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RESUMO

A poluicéo plastica € um problema urgente para o planeta e a substituicdo desses
polimeros derivados do petréleo é uma urgéncia. Uma das alternativas é a utilizagdo
de polihidroxialcanoatos (PHAS), que sao biopolimeros sintetizados por diversos
microrganismos. No género Brevibacterium, ja foi observada a producdo de PHAs
em algumas linhagens, porém o metabolismo de biossintese ainda nao foi descrito.
Neste trabalho, foi realizada a andlise de genomas de Brevibacterium disponiveis
publicamente no banco de dados NCBI, com o objetivo de realizar uma predi¢&o in
silico da via de biossintese de PHAs dentro desse género. Proteinas com
caracteristicas de uma PHA sintase (PhaC), a enzima chave que polimeriza as
moléculas de polihidroxialcanoatos, foram encontradas em apenas duas espécies:
B. daeguense e B. yomogidense. Duas PhaC putativas foram identificadas em cada
uma das espécies, em um cluster génico semelhante em ambas. Apesar do BLASTP
demonstrar maior identidade entre essas PhaCs putativas e PhaC de classe lll, o
cluster génico observado, com duas unidades de genes de PhaC putativa, ndo é
comparavel com o de outros organismos produtores de PHA, entdo foi sugerida uma
subclasse relacionada a classe lll. Diante da rara incidéncia desse cluster e suas
proteinas relacionadas dentro do género e do fato desses elementos serem bastante
similares a sequéncias de bactérias de outros géneros, a hipétese de transferéncia
horizontal de genes foi proposta. Pela observacdo de enzimas contidas em vias
descritas como precursoras da biossintese do PHA e caracteristicas das PhaC
putativas encontradas, foi proposta uma possivel via de biossintese: a B-oxidacdo de
acidos graxos, ja que B. daeguense e B. yomogidense possuem todas as enzimas
utilizadas nessa via; mas o metabolismo do carbono nao foi descartado e também
pode ser utilizado, dependendo das caracteristicas de especificidade de susbstrato

das enzimas formadoras de monémero.

Palavras-chave: Bioinformatica; Biopolimeros; Genética; Metabolismo.



ABSTRACT

Plastic pollution is an urgent problem for the planet, and the replacement of these
petroleum-derived polymers is a necessity. One alternative is the use of
polyhydroxyalkanoates (PHAs), which are biopolymers synthesized by various
microorganisms. In the genus Brevibacterium, the production of PHAs has already
been observed in some strains, but the biosynthetic metabolism has not yet been
described. In this work, the analysis of publicly available Brevibacterium genomes in
the NCBI database was performed with the aim of conducting an in silico prediction
of the PHA biosynthesis pathway within this genus. Proteins with characteristics of a
PHA synthase (PhaC), the key enzyme that polymerizes polyhydroxyalkanoate
molecules, were found in only two species: B. daeguense and B. yomogidense. Two
putative PhaC proteins were identified in each species, in a gene cluster similar in
both. Although BLASTP showed higher identity between these putative PhaCs and
Class Il PhaC, the observed gene cluster, whit the presence of two units of putative
PhaC genes, is not comparable to that of other PHA-producing organisms, so a
subclass related to Class Ill was suggested. Given the rare incidence of this cluster
and its related proteins within the genus and the fact that these elements are quite
similar to sequences of bacteria from other genera, the hypothesis of horizontal gene
transfer was proposed. Through the observation of enzymes contained in pathways
described as precursors of PHA biosynthesis and characteristics of the putative
PhaCs found, a possible biosynthesis pathway was proposed: (-oxidation of fatty
acids, since B. daeguense and B. yomogidense possess all the enzymes used in this
pathway; however, carbon metabolism was not ruled out and may also be used
depending on the substrate specificity characteristics of the monomer-forming

enzymes.

