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RESUMO

FREITAS, Fernanda de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2014. Diversidade de genes codificadores de enzimas do
metabolismo secundario no microbioma do trato gastrointestinal de
bovino da raga Nelore. Orientadora: Célia Alencar de Moraes.
Coorientadores: Arnaldo Chaer Borges, Poliane Alfenas Zerbini e Wendel
Batista da Silveira.

O estudo da diversidade de peptideo sintetases n&o ribossomais (NRPS) e
policetideo sintases (PKS) de origem microbiana em ambientes naturais € uma
importante ferramenta para a busca de metabdlitos secundarios de interesse
industrial. Essa informacéo, aliada a descoberta da capacidade dos micro-
organismos anaerobios em sintetizar metabdlitos secundarios, torna o
microbioma do trato gastrointestinal (TGI) do bovino da raga Nelore,
caracterizado recentemente, um ambiente em potencial para a bioprospecgao
desses compostos. O objetivo desse estudo foi determinar a existéncia e
diversidade de genes codificadores de PKS e NRPS no microbioma do TGl do
bovino da raca Nelore por PCR-DGGE e pela construgcao e sequenciamento de
bibliotecas de clones. Foram identificados genes codificadores de NRPS nos
microbiomas do rumen, reticulo e omaso de um bovino da raga Nelore. A
analise da PCR-DGGE demonstrou a variagcado da diversidade e da composicao
desses genes ao longo das comunidades analisadas. Os maiores indices de
riqueza e diversidade foram encontrados na amostra da fracdo sélida do
raimen. Contudo, a maior parte das UTOs €& compartilhada pelas quatro
comunidades. A anadlise filogenética das sequéncias de aminoacidos dos
dominios de adenilagdo (dominios A) das NRPS indica que as NRPS
identificadas agrupam-se com peptideo sintetases ndo caracterizadas de
Butyrivibrio proteoclasticus B316, de Clostridium bolteae, de Coprococcus
catus GD/7 e de Xanthomonas citri. As sequéncias traduzidas obtidas
apresentaram entre 37 e 91 % de identidade em relacdo as depositadas no
GenBank. A baixa identidade das sequéncias codificadoras do dominio A das
NRPS, obtidas a partir do microbioma do TGI do bovino da raga Nelore, em
relacdo a sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI, indicaram que
esse microbioma abriga um potencial inexplorado para a bioprospecc¢éo de

novos produtos.



ABSTRACT

FREITAS, Fernanda de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2014. Secondary metabolism genes coding diversity in a Nelore
steer gastrointestinal tract microbiome. Adviser: Célia Alencar de Moraes.
Co-advisers: Arnaldo Chaer Borges, Poliane Alfenas Zerbini and Wendel
Batista da Silveira.

The diversity study of microbial nonribosomal peptide synthetases (NRPS) and
polyketide synthases (PKS) in natural environments provides an important tool
in the search for secondary metabolites of industrial interest . This information
associate to the recent discovery of the ability of anaerobic microorganisms to
synthesize secondary metabolites makes the newly described gastrointestinal
tract (GIT) microbiome from a Nellore steer an potential environment to
bioprospect new secondary metabolites. Thereby, this work aimed to determine
the existence and diversity of genes encoding PKS and NRPS in the GIT
microbiome of a Nelore steer by PCR-DGGE and by construction and analysis
of a clone library. NRPS genes were identified in the rumen, reticulum and
omasum microbiomes. The PCR-DGGE analysis demonstrated differences in
the diversity and composition of these genes along the communities. The
highest levels of richness and diversity were observed for the rumen solid
fraction sample, however, most of the OTUs are shared by the four
communities. The phylogenetic analysis of amino acid sequences indicate that
the identified adenylation domains (A) clustered with those from
uncharacterized peptide synthetases from Butyrivibrio proteoclasticus B316,
Clostridium bolteae, Coprococcus catus GD/7 and Xanthomonas citri . Most of
the indentified A domains showed between 37 and 91 % identities at aminoacid
level to their closest matches in GenBank. These low identities indicate that this

microbiome harbors untapped potential for new products bioprospecting.



1. INTRODUGAO

Os metabdlitos secundarios sdo produtos do metabolismo nao essencial
para o crescimento, desenvolvimento ou reprodugdo de um organismo
(VAISHNAV & DEMAIN, 2011).

Muitos metabdlitos secundarios sao utilizados na industria farmacéutica
como fonte de antibidticos, imunossupressores, redutores de colesterol, anti-
helminticos e anti-parasiticos, sendo o mercado anual estimado para esses
produtos de U$ 40 bilhdes (DEMAIN, 2013).

As principais classes de metabdlitos secundarios produzidos por micro-
organismos sao peptideos e policetideos. Esses compostos sao sintetizados
por grandes complexos enzimaticos multifuncionais denominados Peptideo
Sintetases N&o Ribossomais (NRPS) e Policetideo Sintases (PKS),
respectivamente (O'BRIEN & WRIGHT, 2011).

As PKS sao enzimas modulares, nas quais cada modulo é responsavel
pela incorporagdo de um monémero (unidade acil) ao produto em um processo
sequencial. Cada médulo minimo é constituido de um conjunto de dominios
denominados cetoacil sintase (KS), acil transferase (AT) e dominio proteina
carreadora de acil (ACP). Outros dominios, denominados cetorredutase (KR),
desidratase (DH) e enoil redutases (ER), ndo s&o essenciais, mas determinam
a diversidade quimica dos compostos sintetizados (JENKE-KODAMA et al.,
2005). De acordo com a organizagao estrutural desses dominios, as PKS
podem ser divididas em trés categorias, denominadas PKS I, PKS Il e PKS III.

As NRPS, semelhantemente as PKS, s&o organizadas em maodulos,
sendo cada modulo responsavel pela incorporacdo de um aminoacido
especifico ao peptideo. Um méddulo minimo das NRPS é constituido pelos
dominios de adenilagéo (A), carreador de peptidil (PCP) e de condensacgao (C).
Ha também dominios auxiliares, como o de epimerizagao (E), de epimerizagao
duplo (E/C), de metilagdo (M), de reducao (R) e o de ciclizagao, (Cy). Dominios
tioesterases (TE), normalmente localizados na porgéo terminal do mddulo,
liberam o produto peptidico final da enzima por meio de hidrélise ou ciclizagao
(NIKOLOULI & MOSSIALQOS, 2012).



Muitos micro-organismos procariotos sdo amplamente estudados quanto
ao potencial para biossintese de metabdlitos secundarios, incluindo Bacillus,
Pseudomonas, Cyanobacteria, Myxobacteria, Mycobacteria e Streptomyces.
Os mais promissores sao os do género Streptomyces, aos quais séo atribuidos
50 % dos metabdlitos secundarios ja caraterizados (BERDY, 2005;
GOODFELLOW & FIEDLER, 2010). Contudo, € provavel que outros micro-
organismos sejam também capazes de produzir metabdlitos secundarios.
Esses micro-organismos entram na categoria dos negligenciados, uma vez que
poucos esforgos tém sido empregados para investigar seu metaboloma
secundario (LETZEL et al., 2013).

Os micro-organismos anaerobios fazem parte do grupo de micro-
organismos negligenciados, e por muito tempo acreditou-se que esses micro-
organismos fossem incapazes de produzir metabdlitos secundarios, em razéo
de seu metabolismo energético menos eficiente em relagdo aos aerdbios.
Contudo, a analise de uma série de genomas desses micro-organismos revelou
a ampla ocorréncia de clusters génicos 6rfaos putativamente envolvidos na
biossintese de PKS e NRPS (BEHNKEN & HERTWECK, 2012a; LETZEL et al.,
2013). Isso os torna fontes promissoras de novos metabdlitos secundarios.

O microbioma do TGl do bovino da raca Nelore foi elucidado
recentemente (OLIVEIRA et al., 2013) e constitui um ambiente promissor para
pesquisa de novos produtos de origem microbiana, dada sua alta e inexplorada
diversidade de micro-organismos.

Estudos sobre o microbioma de bovinos tém como foco principal os
micro-organismos simbiontes do rumen, dada sua ligagdo com caracteristicas
economicamente ou ambientalmente importantes, como a eficiéncia de
conversao alimentar (GUAN et al., 2008; ZHOU et al., 2009), produgdo de
metano (ZHOU et al., 2010) e a descoberta de enzimas e de micro-organismos
fermentadores de biomassa para produgao de biocombustiveis (HESS et al.,
2011). Contudo, com base no conhecimento da estrutura dessa comunidade e
na literatura (LETZEL et al., 2013), é provavel que esse microbioma abrigue
uma ampla gama de fungdes, incluindo aquelas destinadas ao metabolismo
secundario. A descoberta recente do primeiro antibidtico produzido por um
anaerdbio, a clostiamida, sintetizada por Clostridium cellulolyticum (LINCKE et

al., 2010), incentiva a pesquisa futura nesse sentido.



Com base nessas informagdes, o objetivo deste estudo foi identificar a
presenga de genes codificadores de PKS (KS) e NRPS (A) no microbioma do
TGI do bovino da raca Nelore, abrindo a oportunidade para a descoberta de
novos compostos em uma comunidade cujo potencial, nesse sentido, é

inexplorado.



2. REVISAO DE LITERATURA

21. Importancia econémica dos metabdlitos secundarios de origem

microbiana

Os metabdlitos secundarios séo produtos do metabolismo ndo essencial
para o crescimento, desenvolvimento ou reprodugcédo de um organismo. Entre
as funcionalidades a eles atribuidas, encontram-se as de conferir ao organismo
produtor vantagens competitivas, participar de mecanismos de defesa e facilitar
os processos reprodutivos (VAISHNAV & DEMAIN, 2011). Muitos dos
metabdlitos secundarios de origem microbiana sao utilizados na industria como
fonte de antibidticos, imunossupressores, redutores de colesterol, anti-
helminticos, anti-parasiticos, herbicidas naturais, reguladores de crescimento
para plantas, biopesticidas e bioinseticidas. Além disso, muitos produtos
utilizados na industria sdo derivados semissintéticos de metabdlitos
secundarios, produzidos por conversao quimica ou por bioconversao (DEMAIN,
2013).

