. U357
GAACCGGTCGGGTTTGTAATTTATGAGGATGATAAGAAGCTGGTTTATTTAAC
GGATACTGGCTATATTCACCAAGACCTTTTGCCGATCATTGAAAATGCAGATT
TATATATTTTGGAATGTAATCATTGCCCCCAAATGTTAGAGACTTCTAAACGC
CCTTATCTTCTTAAAGAAAGAATTCGCGGAATTAAAGGTCATATGTCCAATGA
TGCAGCAGCTAGAATCATTAGTTGGGTTGCGAAAAAGCCTTGTGTTTGGGTAG
CTGCCCACATTAGCCAAGAATGTAATTCGGTGTTAGCAATCAATAAAGAAACT
CAACGCACATTAAAAGAATATAAGCATATCAATGTGATTTTGGCCAAACAAG
ATGACAATCTAATTATTGAATTATGA

>Acholeplasma sp. P32358

MNEIRFFALGGLGENVDEIIPDYKMLLKIKDRIKGIFLSHAHEDHISALPHILKELN
VPVYATKFTMSVVIESLKDAGLNIDELQLNIIDQDSIVKFNNVRVSFFSTAHSIPES
VGIALYTLSGIIVYTSDFTFVQGKDKNYQTNFQKINELANRGVLMLLTESLGSATN
QDTSVFDSLNHKINSIFADAKGRIIVTLFSSDLQKIQRVVDIAVLHKKRIAIIGRKAQ
KIVDLAIKQGFLSIPSEALVSLKYIDEKNKNDDPDLVCFVTGDRHEPFYQLHKRVL
GCSRWNRMELSCWWTWCICSRFLDYSIHDIVCFCW

>Acholeplasma sp. P32358

MIYAHLXXXXXXXFLTHEHHDHTSGLASLLKQNIKQVILSSGTYQGLTSEVKAL
LPQVIIVKADSVMTIGDFSIKIIQLSHDANEPIGFIFNYFDKKVVLLTDTGYVDSSYV
NDLMGANLYILESNHCPTLLMKSSRPFFLKQRIIGMHGHLSNDDAAMLVKKLVT
KPSTWVVAHISELCNKIECINQSIDKYLSDINDLKIIFSSQTKTVKLAL
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>Acholeplasma sp. P31339

MKNKVLVENKINELIKDFAFEGEVLLFDKDGLALSVGNLSEPILPMYKYDAAFVQ
ILIIQLIEQKGY SFDQTIDLFFPELRHAAKITLMNLLRDNTGLVDIDGYLAKFHQND
KKYQALTDEQKMEFDANASLQRIADEKVINIYNQLDLEHKPGANLDYNSVTENL
GVILLERAHQKPYSKLLLDLLASVDVKPSYFDHPVKRYINRY YNNKITWHLDEKN
FIGITSIDAYKIYMALKECRLVSKKSLKQMQKLIEFNGIGFSDVYPFVHYFDFSRFG
IYDFKEVDLVVVVTTLFAGYEKVIDGDNFSFEYKFMKQILPFILDYKSPKLIKLNK
KNVYDLLHIENDEKQMWFMGSTKYSFAYQYVEDNVYCYLLVDHGLAVGTVTL
HIDPKGDYFDISNVLIDKKYQNRGYGKALIKESLKVFAKHGAKSLTLY VNKDNPA
AYKTYLSCGFIVKAVYPMSYEMIYKF

>Acholeplasma sp. U357

EPVGFVIYEDDKKLVYLTDTGYIHQDLLPIIENADLYILECNHCPQMLETSKRPYL
LKERIRGIKGHMSNDAAARIISWVAKKPCVWVAAHISQECNSVLAINKETQRTLK
EYKHINVILAKQDDNLIIEL
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Ch apter

Oil Palm Fatal Yellowing (FY),
a Disease with an Elusive Causal
Agent

Cleiton Barroso Bittencourt,
Philippe de Castro Lins, Alessandra de Jesus Boari,
Betania Fervaz Quirino, Wenceslau Geraldes Teixeira

and Manoel Teixeira Souza Junior

Abstract

Fatal yellowing disease (FY) is a bud rot-type dizseaze that severely affects oil
palm plantations in Latin America. Since 1974, when it was first reported in Braxil,
this dizorder has been responsible for severe economic losses in the oil palm indus-
try: and, for nearly 50 years, several studies have tried to identify its causal agent,
without success. The etiological studies regarding FY in o1l palm explored either
biotic and abiotic stress scenarios, in a single or combined manner. Most recently,
the hypothesis in favor of one biotic canse has lost some grounds to the abiotic one,
mainly due to new insights regarding deficient aeration in the soil, which reduces
the potential for oxy-reduction, causing changes in the ionic compozition of the
s0il solution. This review presents an overview of the history of this disease and
the several efforts done to fulfill Koch’s postulates over the last 40 vears, besides
discussing recent studies that revisited this subject using some omics technics. We
conclude by discussing further uses of amics via a multi-omics integration (M)
strategy to help finally find out what is really behind the genesis of FY. Finding this
elusive canszal agent of FY out will allow either the development of 2 more efficient
diagnostic tool and the advance in studies trying to find out the source of the
genetic resistance hidden in the genome of the American oil palm,

Keywords: Elaeis pumesnns, palm oil, epidemiclogy, tropical diseases, eticlogy,
abiotic stress, biotic stress