Keywords: Bioinformatics; Biopolymers; Genetics; Metabolism.
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1 INTRODUCAO

Os plasticos derivados do petroleo sao polimeros obtidos a partir de fontes
ndo renovaveis que apresentam uma vasta gama de aplicacdes devido a sua
versatilidade e custo acessivel (Naser; Deiab; Darras, 2021). Esses polimeros ndo
sdo biodegradaveis, persistindo no ambiente por longos periodos, muitas vezes
centenas ou milhares de anos, contribuindo de forma bastante relevante para a
poluicdo ambiental através da contaminacao do solo, da 4gua e do ar (Evode et al.,
2021). Diante desse cenario desafiador, surge a necessidade de alternativas
sustentaveis aos plasticos do petréleo e da substituicdo desses recursos nao
renovaveis por alternativas biorrenovaveis, reduzindo assim a geracao de residuos e
contribuindo para uma economia mais circular (Mangal; Rao; Banerjee, 2023).

Os bioplasticos emergem como uma alternativa sustentavel promissora para
mitigar os impactos ambientais associados ao descarte de residuos plasticos
(Vicente; Proenca; Morais, 2023). Eles podem ser sintetizados via -catalise
enzimatica, sintese em plantas geneticamente modificadas ou fermentacéo
microbiana, e possuem caracteristicas semelhantes aos plasticos convencionais
(Seratale et al., 2021; Zimmermann et al., 2020).

Dentre os bioplasticos, os polihidroxialcanoatos (PHAs) podem ser
sintetizados por diversos microrganismos utilizando fontes de carbono renovaveis,
como substrato, e se destacam devido ao seu significativo potencial biotecnolégico
por conta de suas propriedades fisico-quimicas comparaveis aos plasticos
convencionais e pelo fato de serem biodegradaveis e biocompativeis (Seratale et al.,
2021). A identificacdo do primeiro PHA foi registrado em 1926, quando Maurice
Lemoigne observou a presenca de granulos intracelulares de polihidroxibutirato
(PHB), um tipo de PHA constituido por quatro atomos de carbono. A primeira
bactéria identificada como produtora de PHA foi a Bacillus megaterium (Lemoigne,
1926) e, desde entdo, a sintese de PHA foi documentada em mais de 300 espécies
de microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e arqueas,
como Alcaligenes latus, Azobacter vinelandii, Cupriavidus necator, Pseudomonas
oleovorans e Escherischia coli (Alves et al., 2023).

Os PHAs também ja foram identificados nos eucariotos, como um
componente da membrana celular de plantas e animais em complexos de poli-p-

hidroxibutirato/polifosfato de calcio (PHB-CaPolyPi) (Reusch, 1989). Em procariotos,
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0os PHAs sdao armazenados em granulos citoplasmaticos e desempenham uma
funcdo primaria como reservatorio de energia e carbono. Sua biossintese ocorre em
situacdo de excesso de carbono, associado a limitacdo de nutrientes essenciais para
a multiplicacdo celular, como nitrogénio, fésforo e magnésio (Shahid; Razzaq;
Farooq, 2021).

Notavelmente, o acumulo de PHA influencia positivamente a capacidade de
microrganismos enfrentarem diferentes tipos de estresse celular, incluindo situactes
de altas temperaturas, congelamento, estresse oxidativo, pressdo osmotica, dano
radioativo e toxicidade de metais pesados (Obruca et al., 2020).

Muitos esforcos tém sido dedicados para utilizacdo de PHAs na indUstria,
entre elas: investigacdo de novas espécies produtoras, modificacdes no processo e
aplicacdo de ferramentas biotecnologicas, juntamente com protocolos de
aprimoramento das caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros (Chen; Wu, 2005;
Koller et al., 2010; Mannina et al., 2019). Em especial, hd um interesse em reduzir
custos de producéo e processamento, fatores determinantes para a competitividade
desses bioplasticos em relacdo aos plasticos derivados do petréleo (Chen et al.,
2020).

A aplicacdo de PHAs é bastante interdisciplinar e agrega valor a diversas
industrias, incluindo: agricultura, materiais, biocombustiveis, produtos quimicos finos,
medicamentos, nutricdo, engenharia de tecidos, nanocompoésitos e misturas de
polimeros (Chen, 2009; Philip; Keshavarz; Roy, 2007). Esses biopolimeros podem
ser sintetizados a partir de acucares, incluindo glicose, sacarose, glicerol, lignina e
xilose, bem como de 6leos vegetais, gases de xisto, residuos agricolas, entre outras
fontes de carbono que colaboram para uma economia circular (Adeleye et al., 2020).