Cerca de 50 % das novas drogas introduzidas no mercado entre 1985 e
2010 foram metabdlitos secundarios microbianos ou compostos relacionados.
Em 2003, o mercado para tais compostos atingiu U$ 40 bilhdes (SINGH &
MACDONALD, 2010; DEMAIN, 2013). Cerca de 70 % dos antibiéticos em uso
sdo compostos naturais ou derivados (SINGH & MACDONALD, 2010).
Adicionalmente, 74 % de todas as novas entidades quimicas para o tratamento
do céancer, 70 % dos medicamentos anti-enxaqueca e 66 % dos agentes anti-
hipertensivos foram obtidos a partir de metabdlitos secundarios (DEMAIN,
2009; SINGH & MACDONALD, 2010).

Apesar do sucesso obtido na descoberta de novas drogas derivadas de
compostos naturais a partir do final dos anos de 1970, a taxa de descoberta de
novos produtos caiu significativamente no século 21. O principal motivo foi a
perda de interesse das industrias farmacéuticas nesses compostos, dado ao
tempo demandado para o desenvolvimento de estudos pré-clinicos e clinicos e
ao curto periodo de vigéncia das patentes (DEMAIN, 2013). Contudo, a taxa de
descoberta de novos medicamentos a partir de metabdlitos secundarios ainda



€ alta quando comparada a taxa de descoberta por meio da triagem massiva
de bibliotecas de compostos sintéticos (SINGH & MACDONALD, 2010).

A pesquisa por novos compostos naturais deve ser estimulada, em
razao da demanda nao atendida em diversas areas, como por exemplo, o
crescente numero de patdgenos resistentes a multiplas drogas. Evidentemente,
os compostos naturais apresentam oportunidades que nao devem ser
ignoradas. Essas incluem sua novidade, complexidade e notavel diversidade
estrutural e funcional (DEMAIN, 2013). A oportunidade também é representada
pela imensidade do mundo microbiano, uma vez que cerca de 95 a 99,9 % dos
micro-organismos existentes na natureza ainda ndo foram cultivados em
laboratério, apenas uma proporcdo minima desses ja foram investigados
quanto a capacidade para producdo de metabdlitos secundarios,

remanescendo um grande potencial inexplorado (DEMAIN, 2013).

2.2. Enzimas do metabolismo secundario

As principais classes de metabdlitos secundarios produzidos por micro-
organismos sao os peptideos e policetideos. Estes compostos s&o sintetizados
por grandes complexos enzimaticos multifuncionais denominados Peptideo
Sintetases N&o Ribossomais (NRPS) e Policetideo Sintases (PKS),
respectivamente. Outras classes de metabdlitos secundarios menos comuns
incluem carboidratos, lipideos, terpendides, esterdides e alcaldides (O'BRIEN;
WRIGHT, 2011).

Os genes codificadores dessas enzimas normalmente estdo organizados
em operons, que incluem genes associados ao transporte, resisténcia,
modificagdo pos-traducional e outras fungdes relacionadas ao uso efetivo dos
produtos codificados (ZIEMERT & JENSEN, 2012).

2.2.1. Policetideo Sintases
Os policetideos sao compostos estruturalmente e funcionalmente

diversos sintetizados pelas PKS a partir de precursores acil-CoA. Nessa

categoria estdo incluidas muitas drogas de importancia clinica e econdémica,



como a tetraciclina, daunorrubicina, eritromicina, rapamicina e lovastatina
(SHEN, 2003).

As PKS sao altamente diversas e distribuidas entre bactérias, fungos e
plantas (JENKE-KODAMA et al., 2005). Essas enzimas sao modulares, e cada
modulo é responsavel pela incorporacdo de um mondmero ao produto em um
processo sequencial. Cada modulo é constituido de um conjunto de dominios
e, de acordo com a organizagao estrutural destes dominios, as PKS podem ser
divididas em trés categorias, denominadas PKS |, PKS Il e PKS Ill (SHEN,
2003).

As PKS | sdo as mais diversas e geralmente sdo compostas por pelo
menos trés dominios: um dominio cetoacil sintase (KS), um dominio acil
transferase (AT) e um dominio de proteina carreadora de acil (ACP). O dominio
AT é responsavel pelo reconhecimento, ligacdo e transferéncia do grupo acil-
CoA para o dominio ACP. O dominio ACP carreia o grupo acil ativado para o
dominio KS, o qual catalisa a condensacao descarboxilativa entre dois grupos
acil ligados aos dominios ACP de dois modulos adjacentes. Outros dominios,
denominados cetorredutase (KR), desidratase (DH) e enoil redutases (ER) n&o
sao essenciais, mas determinam a diversidade quimica dos compostos
sintetizados (JENKE-KODAMA et al., 2005). De acordo com a organizagao e
mecanismo de acdo desses modulos, as PKS | podem ser divididas em
subgrupos. As PKS | modulares cis-AT possuem multiplos médulos que contém
pelo menos trés dominios denominados KS, ACP e AT (JENKE-KODAMA et
al., 2005). As PKS | trans-AT nao contém um dominio AT cognato e esta
atividade é desempenhada por um dominio AT codificado em trans. As PKS |
iterativas contém os dominios caracteristicos das PKS |, mas estes atuam de
maneira reiterada, utilizando os dominios de maneira ciclica (JENKE-KODAMA
et al., 2005). As PKS | enedinas sao responsaveis pela sintese das enedinas,
compostos naturais constituidos por um nucleo com dois grupos acetilénicos
conjugados por uma ligagao dupla a um anel de nove ou dez membros. Essas
PKS | sao iterativas, mas apresentam um dominio C-terminal que é
caracteristico dessa classe de enzimas (SHEN, 2003).

As PKS Il sdo complexos multienzimaticos com apenas um conjunto de
dominios que atuam de maneira reiterada e s&o relacionados a sintese de

policetideos aromaticos (SHEN, 2003). A PKS Il minima & composta por dois
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dominios, KS e ACP. Nessas proteinas, cada sitio catalitico KS esta localizado
em uma proteina distinta. A proteina KS-alfa (KSa) realiza as etapas de
condensacgao e a KS-beta (KSB) determina o numero de ciclos repetidos que
devem ocorrer (FENG et al, 2011).

O terceiro tipo, PKS Ill, €& constituido por cetoacil sintases
homodiméricas que atuam essencialmente de forma reiterada como
condensinas independentes de proteinas carreadoras de acil (ACP), e sao

responsaveis pela sintese de poli-hidroxifendis (SHEN, 2003).

2.2.2. Peptideo Sintetases Nao Ribossomais

A segunda principal categoria de metabdlitos secundarios, os peptideos
nao ribossomais, € sintetizada a partir de aminoacidos precursores pelas
NRPS. Esses metabdlitos  diferenciam-se  daqueles  sintetizados
ribossomalmente pelo fato de conterem em sua estrutura aminoacidos
modificados e aminoacidos ndo usuais. Nessa categoria encontram-se drogas
clinicamente importantes como a daptomicina, a bleomicina e a ciclosporina
(STRIEKER et al., 2010).

As NRPS, semelhantemente as PKS, sdo organizadas em maodulos,
sendo cada modulo responsavel pela incorporagcdo de um aminoacido
especifico ao peptideo. Um moddulo minimo das NRPS é constituido pelos
dominios de adenilagéo (A), carreador de peptidil (PCP) e de condensacgao (C).
O dominio A é o responsavel pelo reconhecimento e ativagdo de seu
aminoacido cognato e pela transferéncia do substrato ativado para o dominio
PCP do mesmo modulo. O dominio C catalisa a formacgao da ligagao C-N entre
a cadeia em elongagéo e o aminoacido ativado e o dominio PCP é responsavel
pela propagagdo da cadeia peptidica crescente. Ha também dominios
auxiliares, como o de epimerizagao (E), que epimeriza um L-aminoacido a b-
aminoacido, o de epimerizagdo duplo (E/C), que é o responsavel pela
epimerizagao e condensacgao, e o de ciclizagdo (Cy). Esses dominios podem
substituir o dominio C na incorporagdo e subsequente ciclizagdo de cisteina,
treonina ou serina. O dominio de oxidagao (LIN et al., 2010), normalmente com
localizagao posterior ao dominio PCP ou no C-terminal do dominio A, catalisa a

formacédo de um tiazol aromatico por meio da oxidacdo de um anel tiazolina.

7



Dominios tioesterases (TE), normalmente localizados na porgdo terminal do
modulo, liberam o produto peptidico final da enzima por meio de hidrdlise ou
ciclizagdo (NIKOLOULI & MOSSIALOS, 2012).

Frequentemente sdo encontrados sistemas que incluem ambas as
funcionalidades, as de PKS e as de NRPS. Tais sistemas hibridos, PKS-NRPS,
produzem moléculas compostas por unidades acil e aminoacil, como a
bleomicina (DU et al., 2001).

2.3. Micro-organismos como fonte de metabdlitos secundarios

Os micro-organismos que habitam ambientes naturais tém sido
amplamente investigados quanto a capacidade de biossintese de metabdlitos
secundarios. A competicdo pela sobrevivéncia e as pressdes ambientais
dirigem a diversificacdo dos mecanismos de defesa que, por sua vez,
determinam as diversidades quimica e biologica e o potencial para biossintese
de metabdlitos secundarios (SINGH & MACDONALD, 2010).

Os micro-organismos procariotos isolados de ambientes naturais mais
amplamente estudados quanto ao potencial para biossintese de metabdlitos
secundarios incluem Bacillus, Pseudomonas, Cyanobacteria, Myxobacteria,
Mycobacteria e Streptomyces. Os mais promissores sdo o0s do género
Streptomyces, aos quais sao atribuidos 50 % dos metabdlitos secundarios ja
caraterizados (BERDY, 2005; GOODFELLOW & FIEDLER, 2010).