1. Introduction
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Abstract
Main Conclusion The pL're38.3 is a conslitulive gene promoter with polential for eclopic and strong genes overex=
prission or aciive biomalecules in plant lizsoes abiacked by peis, incloding nematlodindecid giani cells or galls,

Abstract Toyhean {Cilvwcine max) is ane of the mast impectant agricultural commedsties woddwide and a major proteim 22d il
stupie. Herein, we identifed the sorybean ubaquitiseconjugating (E2 ) enzyvime gene (G DRCY, Giyene 1802 T 60000, which is
sapraficantly upregulasd in responss 10 Anticarsie preemaralis sack and Melojdo pvme facogrire-indaced galls during plant
parnsitizm by plant nematode. The GmURCS promater sequence and ifs differcet modules were functiceally charactenized in
silion anil én plamda using Iransgenic Arabidopeir thiolieng and € may lines. T lall=length iranscriptiomal pegulalory region
(promoter and 3 -UTE sguenes, named pUcef8 F preenones] was abile to drive Ligher levels of wisdd (fglosuransdase) goos
expression in diferent tispaes of iranspenic A. thaliens lines compared i its thres shorteped modules azd the p2 SESA MV
promoier. Motahly, higher fglocoronidase (GLUS) enxymatic achvity was shown in M iecogmifesinduced giant cells when
the full plfcedd. # promaier drove the expresaon of this repanier gene. Furtherinare, nemalode=2pecilic daRNA melecales
wers pagcessfully sverexpressed under the costrol of the plleeSE 2 promater in treosgendc soybean lings. The RNAI geae
construct msed here was designed (o poststmanscrptinnally downregulate the preveously chamcierized presmBRA splicing fuc=
lor gones [pom Heterodera ghecines and M. incogmita. A 1ofel of six ransgenic suybean lnes containing BNAIL gene construct
were selecied Tor mobecalar characterizstion after infection wiih M. fscogrire pre-parssitic second-siage (ppl2) nemaiodes,
A stromg reduction in the egp namber prodoced by M dncogmita afier parmsitism was ohserved in those irnnsgenic soybean
Lines, ramgizng Eram 71 o0 925 compared o wild=lype contral plants, The present data demanstrated that pLceS8.5 15 a gene
promeier capable of efecuvely driving ddRNA overexpreszion in sematode-induced giant cells of ransgenic sovhesn lincs
and can be succezsfully spplied as an imporiant hicsscknological asse o gesenate ragspenic crops with improved resisiance
to rooi=knot nematodes as well as olber pests.

Keywords Asticersie gemmaialis - Glycing mas - Gml BOS promoten’gens - Meleidogwere incapnita - ENA interierence
Uhiqua tirmcanjagating (E2) enryme gene promaicr
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Abstract

Dioxygenases are enzymes involved in the conversion of policonic aromatic hydroxycarbons (PAHs),
attracting significant biotechnological interest for the conversion of recalcitrant organic compounds.
Furthermore, few studies show that dioxygenases can take on the function of resistance genes in clones.
This enzymatic versatility opens up new opportunities for elucidating the mechanisms of microbial
resistance, as well as its biotechnological application. In this work, a Cerrado soil dioxygenase named
CRB2(1) was biochemically characterized. The enzyme was shown to have optimal activity at pH 7; a
temperature of 30 °C; and using iron ions as a cofactor for substrate cleavage. The kinetic catalytic
parameters of CRB2(1) were Vmax = 0.02281 uM/min and KM = 97.6. Its predicted three-dimensional
structure obtained using the Modeller software v9.22 based on the crystal structure of gentisate 1,2-
dioxygenase from Silicibacter pomeroyi (GDOsp) (PDB ID 3BU7, resolution 2.80 A, residues 17 - 374)
revealed substrate binding to the cupin domain, where the active site is located. The analyzed substrates
interact directly with the iron ion, coordinated by three histidine residues. Changing the iron ion charge
modifies the binding between the active site and the substrates. Currently, there is a demand for enzymes
that have biotechnological activities of interest. Metagenomics allows analyzing the biotechnological
potential of several organisms at the same time, based on sequence and functional activity analyses.

Keywords: Dioxygenase; Cerrado Soil; Metagenome; Resistome
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Phylogenomic analysis and niche specialization of new Acholeplasma species in the termite’s gut
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Abstract. The gut of a termite has long been an object of study for evolutionary biology between the
host and its microbiota. The oxygen and substrate distribution, as well as the activity of the termite gut,
creates an interesting environment for microorganisms. In this work, metagenomic sequencing of the
Syntermes wheeleri gut microbiota resulted in the assembly of three draft genomes from a Tenericutes
phylum and Acholeplasma-affiliated clade. Metabolic reconstruction revealed that these genomes lack
enzymes of the tricarboxylic acid cycle, and instead use simple sugars for anaerobic fermentation
along with energy production by ATP synthase. Genome annotation also disclosed other metabolic
features such as genes involved in hemicellulose metabolism, glycerol production, and a putative 3-
lactamase gene. Taxonomy based on metagenome scaffold genes revealed that Acholeplasma
members are more abundant in the P3 gut segment than in P1. Also, metatranscriptomic data showed
that CAZy Acholeplasma genes are expressed just in the P3 segment. In this work, we show three
organisms belonging to the Acholeplasmataceae family, not yet described as present in a particular
segment of the gut of the Syntermes wheeleri termite, an endemic species to the Brazilian Savannah
biome. This niche specialization tells a story about the host and commensal relationship between
invertebrates, bacteria, and the environment.
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