Uma molécula de PHA é constituida por cerca de 600 a 35000 monémeros de
acido hidroxialcandico. Cada um desses monémeros possui uma cadeia lateral R,
gue é geralmente um grupo alquila insaturado, mas também pode ser um grupo
alquila ramificado ou substituido (Figura 1) (Tam et al., 2014). A depender do
namero de carbonos presente no mondémero, o polimero formado tera uma
nomenclatura diferente, sendo o mais comum deles o polihidroxibutirato (PHB) (Gao
etal., 2011).
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Figura 1 — Estrutura quimica dos polihidroxialcanoatos
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Fonte: O Autor (2024).

A composicdo monomérica desempenha um papel determinante nas
caracteristicas fisico-quimicas dos PHAs (Li; Yang; Loh, 2016). Os mondmeros de
PHAs podem ser divididos em trés categorias principais de acordo com a quantidade
de atomos de carbono neles: trés ou cinco atomos de carbono, conhecidos como
PHA de cadeia curta (scl-PHA, do inglés short-chain length PHA), caracterizados por
sua rigidez e fragilidade; de seis a 14 atomos de carbono, denominados PHA de
cadeia média (mcl-PHA, do inglés medium-chain length PHA), que exibem
flexibilidade e propriedades elastoméricas; e com 15 ou mais atomos de carbono,
designados PHA de cadeia longa (Icl-PHA, do inglés long-chain length PHA), sendo
estes Ultimos raramente produzidos por microrganismos (Reddy, 2022; Bedade;
Edson; Gross, 2021).

A producdo de copolimeros, polimeros constituidos por mais de um tipo de
mondmero, € uma alternativa promissora para alcancar as caracteristicas desejaveis
comparaveis aos plasticos convencionais (Volova et al., 2021). Nesse sentido, um
dos focos no aprimoramento de microrganismos € direcionado a producdo de
copolimeros que exibam propriedades amorficas e elastoméricas (Song et al., 2022).

O metabolismo de biossintese dos PHAs tem sido elucidado desde sua
descoberta nos anos 1920 e compreender esse processo é essencial para a
definicdo dos substratos a serem utilizados, que determinam a constituicdo
monomeérica do biopolimero (Sharma et al., 2017; Koller et al., 2010).

A principal enzima da via de biossintese dos PHAs é a PhaC (PHA sintase ou
PHA polimerase), responsavel por polimerizar os monémeros de (R)-hidroxiacido
graxo (Chek et al., 2019; Neoh et al., 2022). Em termos gerais, a PhaC possui uma
configuracdo estrutural que inclui dominio catalitico N-terminal, cuja composi¢éo €
flexivel e ainda ndo bem compreendida; uma parte C-terminal, que engloba o local
de entrada do substrato, o sitio ativo, caracterizado pela triade catalitica Cys-Asp-

His (cisteina, acido aspartico e histidina) e o tanel de liberacdo do produto (Neoh et
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al., 2022). O residuo de cisteina presente no sitio catalitico é o centro ativo da
enzima PhaC e esta localizado em uma sequéncia de seis aminoacidos denominada
phaC-box, que possui uma conformacdo similar a uma lipase-box e segue a
sequéncia consenso ([GAST]-X-C-X-[GASV]-[GA]), com X sendo um aminoacido
gualquer e os aminoacidos entre colchetes as opcdes ja observadas em cada
posicdo (Mezzola; D’Urso, 2018; Nambu et al., 2020).

A enzima PhaC é classificada em quatro classes baseado nas suas
subunidades, estrutura primaria e especificidade de substrato: classe |, classe II,
classe lll e classe IV. Cada classe esta associada a vias metabolicas diferentes e
esta presente em um cluster génico caracteristico (Neoh et al., 2022; Rehm, 2003),

como observado na Figura 2.