Diversos medicamentos, como antibiéticos, imunossupressores e drogas
antitumorais em uso foram obtidos de micro-organismos isolados de fontes
ambientais (DEMAIN, 2009; SINGH & MACDONALD, 2010).

Cerca de 10 a 15 % dos antibiéticos sdo produzidos por bactérias nao
filamentosas, 20 % sédo produzidos por fungos filamentosos e
aproximadamente 50 % sao produzidos por actinomicetos, sendo que, 75 %
destes sao produzidos por bactérias do género Streptomyces (DEMAIN, 2013).

A descoberta recente do primeiro antibiético produzido por um anaerébio
estrito, a clostiamida, sintetizada por Clostridium cellulolyticum (LINCKE et al.,
2010), enfatiza a necessidade de busca por novos metabdlitos secundarios em

fontes nao tradicionais.



Estudos de gendémica tem demonstrado que bactérias que previamente
eram consideradas incapazes de produzir metabdlitos secundarios possuem
potencial genético para essa fungcdo (DONADIO et al., 2007; LETZEL et al.,
2013). Esses micro-organismos entram na categoria dos negligenciados, uma
vez que poucos esforcos tém sido empregados para investigar seu
metaboloma secundario (LETZEL et al., 2013). Essa categoria inclui bactérias
de habitats ndo usualmente investigados (PIDOT et al., 2013) e anaerdbios
(LETZEL et al., 2013). Assim, dado o alto numero de clusters génicos orfaos
putativamente envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios presentes
nos genomas sequenciados e o fato dos micro-organismos cultivaveis e ja
identificados representarem apenas 1 % do total estimado, acredita-se que
somente 10 % do total de metabdlitos secundarios codificados por micro-
organismos ja tenham sido isolados e caracterizados (GOODFELLOW &
FIEDLER, 2010). Assim, as analises de genomas e metagenomas tornaram-se
de grande utilidade na investigagcao de novas vias de metabolismo secundario
(BANIK & BRADY, 2010; PIEL, 2011; NIKOLOULI & MOSSIALOS, 2012).

2.4. A busca por novos metabdlitos secundarios

No passado, novos compostos eram descobertos pela triagem do
potencial antimicrobiano dos metabdlitos secundarios produzidos por bactérias
isoladas, principalmente do solo (ZOTCHEV, 2012). Contudo, devido a alta
frequéncia de redescoberta de compostos ja caracterizados, a triagem baseada
no cultivo foi quase que completamente abandonada (BALTZ, 2008).

As novas estratégias de triagem de metabdlitos secundarios, baseadas
em DNA, tornaram-se complementares as metodologias tradicionais, e em
muitos casos, suplantaram-nas (PIDOT et al., 2013). Durante a ultima década,
em razao do rapido desenvolvimento das ferramentas de bioinformatica, das
tecnologias de sequenciamento e do numero de genomas e metagenomas
anotados, a busca e a descoberta de novos compostos sintetizados por PKS e
NRPS através da avaliacdo das sequéncias depositadas em bancos de dados
cresceram  significativamente = (NIKOLOULI & MOSSIALOS, 2012).
Adicionalmente, as analises de genomas de organismos produtores

tradicionalmente estudados demonstraram a presenga de mais genes para o
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metabolismo secundario do que produtos descritos como ocorre para algumas
espécies de Streptomyces (OMURA et al., 2001; NETT et al., 2009).

As analises de metagenomas tém sido amplamente utilizadas para a
identificacdo de clusters génicos putativamente envolvidos na sintese de
metabdlitos secundarios em ambientes naturais. Essa identificacao € realizada
através da busca por genes centrais que codificam as PKS e as NRPS em
conjungdo com a funcdo predita para os genes vizinhos (GOODFELLOW &
FIEDLER, 2010).

Uma abordagem amplamente empregada na busca de novos
metabdlitos secundarios em ambientes naturais baseia-se na construgao e
analise de bibliotecas metagenémicas. Essa abordagem beneficia-se do fato
dos genes codificadores das enzimas de biossintese de metabdlitos
secundarios encontrarem-se normalmente organizados em clusters. Assim,
clones que contenham um cluster génico completo podem ter seus produtos
identificados por expressao heterdloga ou pelo sequenciamento (ZIEMERT et
al.,, 2012). Adicionalmente, as comunidades microbianas desses ambientes
podem ser triadas quanto ao potencial para biossintese de PKS e NRPS pela
amplificagdo direta do DNA metagendmico, utilizando-se primers degenerados
(SEOW et al., 1997; AYUSO-  SACIDO; GENILLOUD, 2005; WAWRIK et al.,
2005; WAWRIK et al., 2007; BANIK & BRADY, 2010; FENG et al., 2011). Os
produtos sao entdo clonados e sequenciados. Um perfil dos genes
codificadores de enzimas do metabolismo secundario em determinado
ambiente também pode ser gerado por outras metodologias, como TRFLP
(Terminal Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (WAWRIK et al., 2005;
WAWRIK et al., 2007) e mais recentemente por sequenciamento de ultima
geragao (TRINDADE-SILVA et al., 2013; WOODHOUSE et al., 2013).

E importante, contudo, que a escolha da amostra ambiental recaia em
uma que potencialize o sucesso da busca, uma vez que os metabdlitos
descobertos por meio dessa abordagem dependem dos micro-organismos
presentes na amostra (SINGH & MACDONALD, 2010).

Andlises filogenéticas dominio especificas de moddulos distintos tém
demonstrado que os dominios A e C das NRPS e os dominios AT e KS das

PKS, podem ser mais informativos em termos de predicdo das vias associadas.
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As sequéncias protéicas da maioria desses dominios sdo agrupadas em clados
especificos, de acordo com a especificidade quimica de cada via (JENKE-
KODAMA et al., 2005; RAUSCH et al., 2007; JENKE-KODAMA & DITTMANN,
2009).

A filogenia dos dominios A e C das NRPS é complexa e refletem
diferentes caracteristicas associadas as enzimas nas quais esses modulos
estdo presentes (ZIEMERT & JENSEN, 2012). Esses dominios sdo os mais
conservados e evoluiram independentemente na mesma via (ZIEMERT &
JENSEN, 2012).

A filogenia do dominio A é altamente informativa e revela clados
correspondentes aos clusters génicos aos quais os dominios pertencem,
tornando possivel a predicdo estrutural de NRPS desconhecidas, quando
comparadas a vias experimentalmente caracterizadas. A desse dominio
permite também distinguir dominios associados a enzimas hibridas PKS-NRPS
(CRAMER et al., 2006; ZIEMERT & JENSEN, 2012). Outra caracteristica
revelada pela filogenia das sequéncias de aminoacidos desses dominios € a
especificidade pelo substrato. Normalmente s&o observados agrupamentos de
acordo com a similaridade entre os aminoacidos reconhecidos pelos dominios
A distintos. Por outro lado, a filogenia do dominio C revela a estereoquimica
dos aminoacidos adicionados a cadeia peptidica em crescimento e outras
caracteristicas funcionais da enzima (ZIEMERT & JENSEN, 2012).

A filogenia dos dominios KS fornece uma visado sobre as vias nas quais
esses dominios estdo envolvidos e da arquitetura da enzima (JENKE-KODAMA
et al., 2005). Por outro lado, a filogenia do dominio AT delineia clados com
base no grupo acil incorporado ao policetideo (ZIEMERT & JENSEN, 2012).

A anadlise de genomas possibilitou a descoberta de novos antibidticos e
agentes antitumorais (NIKOLOULI & MOSSIALOS, 2012). A metagendmica
também tem sido aplicada com sucesso na descoberta de novos compostos
produzidos por PKS e NRPS (NIKOLOULI & MOSSIALOS, 2012). A briostatina,
um antitumoral, foi identificada através da amplificacdo de dominios KS do
DNA metagendmico do briozoario marinho Bugula neritina (HILDEBRAND et
al., 2004). Outros compostos descobertos por metagendmica incluem os
antitumorais apratoxina A e onamida (NIKOLOULI & MOSSIALQOS, 2012).
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Tendo em vista 0 sucesso para a descoberta de novos metabdlitos
secundarios a partir de ambientes naturais e de simbiontes e o
desenvolvimento das ferramentas de metagenémica, uma série de trabalhos
tém sido conduzidos objetivando o estudo da diversidade de novos metabdlitos
secundarios nos microbiomas de solos (SEOW et al., 1997; GINOLHAC et al.,
2004; WAWRIK et al., 2005; WAWRIK et al.,, 2007; FENG et al., 2011;
PARSLEY et al., 2011; ZHAO et al., 2012), sedimentos (ZHAO et al., 2008;
BECERRIL-ESPINOSA et al.,, 2013), poriferos (RIESENFELD et al., 2008;
FISCH et al.,, 2009; KALUZHNAYA et al., 2012; PIMENTEL-ELARDO et al.,
2012; REDDY et al., 2012; TRINDADE-SILVA et al., 2013; WOODHOUSE et
al., 2013) e endofiticos (JANSO & CARTER, 2010; LIN, et al., 2010).

Os avangos nas tecnologias de sequenciamento e das ferramentas de
bioinformatica possibilitaram também a descoberta de clusters génicos
cripticos, codificadores de PKS e NRPS putativas, em organismos
tradicionalmente negligenciados quanto a essa caracteristica, como
Burkholderia spp. (PIDOT et al., 2013), Lysobacter spp. (PIDOT et al., 2013),
Clostridium spp. (BEHNKEN & HERTWECK, 2012b) e uma série de bactérias
anaerdbias (LETZEL et al., 2013).