Figura 2 — Clusters génicos caracteristicos de cada classe de PhaC

Classe | - Cupriavidus necator

phaC (1767 bp) phad (1179 by) plhals (738 bp) ORF1 (351 bp)
18010

i L T—" |
™ %itp Tabp 450 bp

Classe Il - Pseudomonas aeruginosa

s phaCl (1677 bp) PhaZ (855 bp) ase10? PhaC2 (1650 bp) pal) (615 bp)
24002 I3
e — s N
(— 1. 155bp @Gtp EEEY

135k

Classe Il - Allochromatium vinosum D

plraC (1068 bp) phak (1074 bp) == 35L10%= afxid (1185 bp) ORF4 (462 bp)  pisal’ (363 bp) phwif (741 bp) ORF7
%] L L (] | — | O
A1ty 140 bp 1365p W bp 188 1498p

Classe IV - Bacillus megaterium

phal’ (513bp) pha(? (441kp) it (609 bp) Pl (744 bp) phaC’ (1089 bp)

[ — ] [} 4 bt )
169 WSty 2tp g

Fonte: Adaptado de Rehm, 2003.

A classe | possui uma subunidade (63-73 kDa) e, de modo geral,
especificidade com scl-PHAs, tendo como exemplo a espécie Cupriavidus necator. A
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classe Il também possui uma subunidade (PhaC1 ou PhaC2) de aproximadamente
63 kDa e é a Unica que possui especificidade de substrato voltada para os mcl-
PHAs, estando presente em muitas espécies de Pseudomonas, como a P.
aeruginosa. As classes Ill e IV também possuem especificidade com scl-PHAs e
ambas sédo compostas por duas subunidades. Na classe Ill, a funcdo de PHA sintase
€ realizada pelas heterounidades: subunidade PhaC (39-53 kDa) e subunidade
PhaE (20-43 kDa), e € exemplificada pela espécie Allochromatium vinosum. A classe
IV também possui duas heterounidades: a subunidade PhaC (~41 kDa) e a
subunidade PhaR, que é um regulador transcricional com aproximadamente 20 kDa,
cuja auséncia ndo permite a funcdo de biossintese; representantes desta classe
incluem Bacillus cereus e Bacillus megaterium (Singh et al., 2018; Mccool; Cannon,
2001).

Interessantemente, a subunidade PhaC da classe Il e a subunidade PhaC da
classe IV, ao serem comparadas por homologia, possuem cerca de 32-34% de
similaridade nas sequéncias de aminoacidos, o que € bastante alto, levando em
conta que a similaridade observada entre subunidades PhaC de espécies de classe
[l é de 38% (Tsuge; Hyakutake; Mizuno, 2015).

Outras enzimas importantes que podem estar presentes no genoma de
organismos produtores sdo aquelas envolvidas na formacdo dos mondmeros que
serdo polimerizados pela PhaC. Séo elas: R-cetotiolase (PhaA), acetatoacetil-CoA
redutase NADPH dependente (PhaB), 3HA-ACP:CoA transacilase (PhaG), enoil-
CoA-hidratase (R)-especifica (Phald), 3-cetoacil-CoA tiolase (FadA), 3HA-CoA
desidrogenase (FadB), acil-CoA sintetase (FadD), acil-CoA desidrogenase (FadE),
3-cetoacil-ACP redutase (FabG), 3HA-ACP desidratase (FabA), [3-cetoacil-ACP
sintase | (FabB), 3-cetoacil-ACP sintase Il (FabF), R-cetoacil-ACP sintase Il (FabH),
enoil-ACP redutase (Fabl), malonil-CoA:ACP-transacilase (FabD) (Taguchi et al.,
2012.). Na Figura 3, observa-se a funcao de cada uma delas dentro das vias de
biossintese de PHAs. Além disso, existem enzimas relevantes com outras fungoes,
como a PHA depolimerase (PhaZ), o regulador transcricional (PhaD) e outras
proteinas associadas aos granulos de PHA, relacionadas com o tamanho e
guantidades deles, as fasinas: PhaF, Phal, PhaP e PhaM (Choi et al., 2020).
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Figura 3 — Possiveis rotas metabdlicas de biossintese de PHA. Enzimas identificadas ao lado das

setas de acordo com substrato e produto gerado

Via 1 Via 2
Fontes fie carbono Degradacgao de acidos graxos
(agucares) (B-Oxidacéao)
Fonte de carbono
(Acidos graxos)
Ciclo do acido < Acetil-CoA
Tricarboxilico Fadh)
PhaA
Acil-CoA