Em razdo dos conhecimentos apresentados, torna-se evidente que a
busca por novos metabdlitos secundarios deve ser realizada em ambientes
cujo potencial genético dos micro-organismos em sintetiza-los seja conhecido,

mas ainda ndo estudado (QIN et al., 2011).

2.5. O microbioma do trato gastrointestinal do bovino da raga Nelore

como fonte de novos metabdlitos secundarios

O trato gastrointestinal (TGIl) dos ruminantes € composto pela boca,
esb6fago, estdbmago, intestino delgado, intestino grosso, anus e 0orgaos
acessorios. No entanto, o estbmago dos ruminantes € dividido em quatro
compartimentos: Rumen, reticulo, omaso (que compdem o pré-estbmago) e
abomaso (estdbmago verdadeiro).

O rumen abriga uma comunidade microbiana densa, dominada por
anaerobios, nas quais as populagdes de Bacteria, que representa 95 % dessa
microbiota, podem superar 10" células por grama (FLINT et al., 2008; JAMI &
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MIZRAHI, 2012a). Esses micro-organismos desempenham um papel
indispensavel a sobrevivéncia do animal, sendo responsaveis pela digestdo e
fermentacdo do material lignocelulésico em compostos prontamente
absorviveis, como os acidos organicos volateis (JAMI & MIZRAHI, 2012a).

A microbiota do rumen varia de acordo com o ambiente em que o animal
se encontra, com o regime alimentar, com a idade do animal, com o uso de
antibidticos e com estado de saude do animal (TAJIMA et al., 2001; NATHANI
et al., 2013; THOETKIATTIKUL et al., 2013). Contudo, estudos demonstraram
a existéncia de um microbioma cerne associada ao rumen (JAMI & MIZRAHI,
2012a; b). A comunidade do rumen €& dominada pelos filos Firmicutes e
Bacteroidetes. As familias mais abundantes dentro do filo Firmicutes sdo a
Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, e dentro do filo Bacteroidetes, as
familias Prevotelaceae e Rikenellaceae (RUSSELL, 2001).

Poucos estudos abordaram a microbiota de outras regides do TGI do
bovino além do rumen (FREY et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013). Estudos
sobre a microbiota do TGl de bovinos tém como foco principal os micro-
organismos simbiontes do rumen, dada a sua ligagdo com caracteristicas
economicamente ou ambientalmente importantes, como as relacionadas a
eficiéncia de conversao alimentar (GUAN et al., 2008; ZHOU et al., 2010),
producao de metano (ZHOU et al., 2009) e a descoberta de enzimas e micro-
organismos fermentadores de biomassa para produgdo de biocombustiveis
(HESS et al., 2011). Contudo, com base no conhecimento da estrutura dessa
comunidade e na literatura (LETZEL et al.,, 2013), é provavel que esse
microbioma abrigue uma ampla gama de fungdes, incluindo aquelas destinadas
ao metabolismo secundario.

A anadlise funcional do microbioma intestinal de humanos revelou a
presenca de genes relacionados as vias de biossintese de metabdlitos
secundarios nesse ambiente (CANDELA et al., 2010). Adicionalmente, o
conhecimento da estrutura da comunidade microbiana do TGl do bovino da
raca Nelore (OLIVEIRA et al.,, 2013) fornece evidéncias que suportam a
presenga de micro-organismos possuidores de metabolismo secundario nesse
ecossistema. Entre os membros do filo Firmicutes presentes no pré-estomago
(rumen, reticulo, omaso e abomaso), sdo dominantes os pertencentes a familia

Lachnospiraceae. Em menor propor¢ado, sdo encontrados os membros das
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familias Veillonellaceae, Clostridiaceae, Ruminococcaceae, Family XIlI
Incertate Sedis e Catabacteriaceae. Em relagao ao filo Bacteroidetes, dentro da
por¢ao caracterizada em nivel de familia, encontram-se membros das familias
Prevotellaceae, Porphyromonadaceae e Bacteroidaceae (OLIVEIRA et al.,
2013). Ja foi demonstrada a presengca de clusters génicos putativos
codificadores de PKS e NRPS nos genomas de membros anaerobios de muitas
destas familias (LETZEL et al., 2013; PIDOT et al., 2013).

As informacgdes acerca do metabolismo secundario em anaerébios sao
limitadas aquelas obtidas por analises in silico, restringindo-se, assim, a micro-
organismos com genomas sequenciados. Cellulosilyticum lentocellum RHMS é
membro da familia Lachnospiraceae. Esse micro-organismo é normalmente
encontrado no trato-gastrointestinal de ruminantes e possui um cluster génico
hipotético para NRPS (LETZEL et al., 2013). Dentro do filo Firmicutes, outras
familias menos abundantes no pré-estomago do bovino estudado, como
Clostridiaceae e Ruminoccocaceae (OLIVEIRA et al., 2013), ja foram descritos
como portadores de clusters génicos de NRPS hipotéticos (LETZEL et al.,
2013). Embora a maioria dos membros do filo Bacteroidetes presentes no pré-
estbmago do bovino estudado n&o tenham sido classificados em nivel de
familia (OLIVEIRA et al., 2013), membros de familias menos abundantes, como
Bacteroidaceae, codificam NRPS em seus genomas (TETA et al.,, 2010;
LETZEL et al.,, 2013). O micro-organismo Ruminococcus albus 7 (ATCC
27210), que habita o TGl de animais herbivoros, € o unico representante da
familia Ruminococcaceae cujo genoma completo foi sequenciado. A analise do
genoma desse micro-organismo demonstrou que este codifica pelo menos um
cluster génico relacionado a uma megassintase hibrida do tipo PKS-NRPS
(LETZEL et al., 2013).

Assim, € provavel que a microbiota TGl do bovino abrigue uma vasta
gama de genes relacionados ao metabolismo secundario, cujo potencial

permanece inexplorado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem

As amostras da digesta e das fezes de um bovino da raga Nelore
utilizadas neste estudo foram obtidas em um trabalho anterior (OLIVEIRA et al.,
2013). O método utilizado para amostragem incluiu as seguintes regides do
TGI: Pré-estbmago (rumen, reticulo, omaso), abomaso, intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, colon e fezes), totalizando 26
amostras (Tabela 1). As amostras de digesta do pré-estomago foram coletadas
e estocadas separadamente. As fragdes sélida e liquida do rumen foram
separadas por filtragcado em gaze estéril. O duodeno, com aproximadamente 1 m
de comprimento, foi dividido em trés porgdes, duodeno proximal, médio e distal,
e as amostras coletadas separadamente. As amostras do jejuno foram
coletadas em 11 porgdes de 1,5 m correspondentes as algas intestinais. Dada
a curta extensdo do ileo, 30 cm, apenas uma amostra foi coletada dessa
regido. O ceco foi dividido em trés porgdes, inicial, médio e terminal, que foram
amostradas separadamente. Na regido do célon, foram coletadas amostras de
digesta das por¢des ascendente e descendente. As amostras de fezes foram

coletadas imediatamente apds a defecacao.

3.2. Extracao do DNA metagendémico

Para a extragdo do DNA metagendmico 50 mg de cada amostra foram
adicionados a microtubos de 2,0 mL contendo de tampao de extracédo [1 M
Tris-HCI; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2 % (m/v) brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB) e 4 % (m/v) polivinipirrolidona (PVP)], de contas de zirconio de 0,1 ym
de diametro, SDS 20 % e fenol: cloroférmio (1:1). As amostras foram
submetidas a agitacdo em Vortex Genie® 2 Vortex (MO BIO Laboratories, Inc.,
Carlsbad, CA, USA) e incubadas em banho-maria a 60 °C. As particulas
sélidas foram removidas por centrifugagdo e o sobrenadante coletado em um
novo tubo. Para desproteinizagao das amostras, foram realizadas duas etapas
de extragao por fenol: cloroférmio (1:1) seguidas de centrifugacado e coleta da

fase aquosa e uma etapa de extracao por cloroférmio: alcool isoamilico (24:1),
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seguida de centrifugacdo e coleta da fase aquosa. O DNA foi precipitado a
partir da fase aquosa pela adigado de acetado de amoénio 7,5 M e de isopropanol
e centrifugacdo. O sedimento foi lavado em etanol 70 % (v/v) e ressuspendido
em TE [10 mM Tris-HCL e 1mM EDTA (pH 8,0)]. Os DNAs obtidos foram
tratados com RNAse (300 ug/ mL) e verificados quanto a qualidade por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8 % (m/v). As amostras foram quantificadas
em espectrofotdbmetro UV-Vis NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA).

Tabela 1. Identificagédo e localizagdo das amostras no trato gastrointestinal do bovino da racga

Nelore

Numero da amostra Localizacao Regido do TGl Segmento do TGl

5 Digesta Fragao solida do ramen

9 Digesta Fracgao liquida do rimen
15 Digesta Pré-estdmago Reticulo

21 Digesta Omaso

27 Digesta Abomaso

33 Digesta Duodeno proximal

39 Digesta Duodeno médio

45 Digesta Duodeno distal

51 Digesta Jejuno — 12 alga intestinal
93 Digesta Jejuno — 52 alga intestinal
57 Digesta Jejuno — 102 alga intestinal
99 Digesta Jejuno — 152 alga intestinal
63 Digesta Intestino delgado Jejuno — 202 alga intestinal
105 Digesta Jejuno — 252 alga intestinal
69 Digesta Jejuno — 30?2 alga intestinal
75 Digesta Jejuno — 402 alga intestinal
117 Digesta Jejuno — 457 alga intestinal
81 Digesta Jejuno — 502 alga intestinal
175 Digesta Jejuno — 552 alga intestinal
123 Digesta ileo

129 Digesta Ceco inicial

135 Digesta Ceco médio

141 Digesta Intestino grosso Ceco terminal

153 Digesta Célon ascendente

165 Digesta Célon descendente

171 Digesta Fezes
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3.3. Analise da diversidade de PKS e NRPS no microbioma do trato

gastrointestinal do bovino por PCR-DGGE

Para a triagem do potencial das comunidades microbianas do TGI do
bovino da raga Nelore em codificar as vias de biossintese de policetideos e
peptideos ndo ribossomais, as sequéncias codificadoras dos dominios KS das
PKS I, KSB das PKS Il e A das NRPS foram amplificadas por PCR, a partir do
DNA metagendmico obtido das amostras de digesta das 26 regides anatdmicas
do TGI do bovino, empregando-se primers degenerados (Tabela 2). As reagdes
foram realizadas em um volume total de 25 uL contendo 100 ng do DNA molde,
0,2 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs, GoTaq Buffer (Promega, MADISON,
WI, USA), 3,0 mM de MgCl,, 0,1 mg/mL de BSA e 1 U de GoTaq DNA
polimerase (Promega, MADISON, WI, USA). As PCRs foram conduzidas de
acordo com o protocolo descrito na Tabela 2. Os produtos foram analisados em
gel de agarose 2,0 % (m/v).

A segunda PCR foi realizada com os primers foward contendo um
grampo CG adicionado a extremidade 5 (Tabela 3) em um volume total de 25
ML, contendo 1 pL do produto da primeira reag¢ao, 0,2 uM de cada primer, 0,2
mM de dNTPs, GoTaq Buffer (Promega, MADISON, WI, USA), 3,0 mM de
MgCl,, 0,1 mg/mL de BSA, 2 % (v/v) de formamida e 1 U de GoTag DNA
polimerase (Promega, MADISON, WI, USA). As PCR foram conduzidas de
acordo com os protocolos descritos na Tabela 3. Os produtos foram analisados
em gel de agarose 2,0 % (m/v).

A analise por DGGE foi realizada utilizando-se o DCode Universal
Mutation System (Bio-Rad, HERCULES, CA, USA). Foram aplicados 24 uL dos
produtos da segunda reagdo em gel de poliacrilamida (acrilamida:
bisacrilamida) a 6 % (m/v) em tampao TAE (Tris base 40 mM; acido acético
glacial 20 mM; EDTA 10 mM, pH 8,0) preparados com gradiente desnaturante
de 45 a 70 %, a partir das solugdes 100 % desnaturante [7 M de uréia e 40 %
(v/v) de formamida], e 0 % desnaturante. A eletroforese foi realizada durante 20
horas sob 60 V e 60 °C. Apds a corrida os géis foram corados por 20 minutos
com solucdo de SYBR Gold (Invitrogen™ CARLSBAD, CA, USA). O DNA foi
revelado e a imagem digitalizada pelo fotodocumentador L-PIX Chemi

Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia, COTIA, SP, BRASIL). As imagens
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dos géis foram processadas no programa BioNumerics versdo 6.0 (Applied
Maths, Inc., Austin, TX, USA) para a comparagao dos perfis de bandas. As
analises foram realizadas com base no coeficiente de similaridade de Dice e no
método de agrupamento médio entre grupos (UPGMA). As analises de
diversidade e riqueza foram realizadas utilizando-se o software PAST
(HAMMER, 2001).

3.4. Analise de especificidade dos primers

Para analise da especificidade do primers e identificagdo das UTOs
(Unidades Taxondmicas Operacionais), as bandas referentes as UTOs
representativas foram excisadas do gel de poliacrilamida, eluidas em 30 uL de
agua e reamplificadas de acordo com as condigdes descritas na Tabela 2. Os
produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose 2,0 % (m/v) e
purificados com o kit PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen™
CARLSBAD, CA, USA). Os amplicons purificados foram separadamente
ligados ao vetor pGEM®-T easy Vector System | (Promega, MADISON, WI,
USA) conforme as recomendacgdes do fabricante. As reagdes de ligagdo entre
vetor e inserto foram utilizadas para transformar, por choque térmico, células
competentes de Escherichia coli JM109 (Promega, MADISON, WI, USA) de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Os plasmideos foram extraidos
com uso do Wizard® SV Minipreps DNA Purification System (Promega,
MADISON, WI, USA) e sequenciados pela empresa Myleus Biotechnology,
com o primer M13 F, por eletroforese capilar, em aparelho ABI3130, utilizando-

se polimero POP7 e BigDye v3.1.
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Tabela 2. Primers e condi¢cdes de amplificagdo utilizadas para a PCR

Nome do oligonucleotideo

Tamanho do

Analise Alvo Sequéncia do oligonucleotideo Referéncia amplicon Ciclos de amplificagdo
Dominio KS K1F AYUSO-SACIDO & 95 °C, 5 min
PCR PKS | TSAAGTCSAACATCGGBCA GENILLOUD, 2004 1000-1200 pb (8x)
95 °C, 30 seg
59 °C, 2 min (-0,5 °C/ ciclo)
M6R 72 °C, 2 min
CGCAGGTTSCSGTACCAGTA (30%) '
95 °C, 30 seg
55 °C, 2 min
72 °C, 2 min
(1x)
72 °C, 10 min
Dominio KSB  KS 95 °C, 5 min
PCR PKS || TTCGGSGGITTCCAGWSIGCSATG SEOW etal., 1997 1000-1500pb (40 x)
95 °C, 1 min
o .
e,
TCSAKSAGSGCSAISGASTCGTAICC (1%) b
72 °C, 7 min
PCR Dominio A A3F AYUSO-SACIDO & 250 pb 95 °C, 5 min
NRPS GCSTACSYSATSTACACSTCSGG GENILLOUD, 2004 P (35x)
95 °C, 30 seg
. .
2290, 1.5 min
SASGTCVCCSGTSCGGTAS (1%) o b
72 °C, 10 min
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Tabela 3. Primers e condi¢gdes de amplificacdo utilizadas para a PCR-DGGE

Nome do oligonucleotideo

Analise Alvo Sequéncia do oligonucleotideo Tamanho do amplicon Ciclos de amplificagdo
PCR-DGGE KS PKS I-Nested PCR K1FGC 1000-1200 pb 95 °C. 5 min
- -Neste gc.-TSAAGTCSAACATCGGBCA -1200p (8%)
95 °C, 30 seg
MER 59 °C, 2 min (-0,5 °C/ ciclo)
72 °C, 2 min
CGCAGGTTSCSGTACCAGTA (30%)
95 °C, 30 seg
55°C, 2 min
72 °C, 2 min
(1x)
72°C, 10 min
o GG inio KS s o KSGC 95 °C, 5 min
PCR-DGGE Dominio KSB PKS II-Nested PCR gc.-TTCGGSGGITTCCAGWSIGCSATG 1000-1500 pb (40 x)
95 °C, 1 min
58 °C, 1 min
ACP 42°C. 1,5 min
TCSAKSAGSGCSAISGASTCGTAICC (1)
72°C, 7 min
PCR-DGGE  Dominio ANRPS-Nested PCR ~ 3FGC 850 pb 95 °C, 5 min
” ominio “Neste gc.-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG P (35x)
95 °C, 30 seg
ATR 58 °C, 2 min
. .
SASGTCVCCSGTSCGGTAS (712X)C’ 1,5 min
72 °C, 10 min
gc.
Grampo GC CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGG
GCGGGGGCACGGGGGG
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3.5. Construcao de bibliotecas de clones contendo dominios de

adenilagao

As sequéncias codificadoras dos dominios A das NRPS foram
amplificados a partir do DNA metagendmico da fragdo solida do rumen, fracéo
liquida do rumen, reticulo e omaso, de acordo com as condigdes descritas na
Tabela 2. Os produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose 2,0 %
(m/v) e purificados com o kit PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen™
CARLSBAD, CA, USA). Os amplicons purificados foram separadamente
ligados ao vetor pGEM®-T easy Vector System | (Promega, MADISON, WI,
USA) conforme as recomendacdes do fabricante. As reagdes de ligagao entre
vetor e inserto foram utilizadas para transformar, por choque térmico, células
competentes de Escherichia coli JM109 (Promega, MADISON, WI, USA) de
acordo com as recomendacgdes do fabricante. Foram selecionados 50 clones
positivos referentes a cada biblioteca [fracdo sdlida do rumen (clones 1 a 7),
fragdo liquida do rumen (clones 8 a 14), reticulo (clones 15 a 21) e omaso
(clones 22 a 30)]. Os clones foram crescidos em caldo Luria Bertani [triptona
1,0 % (m/v), extrato de levedura 1 % (m/v) e NaCl 0,5 % (m/v)] adicionado de
ampicilina em concentracao final de 100 ug/mL e estocados no mesmo meio
acrescido de glicerol 30 % (v/v). Sete clones de cada biblioteca foram
selecionados para o sequenciamento. Os plasmideos foram extraidos com uso
do Wizard® SV Minipreps DNA Purification System (Promega, MADISON, WI,
USA) e estes foram sequenciados, pela empresa Myleus Biotechnology,
utilizando-se o primer M13 F, por eletroforese capilar, em aparelho ABI3130,

utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1.
3.6. Analise das sequéncias

Todas as sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas
depositadas no GenBank (NCBI) através da ferramenta BlastX
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A ferramenta cds (conserved domains)
do Blast foi utilizada para busca de dominios conservados.

As sequéncias nucleotidicas de cada biblioteca foram alinhadas entre si,

utilizando a ferramenta bl2seq do Blast para eliminacdo de sequéncias

21



redundantes. As sequéncias que exibiram mais de 98 % de identidade entre si
foram consideradas oriundas do mesmo gene.

Para a analise filogenética, as sequéncias de aminoacidos preditas para
os dominios de adenilagdo das bibliotecas foram alinhadas juntamente com as
sequéncias nucleotidicas dos dominios A do primeiro médulo de 32 NRPS
cujas sequéncias estdo depositadas no Genbank. O alinhamento foi realizado
utilizando-se o programa Clustal W e a arvore filogenética ndo enraizada foi
construida pelo método de Neighbor-Joining, utilizando-se o programa MEGA
versao 6.0 (TAMURA et al., 2013), com o modelo de corregédo de Poisson para
aminoacidos, delecao completa de gaps e bootstrap consistindo de 1000
repeticoes.