Acetoacetil-CoA
FadA FadE

PhaB
3-Cetoacil-CoA  Enoil-CoA

[ (R)-3-Hidroxibutiril-CoA | [ ‘\ \
FadB FadB
PhaC ¢

FabG
PhaB (S)-3-Hidroxiacil-CoA PhaJ

[ (R)-3-Hidroxiacil-CoA |

PhaC
PhaG

(R)-3-Hidroxiacil-ACP
PhaC
. fabG Fab

[ 4-,5-,6-Hidroxialcacil-CoAs | S BeloadliAEE  Enol ABGE

4 A \ FabB

FabF Fabl
abH

Outras vias Acil-ACP

Malonil-ACP
* FabD
Fontes de carbono Malonil-CoA
relacionadas
Via 3
Acetil-CoA Biossintese de
* Acidos graxos

Fonte de caborno
(Agucares)

Fonte: Adaptado de Taguchi et al., 2012.

A via do metabolismo do carbono esta associada a formacdo de monémeros
de scl-PHA, mondmero que possui maior afinidade com PhaCs das classes |, Il e IV.
J& as vias de B-oxidacdo de acidos graxos, assim como via de sintese de novo de
acidos graxos estdo mais relacionadas com a formacdo de mcl-PHA, sendo
utilizadas caracteristicamente por organismos que possuem PhaC de classe Il (Chek
et al., 2019; Singh et al., 2018; Zou et al., 2017).
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Diante deste entendimento, uma das principais areas de estudo atual que
vem avancando é a edicdo génica. A aplicacdo bem-sucedida da edicdo génica em
varios microrganismos tem se destacado como uma abordagem promissora (Favaro;
Basaglia; Casella, 2019). Esta forma de melhoramento tem a capacidade de
aumentar a producdo de PHAs, inserir a via de biossintese em organismos nos
guais ela ndo é nativa e, de maneira geral, buscar uma producdo mais eficiente e
econbmica de um produto com caracteristicas desejaveis, potencializando a
capacidade de customizacdo e otimizacdo desses biopolimeros para atender as
demandas especificas da industria e da pesquisa (Zhang et al., 2020).

O género Brevibacterium foi descrito pela primeira vez por Breed (1953),
utilizando Brevibacterium linens como espécie-tipo. Esse género, pertencente a
familia das Brevibacteriaceae (ordem Micrococcales, classe Actinomycetia, filo
Actinomycetota), é constituido por bactérias Gram-positivas estritamente aerébicas
guimio-organotréficas. Esse género possui 50 espécies, cuja morfologia apresenta
ciclo bastonete-cocos durante crescimento em meio complexo; elas ndo possuem
motilidade, ndo séo resistentes a acidos e nao formam enddsporos (Vecten et al,
2017).

As bactérias do género crescem bem em meio complexo com pH préximo ao
neutro, mas acima de 6.0, com temperatura 6tima entre 20-30°C ou 37°C,
dependendo da linhagem. Todas as cepas estudadas toleram bem a salinidade com
adicdo de NaCl no meio, sendo algumas até estimuladas nessas condicdes.
Brevibactérias sdo catalase positivas, oxidase e nitrato redutase variavel de acordo
com a espécie, além de terem capacidade de hidrolisar gelatina e caseina, mas néo
amido ou ureia (Onraedt; Soetaert; Vandamme, 2005).

O isolamento dessas bactérias ja foi observado em variados habitats, como
solos, sedimentos/ambientes altamente salinos e microbioma da pele humana.
Também foram encontradas em alimentos fermentados, como o queijo, no qual
desempenham fung¢do no amadurecimento e sabor (Lee, 2008).