A predicado do aminoacido reconhecido por cada dominio de adenilagao
foi realizada no programa NRPSpredictor2 (ROTTIG et al., 2011) e indicados
na arvore filogenética com o objetivo de identificar um padrdo de agrupamento

das sequéncias de acordo com o substrato reconhecido pelos dominios.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Amplificagdo de genes codificadores de enzimas PKS e NRPS a

partir do DNA metagenomico do TGI do bovino da raga Nelore

Os amplicons de tamanhos referentes aos dominios A das NRPS e KS[3
das PKS Il foram obtidos a partir dos DNAs metagendmicos oriundos da fragéo
sélida do rumen, fragao liquida do rumen, do reticulo e do omaso. Os dominios
KS das PKS | foram amplificados a partir dos DNAs metagenémicos oriundos
das amostras da fracao sélida do rumen, fracao liquida do rumen e do reticulo.
Nao foi possivel, por meio da metodologia empregada, detectar amplicons
relativos as sequéncias codificadoras dos dominios KS e A utilizando-se os
DNAs metagendmicos obtidos da digesta do abomaso e das regides do

intestino delgado e grosso como molde para PCR (Tabela 4).

Tabela 4. Detecgédo por PCR dos genes codificadores das PKS (KS) e NRPS (A) no TGI do

bovino da raga Nelore. (+) — presenga do amplicon; (-) — auséncia do amplicon

Regido do TGI Segmento do TGI NRPS PKS I PKS |

Fracao solida do rimen + +
Fracao liquida do rumen +
Pré-estbmago Reticulo +
Omaso +
Abomaso - - -

+

+

+ + 4+ 4+

Duodeno - - -
Intestino delgado Jejuno - - -
ileo - - _

Ceco - - -
Intestino grosso Célon - - -
Fezes - - -

4.2. Sequenciamento das UTOs e especificidade dos primers

Para confirmar a especificidade dos primers utilizados, os amplicons
obtidos pela reacéo descrita na Tabela 3 foram separados por meio de DGGE
e as UTOs representativas foram selecionadas para sequenciamento (Figura

1). A Tabela 5 apresenta os resultados das analises por sequenciamento das
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bandas excisadas. Nao foi possivel a amplificacdo das bandas 3 e 9 para o

sequenciamento.

PKS | PKS I NRPS

N
S¢S

~ 9
&S s ad &

S— e — . w—— e P

v &
S EELs o

Figura 1. Perfis eletroforéticos da PCR-DGGE gerados a partir do DNA metagendmico de
digesta do rumen, reticulo e omaso, coletadas de um bovino a raga Nelore, utilizando-se
primers que tem como alvo as sequéncias codificadoras dos dominios KS das PKS |, dominios
KSB das PKS Il e dominios A das NRPS. RUL - fragéo liquida da digesta do rimen; RUS —
fragdo solida da digesta do rumen; RE — digesta do reticulo; OM — digesta do omaso; M —
marcador. Os numeros de 1 a 9 indicam as bandas excisadas e utilizadas para o

sequenciamento
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Tabela 5. Resultados das comparagdes entre as sequéncias das bandas excisadas com as

depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI) com o nimero do acesso,

o E-value, valor de identidade e os dominios conservados identificados

Sequéncia do

UTO banco de dados Numero de Identidade E- Dominios
(NCBI) acesso value conservados
hypothetical
1 ProteinpEAZ8 0T \p 758764 4 100% 2678 .
[Erwinia amylovora
ATCC BAA-2158]
acetyl-CoA
carboxylase, biotin
2 carboxylase WP_005245735.1 56 % 4.6 -
[Rhodococcus
opacus]
ABC transporter-
like protein
4 [Gordonia YP_003272484 .1 44 % 0.078 -
bronchialis DSM
43247]
KR_FAS SDR x[cd
hypothetical 05274],
protein o ) ketoreductase (KR)
5 [Geopsychrobacter WP_020676474.1 1% 6e-42 and fatty acid
electrodiphilus] synthase (FAS),
complex (x) SDRs
KR_FAS_SDR_x[cd
hypothetical 05274],
protein o ) ketoreductase (KR)
6 [Geopsychrobacter WP_020676474.1 2% 2e-41 and fatty acid
electrodiphilus] synthase (FAS),
complex (x) SDRs
. A_NRPS[cd05930],
peptide synthetase — . :
7 [Butyrivibrio YP_003829587.1 43 % 2047 - of vonibosomal
roteoclasticus a 587. o e- o) .nonrlbosoma
P B316] peptide synthetases
(NRPS)
peptide synthetase /:agnREiEJC:gi?aoi]r;
[Butyrivibrio YP_003820587.1 47 % 2e-43 f noniib |
roteoclasticus - ' 0 e- of nonribosoma
P B316] peptide synthetases

(NRPS)

As sequéncias das bandas 1, 2 e 4, apresentaram entre 43 e 100 % de

identidade com sequéncias nao relacionadas a PKS | depositadas no banco de

dados (NCBI). Nenhum dominio conservado relacionado ao metabolismo

secundario foi

encontrado nessas sequéncias,

impossibilitando analises
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posteriores relacionadas a diversidade de PKS | no TGl do bovino por PCR-
DGGE. Esses resultados foram atribuidos a uma amplificacdo inespecifica e
pela inadequacgdo dos primers utilizados no estudo de uma comunidade
microbiana dominada por micro-organismos anaerobios, uma vez que 0sS
primers utilizados neste estudo foram desenhados com base em sequéncias
disponiveis nos bancos de dados (SEOW et al.,, 1997; AYUSO-SACIDO &
GENILLOUD, 2005), oriundas predominantemente de micro-organismos
aerobios. Diante disso, 0 sequenciamento das regides adjacentes as dos
amplicons de PKS | pode gerar em informagdes importantes, uma vez que, a
inadequacao dos primers para amplificacdo desses genes pode representar
novidades nos operons e regulons de PKS | nos micro-organismos presentes
nas amostras prospectadas.

As sequéncias das bandas 5 e 6 apresentaram 71 e 72 % de identidade,
respectivamente, com uma proteina hipotética de Geopsychrobacter
electrodiphilus. Adicionalmente, foram encontrados em ambas as sequéncias
dominios conservados relacionados aos modulos cetorredutase (KR) das PKS,
que realizam a reducdo dependente de NADH de grupos beta-carbonil de
policetideos. Embora essas sequéncias sejam relacionadas ao metabolismo
secundario, & provavel que o conjunto de primers utilizados n&o seja adequado
para inferir a completa diversidade das PKS Il no TGI do bovino, uma vez que
nao foi possivel confirmar a presenca de amplicons relativos ao dominio KSB. A
novidade do assunto tratado neste trabalho e a consequente falta de dados
para a comparagao tornam inconclusivos, porém interessantes, os resultados
obtidos.

As sequéncias traduzidas das bandas 7 e 8 apresentaram 43 e 47 % de
identidade, respectivamente, com sequéncias codificadoras de peptideo
sintetases de Butyrivibrio proteoclasticus B316. Adicionalmente, a analise
dessas sequéncias revelou a presenga de dominios conservados relacionados
ao dominio A de NRPS. Embora valores de identidade dessas sequéncias em
relacdo as de peptideo sintetases depositadas nos bancos de dados tenham
sido baixos, a presenca de dominios conservados confirma a especificidade do
primers utilizados para amplificacdo do dominio A. Analises recentes
demonstram que as sequéncias codificadoras das vias de metabolismo

secundario de micro-organismos anaerdbios apresentam baixa identidade em
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relacdo aquelas presentes nos bancos de dados (LETZEL et al., 2013). Assim,
como os primers utilizados foram construidos para amplificar vias semelhantes
aquelas ja descritas, é provavel que muitos genes ainda nao caracterizados
tenham sido negligenciados nessa analise. Adicionalmente, a investigagcéo da
presenga dos genes codificadores de NRPS em outros ambientes tem
demonstrado resultados similares, em relagao aos baixos valores de identidade
obtidos (ZHAO et al.,, 2008; ZHANG et al., 2009). Tais resultados sé&o
justificados pelo fato de apenas cerca de 10 % dos metabdlitos secundarios
codificados por micro-organismos ja terem sido caracterizados (NIKOLOULI &
MOSSIALQOS, 2012).

A estrutura das comunidades microbianas nos segmentos do TGl do
bovino da raga Nelore determinado por OLIVEIRA et al. (2013) fornece
evidéncias que suportam a presenga dos genes do metabolismo secundario
nesse ecossistema. O microbioma do TGl do bovino da raga Nelore é
representado predominantemente por bactérias dos filos Firmicutes e
Bacteroidetes, sendo os membros do filo Bacteroidetes encontrados em maior
proporg¢ao no pré-estdbmago (rumen, reticulo, omaso e abomaso) (OLIVEIRA et
al., 2013). Entre os membros do filo Firmicutes presentes no pré-estomago séo
dominantes os pertencentes a familia Lachnospiraceae. Em menor proporcgao,
sdo encontrados os membros das familias Veillonellaceae, Clostridiaceae,
Ruminococcaceae, Family XllI Incertate Sedis e Catabacteriaceae. Em relagcao
ao filo Bacteroidetes, dentro da porcédo caracterizada em nivel de familia,
encontram-se membros das familias Prevotellaceae, Porphyromonadaceae e
Bacteroidaceae (OLIVEIRA et al., 2013). Ja foi demonstrada a presenga de
clusters génicos putativos codificadores de NRPS em membros anaerobios de
muitas destas familias (LETZEL et al., 2013).

As informagbes acerca do metabolismo secundario em anaerébios séo
limitadas aquelas obtidas por analises in silico, restringindo-se, assim, a micro-
organismos com genomas sequenciados. Cellulosilyticum lentocellum RHMS é
membro da familia Lachnospiraceae. Esse micro-organismo € normalmente
encontrado no TGI de ruminantes e possui um cluster génico hipotético para
NRPS (LETZEL et al.,, 2013). Dentro do filo Firmicutes, membros de outras
familias menos abundantes no pré-estbmago do bovino estudado, como

Clostridiaceae e Ruminoccocaceae (OLIVEIRA et al., 2013). Ja foram descritos
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como portadores de clusters génicos de NRPS hipotéticos (LETZEL et al.,
2013). Embora a maioria dos membros do filo Bacteroidetes presentes no pré-
estdbmago do bovino estudado nao tenha sido classificada em nivel de familia
(OLIVEIRA et al., 2013), membros de familias menos abundantes, como
Bacteroidaceae, também podem colaborar para a diversidade de NRPS no pré-
estdbmago do bovino da raga Nelore, uma vez que ja foram descritos membros
dessa familia que codificam NRPS em seus genomas (TETA et al., 2010;
LETZEL et al., 2013).

A auséncia de amplicons referentes a NRPS codificados pelas
comunidades do intestino grosso e delgado do bovino n&o pode ser justificada
pela estrutura dessas comunidades. Entre as familias que compdem essa
microbiota, pelo menos duas, Lachnospiraceae e Clostridiacea (Firmicutes),
possuem membros ja descritos por apresentarem genes relacionados ao
metabolismo secundario. A auséncia aparente de metabolismo secundario nos
microbiomas dos intestinos grosso e delgado pode ser justificada pela menor
disponibilidade de nutrientes disponibilizados para a microbiota nesses
ambientes, uma vez que o metabolismo secundario depende de precursores e
da energia gerados pelo metabolismo primario. Contudo, deve-se ainda
considerar a possibilidade de que parte do potencial genético do microbioma do
TGl do bovino Nelore para codificar NRPS ndo tenha sido acessada pela

metodologia empregada.

4.3. Diversidade dos genes codificadores dos dominios de adenilagao
das NRPS por PCR-DGGE

A analise por PCR-DGGE das sequéncias codificadoras dos dominios A
das NRPS permitiu a determinagdo de um perfil genotipico variado entre as
amostras (Figura 2). O perfil eletroforético revelou a presenga de UTOs
compartilhadas entre todas as amostras e de UTOs Unicas de cada amostra. A
andlise de agrupamento pelo método UPGMA mostrou maior grau de
similaridade (70 %) entre as amostras do reticulo e da fragéo liquida do rimen.
Essas amostras compartiiham menos de 50 % de similaridade com as
provenientes da fragdo sodlida do rimen e do omaso. O maior indice de

diversidade de Shannon foi observado para a amostra da fracdo sélida do
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ramen. Embora as amostras das fragdes liquida do rumen, reticulo e omaso
tenham apresentado composicdes distintas de UTOs, os valores de diversidade

obtidos foram similares.
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Figura 2. Perfis eletroforéticos da PCR-DGGE gerados a partir das amostras de digesta do
ramen, reticulo e omaso, coletadas de um bovino a raga Nelore, utilizando-se primers que tém
como alvo as sequéncias codificadoras dos dominios de adenilagdo das NRPS e resultados da
analise de agrupamento. A direita estdo apresentados os indices de Riqueza de UTOs (R) e de
Diversidade de Shannon-Weaver (H). A comparagéo dos perfis foi gerada com o software
BioNumerics (versdo 6.0). A escala indica o nivel de similaridade com base no coeficiente de
Dice. RUL — Fragéo liquida da digesta do rdmen; RUS — Fragao sélida da digesta do rumen;

RE — Digesta do reticulo; OM — Digesta do omaso

Uma vez que as comunidades que habitam os diferentes
compartimentos do pré-estbmago se assemelhem em nivel de filo, as
diferengas observadas nos perfis eletroforéticos foram atribuidas ao fato de as
vias de metabolismo secundario serem distribuidas de maneira restrita entre
poucos membros de um género ou até mesmo entre as linhagens de uma
espécie (O'BRIEN & WRIGHT, 2011; REDDY et al., 2012). Assim,
comunidades microbianas de ambientes ecologicamente similares em nivel de
filo podem conter colegbes completamente distintas de genes para biossintese
de metabdlitos secundarios (REDDY et al.,, 2012). Adicionalmente, as
diferengas nas condi¢cdes ambientais do abomaso, em relagdo ao rumen,
reticulo e omaso, podem justificar possivel auséncia do metabolismo
secundario nessa comunidade. No rumen, sdo mantidas condi¢des
aproximadamente constantes de temperatura e pH para a hidrolise e
fermentacdo do material lignoceluldsico. A digesta que sai do pré-estbmago

chega ao abomaso em pH aproximadamente 6,0. No abomaso, o pH cai para
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2,5, condigcao que pode ser considerada extrema frente aquelas apresentadas
no pré-estbmago. O metabolismo secundario € pouco difundido em micro-
organismos anaerobios de ambientes extremos, sugerindo que esses nichos
sejam tao restritos que os metabdlitos secundarios ndo sejam necessarios para
adaptabilidade nesses ambientes (LETZEL et al., 2013).

Alguns trabalhos demonstraram que nao ha relagdo entre a diversidade
de micro-organismos e a diversidade de genes de metabolismo secundario em
um ambiente (WAWRIK et al., 2005; WAWRIK et al.,, 2007; REDDY et al.,
2012). Esses resultados sao corroborados pelos resultados obtidos neste
trabalho. Embora as comunidades do intestino grosso apresentem valores de
diversidade filogenética similares ao da comunidade do reticulo (OLIVEIRA et
al., 2013), ndo foram obtidos amplicons referente aos genes de metabolismo

secundario para as amostras do intestino grosso.

4.4. Riquezade UTOs

Os indices de riqueza de UTOs, relativas as sequéncias codificadoras do
dominio A das NRPS, foram pouco variaveis entre as amostras analisadas,
com valor minimo na fragao liquida do rumen e valor maximo na fragao sélida
do rumen (Figuras 2 e 3B).

Embora sejam observadas diferengas nos valores de riqueza entre os
segmentos adjacentes do TGI, a analise das UTOs compartilhadas entre os
diferentes compartimentos, representada em diagrama de Venn (Figura 3B),
demonstrou que a maioria das UTOs é compartilhada por todos os ambientes,
e poucas UTOs sdo unicas de cada ambiente, revelando, assim, a ocorréncia

de vias dominantes em todos ambientes.
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Figura 3. (A) Riqueza de UTOs referentes as sequéncias codificadoras dos dominios de
adenilagdo das NRPS detectada pela separagao dos amplicons por DGGE; (B) Diagrama de
Venn, construido com base na matriz de presenca e auséncia de UTOs gerada pelo programa
BioNumerics (versdo 6.0), demonstrado as UTOS referentes as sequéncias codificadoras dos
dominios de adenilacdo das NRPS, unicas e compartilhadas pelas comunidades de diferentes
regides do trato gastrointestinal do bovino. RUL — Fragao liquida da digesta do rimen; RUS —

Fracgao solida da digesta do ramen; RE — Digesta do reticulo; OM — Digesta do omaso

Alguns trabalhos demonstraram que ambientes que abrigam
comunidades similares ndo compartilham vias de metabdlitos secundarios
idénticas, sugerindo que estas vias apresentam uma distribuicdo restrita
(WAWRIK et al., 2005; WAWRIK et al., 2007; REDDY et al., 2012). Esses
resultados sdo contrastantes em relagcdo aos obtidos neste estudo, uma vez
que a maioria das UTOs é compartilhada por todas as comunidades analisadas
(Figura 3). Isso pode ocorrer em razao das limitacdes inerentes a técnica de
PCR (SUZUKI & GIOVANNONI, 1996), de forma que somente certos grupos de
sequéncias sdo amplificados dentro de diferentes amostras. E importante
considerar também que os fatores ambientais tém papel importante na
diversificacdo do metabolismo secundario. Assim, & provavel que dentro dos
compartimentos do pré-estbmago as pressées ambientais que dirigiram essa
diversificagdo sejam similares, sugerindo um importante papel ecoldgico

dessas vias que sao compartilhadas.
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4.5. Diversidade dos genes codificadores dos dominios de adenilagao
das NRPS pela construcao e sequenciamento de bibliotecas de

clones

A anadlise das 28 sequéncias obtidas a partir das quatro bibliotecas
demonstrou a presenca de apenas dez sequéncias diferentes. Essas
sequéncias apresentaram entre 37 e 91 % de identidade com sequéncias de
dominios A de NRPS presentes no banco de dados do NCBI (Tabela 6).
Adicionalmente, todas as sequéncias apresentaram dominios conservados

relacionados aos dominios A.

Tabela 6. Resultados das comparagbes entre as sequéncias dos clones com as depositadas
no National Center for Biotechnology Information (NCBI) com o nimero do acesso, o E-value,
valor de identidade e os dominios conservados. Clones 4, 5 e 6 — Fragéo sdlida do rumen;

Clone 9 — Fracao liquida do rimen; Clones 15, 18, 21 e 22 — Reticulo; Clones 23 e 28 — Omaso

Sequéncia do banco de dados Numero de Identidade

Clone (NCBI) 2Cesso E-value

4 Peptide syntheta_lse [Butyrivibrio YP_003829587.1 46 % 1e-48
proteoclasticus B316]

5 Peptide syntheta_lse [Butyrivibrio YP_003829587.1 439 56-36
proteoclasticus B316]

Amino acid adenylation domain o 1e-14
6 protein [[Clostridium] difficile] /0226188391 54 %
9 Peptide synthetase WP_003489108.1 91 % 3e-108
[Xanthomonas citri]
Amino acid adenylation domain-
15 containing protein [Clostridium WP_002577042.1 37 % 1e-15
bolteae]

18 Peptide syntheta_lse [Butyrivibrio YP 003829587 1 51 % 1e-54
proteoclasticus B316] -

21 Peptide synthetgse [Butyrivibrio YP 003829587 1 57 % 26-33
proteoclasticus B316] -

29 Amino acid adenylation domain YP_007769888.1 65 % 8e-86

[Coprococcus catus GD/7]

23 peptide synthetgse [Butyrivibrio YP_003829587.1 45 9 96-46
proteoclasticus B316]

28 peptide synthetase [Butyrivibrio YP_003829587.1 47 % 36-51

proteoclasticus B316]

Embora os valores de identidade tenham sido baixos em relagdo as
sequencias depositadas no Genbank, eles sdo validos uma vez que ja se

demonstrou que as sequéncias codificadoras das vias de metabolismo

32



secundario de micro-organismos anaerobios apresentam baixa identidade em
relacdo aquelas presentes nos bancos de dados (LETZEL et al., 2013).