Na area da biotecnologia, esse género esta relacionado a producédo de
aminoacidos, como: acido aspartico e lisina, enzimas relacionadas producdo de
gueijo, biosurfactantes, carotenoides, entre outros. Novas espécies foram descritas
na ultima década, possuindo propriedades metabdlicas diversas, como o
processamento de metais e biorremediacdo (Forquin-Gomez et al., 2014; Vecten et
al., 2017).
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A producdo de PHAs ja foi registada em algumas linhagens desse género,
mas as publicacbes sdo escassas. Até mesmo a principal espécie relacionada a
essa producédo, a B. casei, possui apenas duas cepas com registros. Uma delas, a
B. casei SRKP2 (Pandian et al., 2009), isolada de residuos da industria de laticinios,
na qual se observou a sintese de PHB, chegando a um rendimento maximo médio
de 2,940 g/L em residuos de laticinios e agua do mar. A outra espécie, B. casei
MSI04 (Kiran et al., 2014), também produziu PHB e o rendimento observado foi de
6,74 g/L em meio contendo 25 g/L de amido como fonte de carbono com NaCl (3%),
com 96 horas de incubacdo a 35°C. Além disso, Endah et al. (2021) registraram a
producao de PHB pela cepa Brevibacterium sp. B45, verificando o efeito do inéculo e
da adicdo de glicose no rendimento, sendo o maior rendimento de biomassa seca
(2,92%) obtido utilizando 3% de inéculo e 3% de glicose.

As Brevibactérias apresentam diversas habilidades biossintéticas e
demonstram grande potencial para a prospeccao de biocompostos e, por conta da
sua vasta gama de habitats, existe a possibilidade de propriedades metabdlicas
ainda nao exploradas, que podem agregar a diversas areas da biotecnologia
(Cumsille et al., 2023). A quantidade de dados gendmicos, recentemente, gerados
para organismos desse género permite a investigacdo de potenciais produtores de

bioprodutos, como os PHAs.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

e Descrever possiveis vias de biossintese de PHAs em espécies de
Brevibacterium baseado em dados gendmicos disponiveis em bancos de

dados publicos.

2.2. Objetivos Especificos

e Identificar genes que codificam PHA sintases (PhaCs) putativas nos genomas
de bactérias do género Brevibacterium disponiveis publicamente para

selecionar potenciais espécies produtoras;

e Classificar as PhaCs putativas das espécies selecionadas por meio da
comparacdo da enzima e cluster génico com organismos das diferentes

classes;

e l|dentificar genes envolvidos nas rotas metabdlicas do PHA nas espécies de

Brevibacterium selecionadas;

e Predizer possiveis rotas metabdlicas para producdo de PHA em

Brevibacterium.
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3 ARTIGO

PREDICAO IN SILICO DA VIA BIOSSINTETICA DE POLIHIDROXIALCANOATOS
(PHAS) EM BACTERIAS DO GENERO BREVIBACTERIUM

Resumo

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo biopolimeros capazes de formar
bioplasticos com valor competitivo em relacdo aos plasticos derivados do petroleo,
podendo ser sintetizados por diversos microrganismos. Neste trabalho, foram
utilizados dados gendmicos de bactérias do género Brevibacterium disponiveis
publicamente para sugerir possiveis espécies produtoras de polihidroxialcanoatos e
suas possiveis vias de biossintese dentro desse género. Pela andlise dos genomas,
foram encontradas enzimas semelhantes a PHA sintase (PhaC) em duas espécies:
B. daeguense e B. yomogidense. Duas PhaCs putativas foram identificadas em cada
espécie; ambas apresentaram maior identidade com PhaCs de classe Ill e estavam
presentes no mesmo cluster génico. Este é semelhante nas duas espécies e possui
uma conformacdo de genes diferente de organismos com biossintese confirmada.
Como essas caracteristicas ndo remetem as classes previamente descritas na
literatura, foi sugerida uma subclasse relacionada a classe Ill. Por conta da raridade
do cluster identificado dentro do género e por ele possuir uma similaridade alta com
espécies de outros géneros, a hipétese de transferéncia horizontal de genes foi
sugerida. A via de biossintese pela B-oxidacdo de acidos graxos foi definida como a
mais provavel de ser utilizada nesse género, mas o metabolismo dos carboidratos
nao pode ser descartado como possibilidade, a depender da especificidade de
substrato das enzimas formadoras de monOmero. Estudos experimentais
complementares sdo necessarios para comprovar a funcionalidade e especificidade
das enzimas identificadas, assim como testar a hipétese de transferéncia horizontal

de genes, as vias de biossintese sugerida e caracterizacao do PHA produzido.