Dentro do espectro de amostragem utilizado, a fragao liquida do rumen
apresentou a menor diversidade de sequéncias. Dos sete clones
sequenciados, todos foram considerados idénticos. Esse resultado condiz com
a analise por DGGE, que demonstrou que essa amostra apresenta o menor
indice de diversidade de Shannon (Figura 2). Na fragédo sdlida do rumen, foram
obtidas trés sequéncias distintas, e nas amostras do reticulo e do omaso foram
encontradas duas e quatro sequéncias distintas, respectivamente.

A especificidade do dominio A por seu substrato aminoacido pode ser
resolvida filogeneticamente. Além disso, a filogenia do dominio A é altamente
informativa no sentido de revelar clados correspondentes ao gene no qual
esses dominios estao contidos, permitindo a predicdo de NRPS desconhecidas
quando comparadas a vias experimentalmente caracterizadas (ZIEMERT &
JENSEN, 2012). A inferéncia filogenética construida a partir das sequéncias
traduzidas dos clones e de vias caracterizadas obtidas a partir do Genbank
demonstrou um padrdo de agrupamento de acordo com o aminoacido
reconhecido pelo dominio A (Figura 4).

A arvore filogenética gerada a partir das sequéncias de aminoacidos de
dominios demonstra uma baixa diversidade de dominios A (Figura 4). De forma
geral, ndo foi observada uma tendéncia de agrupamento das sequéncias
oriundas da mesma biblioteca. Entre os 10 clones analisados, oito formaram
um grupo maior incluindo sequencias de dominios de adenilagao hipotéticos de
bactérias anaerdbias que habitam o TGI. Altos valores de bootstrap sustentam
esse agrupamento. Dentro desse grupo, a maioria das sequéncias (clones 4, 5,
18, 21, 23 e 28) formou um subgrupo distinto juntamente com uma peptideo
sintetase nao caracterizada de Butyrivibrio proteoclasticus B316. Essa espécie
€ membro da familia Lachnospiraceae, anaerdbio estrito e normalmente
encontrada no rumen e no TGl de mamiferos (MOON et al., 2008). O clone 15
formou um grupo com uma proteina hipotética contendo dominio de adenilagéo
de Clostridium bolteae, organismo pertencente a familia Clostridiaceae
normalmente encontrado no trato gastrointestinal de humanos com autismo
(SONG et al., 2003). O clone 22 agrupou-se com um dominio de adenilagao de
Coprococcus catus GD/7, um membro da familia Lachnospiraceae que é
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normalmente encontrado em fezes de bovinos (KIM et al.,, 2013). Assim, &
provavel que esses dominios fagcam parte de uma categoria distinta, tipica de
micro-organismos anaerobios.

O clone 9 agrupou-se com sequéncias das peptideo sintetases de
Xanthomonas citri e com as peptideo sintetases responsaveis pelas sintese da
onamida e da pederina, compostos antitumorais descobertos através do estudo
de metagenomas (PIEL, 2002; PIEL et al., 2004). O clone 6 ndao agrupou-se
com as demais sequéncias.

De uma forma geral, a diversidade de NRPS acessada foi baixa, o que
foi atribuido ao uso de primers desenhados com base nas sequéncias dos
dominios A de actinobactérias (AYUSO-SACIDO & GENILLOUD, 2005). Como
observado pela analise filogenética, as sequéncias de aminoacido dos
dominios A agrupam-se independentemente das sequéncias oriundas de
actinomicetos. Assim, serdo necesssarios avangos nos estudos do
metabolismo secundario de anaerdbios para que seja possivel preencher essa
lacuna. E provavel que a caracterizacdo de novas enzimas do metabolismo
secundario a partir desses micro-organismos fornega os subsidios necessarios
para a exploracdo mais profunda do metaboloma secundario associado a

ambientes anaerobios.
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9 i @ clone 22 Ser
@ amino acid adenylation domain Coprococcus catus GD/7 (YP 003829587.1)

55— @ clone 4
100 |! @ clone 28 Glu
@ clone 5

clone 23

4 clone 21 Tyr

@ clone 18
@ peptide synthetase Butyrivibrio proteoclasticus B316 (YP_003829587.1)

Phe

amino acid adenylation domain-containing protein Clostridium bolteae (WP 002577042.1)
clone 15

surfactin Bacillus subtilis (CAA49816.1)

barbamideLyngbya majuscula (AAN32978.1)

cyclosporine synthetase Tolypocladium inflatum (CAA82227.1)

arthrofactin synthetase A Pseudomonas sp. MIS38 (BAC67534.2)

99£0 onnamide A symbiont bacterium of Theonella swinhoei (AAV97877.1)
@ pederin symbiont bacterium of Paederus fuscipes (AAS47564.1)

@ peptide synthetase Xanthomonas citri (WP 003489108.1)
100 [ @ clone 9

@ syringomycin synthetase Pseudomonas syringae pv. syringae (AAC80285.1)
ﬁF @ enterobactin synthase subunit F Paracoccus denitrificans PD1222 (YP 916347.1) Ser
76 @ enterobactin synthase subunit F Stenotrophomonas maltophilia R551-3 (YP 002028658.1)

@ yersiniabactin Yersinia pestis (AAC69587.1)

@ myxothiazolStigmatella aurantiaca (AAF19811.1)

@ epothilone Polyangium cellulosum (AAF26925.1)

@ amino acid adenylation domain protein Clostridium difficile (WP 022618839.1)

Gly

Cys

100 E @ pristinamycin | synthase 2 Streptomyces pristinaespiralis (CAA67248.1)
@ \irginiamycin S Streptomyces virginiae (BAF50711.1) Ser
@ friulimicin Actinoplanes friuliensis (CAM56771.1)
:0 salinisporamida A Salinispora tropica CNB-440 (YP 001159547.1) | Hpg

— 95 _: @ enduracidin Streptomyces fungicidicus (ABD65957.1)
72 @ teicoplanin Actinoplanes teichomyceticus (CAG15011.1)

——— @ mycobactin Mycobacterium tuberculosis H37Rv (CAB03759.1)
65 @ anguibactin Listonella anguillarum (AAR12528.1)
100 @ vibriobactin Vibrio cholerae (AAG00564.1)
9% @ bacillibactin Bacillus subtilis (AAD56240.1)
100 | @ enterobactin Bacillus subtilis (AAA92015.1)

% @ Jamaicamida A Lyngbya majuscula (AAS98774.1)
ﬂ(E bleomycin peptide synthetase NRPS5-4-3 Streptomyces verticillus (AAG02359.1)
mycosubtilin Bacillus subtilis (AAF08795.1)

8 r nodularin Nodularia spumigena (AAO64404.1)
100 — microcystin Microcystis aeruginosa (BAB12213.1)
@ clone 6 Lys
|
0.2

Figura 4. Arvore filogenética, reconstruida pelo método Neighbor-Joining, das sequéncias
traduzidas dos dominios A das NRPS. Os valores de bootstrap superiores a 50 % estéo
apresentados. A barra de escala indica 0.2 substituigdes por posicdo aminoacidica. A arvore foi
reconstruida usando o programa MEGA versao 6.0 com o modelo de corregdo de Poisson para
aminoacidos, delecdo completa dos gaps e bootstrap consistindo de 1000 repeticdes. Clones 4,
5 e 6 — Fragao solida do rumen; Clone 9 — Fragao liquida do rimen; Clones 15, 18, 21 e 22 —
Reticulo; Clones 23 e 28 — Omaso. ACoAL — Dominio A de ligacao a acil-CoA; Cys — Cisteina;
Dhb — Acido dideidroaminobutirico; GIn — Glutamina; Glu — Glutamato; Gly — Glicina; Hpg —
homopropargil glicina; Leu — Leucina; Lys — Lisina; Phe — Fenilalanina; Ser — Serina; Tyr —

Tirosina; Val — Valina
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5. CONCLUSOES

O microbioma do trato gastrointestinal de bovino da raga Nelore abriga
genes codificadores de NPRS.

Genes codificadores de NRPS foram, pela primeira vez, obtidos a partir
do metagenoma de comunidades dominadas por micro-organismos
anaerobios.

A baixa identidade das sequéncias codificadoras do dominio A das
NRPS, obtidas a partir do microbioma do trato gastrointestinal do bovino da
raca Nelore, em relacdo a sequéncias depositadas no banco de dados do
NCBI, indicam que esse microbioma abriga um potencial inexplorado para a
bioprospecgao de novos produtos.

As sequéncias de aminoacidos do dominio A das NRPS obtidas a partir
do microbioma do trato gastrointestinal do bovino da raga Nelore sdo, em sua
maioria, relacionadas a sequéncias de NRPS nao caracterizadas pertencentes
a micro-organismos anaerobios.

A novidade do assunto e a consequente falta de dados para comparagao
tornam inconclusivos, porém interessantes os resultados obtidos, estimulando
estudos posteriores mais aprofundados que incluam o sequenciamento e

caracterizagdo do metagenoma completo do TGl de bovinos da raga Nelore.
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