3.1 Introducéo

Desde que os polimeros derivados do petrdleo se popularizaram como
matéria prima para producdo em larga escala na década de 1950, eles obtiveram
grande sucesso por conta de suas propriedades fisico-quimicas e custo-beneficio

(Barnes et al.,, 2009). No entanto, a intensa poluicdo advinda do acumulo de
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residuos dessa industria € uma das grandes preocupacdes da atualidade, j& que
cerca de 80% deles sdo descartados irregularmente e podem causar poluicdo ao
dispersar pelos ecossistemas (Rosenboom et al., 2022). Dessa forma, existe um
claro esforco na busca por substituintes aos plasticos convencionais que sejam
capazes de manter caracteristicas atrativas desses materiais, mas que sejam menos
prejudiciais ao meio ambiente (Vicente et al., 2023).

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) séao biopolimeros que possuem a capacidade
de formar bioplasticos biodegradaveis e biocompativeis, além de poderem ser
provenientes de recursos renovaveis (Khatami et al., 2021). Eles podem ser
sintetizados de trés maneiras: catadlise enzimatica, sintese em plantas
geneticamente modificadas e fermentacdo microbiana, sendo esta ultima a mais
comum e descrita em diversas espécies (Seratale et al., 2021; Zimmermann et al.,
2020). A biossintese de PHA se da em ambiente estressado com excesso de
carbono e escassez de nutrientes essenciais para a divisdo celular, como fosforo,
nitrogénio e magnésio. O PHA é acumulado em granulos dentro da célula e tém
funcdo bioldgica de reserva energética e de carbono, além de auxiliar na superacéo
de estresses ambientais (Shahid et al., 2021; Jendrossek, 2009; Kumar et al., 2020).

Existem cerca de 150 mondémeros que podem ser incorporados para formar o
PHA (Muhammadi et al., 2015), os quais podem ser metabolizados por diversas vias,
sendo a glicdlise, a p-oxidacdo de acidos graxos e a sintese de novo de acidos
graxos as trés principais e mais robustas (Chen, 2010). A depender de qual
mondmero utilizado na polimerizagcdo os PHAs irdo possuir diferentes propriedades
fisico-quimicas e podem ser classificados como PHA de cadeia curta (scl-PHA, com
trés ou cinco carbonos na cadeia lateral), PHA de cadeia média (mcl-PHA, seis a 14
carbonos) ou PHA de cadeia longa (Icl-PHA, mais de 14 carbonos) (Bedade et al.,
2021). Além disso, também existem copolimeros formados por mais de um tipo de
mondmero (Nomura et al., 2005).

A reacdo de producdo desses monbmeros € catalisada por enzimas
especificas. A cetoacetil-CoA redutase (PhaB) € responsavel pela reducdo de
acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutiril-CoA, um importante mondémero na producéo de
PHAs. A 3-oxoacil-ACP redutase (FabG) e a enoil-CoA hidratase (R)-especifica
(Phad) participam da sintese via [B-oxidacdo de acidos graxos, fornecendo

mondmeros, geralmente de cadeia média, para a producdo de PHAs. Ja a 3-
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hidroxiacil-ACP-CoA transacilase (PhaG) esta relacionada com a via de sintese de
novo de acidos graxos (Khatami et al., 2021; Vo et al., 2023).

A enzima central para a via biossintética do PHA, responsavel pela
polimerizagdo dos mondmeros, € a PHA sintase ou PhaC (Chek et al.,, 2019). A
estrutura da PhaC consiste em um dominio catalitico N-terminal flexivel, que ainda
nao foi bem caracterizado, e um C-terminal, que possui o canal de entrada do
substrato, sitio ativo e tunel de saida do produto (Neoh et al., 2022). O sitio catalitico
da PHA sintase é caracterizado pela triade catalitica Cys-Asp-His. Esta cisteina é o
centro ativo da enzima PhaC e estd localizada na phaC-box, uma sequéncia similar
a uma lipase-box, que segue o0 consenso ([GAST]-X-C-X-[GASV]-[GA]), com X
sendo um aminoacido arbitrario e os aminoacidos entre colchetes sendo as opc¢bes
possiveis para uma determinada posicao (Nambu et al., 2020).

Quatro classes de PhaC ja foram descritas, baseado nas suas subunidades,
estrutura primaria e especificidade de substrato. A PhaC de Classe | possui
especificidade para scl-PHAs e é exemplificada na espécie Cupriavidus necator. A
PhaC classe Il esta presente em muitas espécies do género Pseudomonas, como P.
aeruginosa, e sua especificidade € para mcl-PHAs. A Classe Il possui
especificidade para scl-PHAs e é constituida por um heterodimero das subunidades
PhaC e PhaE, como presente em Allochromatium vinosum. Por fim, a Classe IV
também possui duas heterosubunidades: PhaC e PhaR; é representada por Bacillus
cereus e possui especificidade para scl-PHAs (Singh et al., 2018). As subunidades
PhaC das classes Ill e IV possuem elevada porcentagem de homologia entre si
(Tsuge et al., 2015).

A utilizacdo da sequéncia gendmica para predicdo de rotas metabdlicas é
bastante Gtil no contexto atual, em que uma grande quantidade de dados genémicos
esta sendo gerada e disponibilizada (Oberhardt et al., 2009). Muitas ferramentas de
bioinformética vém sendo desenvolvidas para a interpretacdo desses dados,
englobando desde a identificacdo de genes, anotacdo funcional baseado em
homologia, até a reconstrucédo metabdlica e simulacdes. Isso permite a identificacédo
de possiveis organismos que possuem vias metabdlicas de interesse para a
biotecnologia, como para a formac¢éo de bioprodutos ou degradacao de compostos
(Li et al., 2009). Além disso, compreender a constituicdo genética é essencial para
esclarecer as capacidades metabdlicas do organismo, assim como para o

direcionamento de esfor¢cos de melhoramento genético (Xu et al., 2013).
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O género Brevibacterium, da familia das Brevibacteriaceae, é formado por
bactérias Gram-positivas e pertence a ordem das Micrococcales (classe
Actinomyecetia, filo Actinomycetota) (Cumsille et al., 2023). De acordo com Vecten et
al. (2017), 50 espécies sao reconhecidas, sua morfologia segue o ciclo bastonete-
cocos e nao possuem motilidade, sendo muitas delas descritas na ultima década. O
habitat dessas bactérias € diverso, podendo ser encontradas em solos, em
alimentos fermentados, em sedimentos, em ambientes com alta concentracdo de
sal, como o marinho, além de serem parte do microbioma normal da pele humana
(Lee, 2008; Forquin-Gomez et al., 2014). Essas bactérias possuem grande
diversidade genética, que se reflete em habilidades biossintéticas variadas. A
crescente quantidade de dados genémicos desse género permite a investigacdo de
propriedades metabdlicas potenciais, mas ainda ndo exploradas (Cumsille et al.,
2023).

Em relacdo a producdo de PHA, esse género ndo possui muitos registros
publicados. A principal espécie relacionada é a B. casei, que possui duas cepas com
producdo comprovada: B. casei SRKP2 (Pandian et al., 2009) e B. casei MSI04
(Kiran et al., 2014). Endah et al. (2021) também descreveram a producdo de PHB
pela cepa Brevibacterium sp. B45.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é utilizar dados gendémicos disponiveis
publicamente de diversas espécies de Brevibacterium para prospectar possiveis
espécies produtoras de PHA com base na presenca de PhaCs putativas, classificar
essas enzimas nas espécies identificadas e predizer rotas metabdlicas de

biossintese nesse género, com base nos genes encontrados no genoma.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1. Genomas utilizados

Para as analises realizadas fora do ambiente do NCBI, foram utilizados os
arquivos FASTA referentes a todos os 32 genomas disponiveis no banco de dados
do NCBI classificados como “reference genome”, pertencentes a diferentes espécies
de bactérias do género Brevibacterium. A Tabela 1 apresenta uma lista completa
desses genomas, incluindo informacgdes pertinentes a cada um deles. Além disso,
todos os genomas disponiveis de Brevibacterium casei com taxonomia confirmada

(27, incluindo o genoma de referéncia) também foram utilizados, de forma a
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abranger o maximo de variedade genética disponivel, ja que essa espécie apresenta

maior quantidade de registros de producéo de PHA.

Tabela 1. Genomas de referéncia utilizados no estudo, com cédigos de Assembly, GenBank e

RefSeq, cepa, nivel de montagem do genoma, tamanho.

) Tamanho
Espécie Assembly Cepa GenBank RefSeq
(Mb)
Brevibacterium
b ASM42644v1 DSM 18261 GCA_000426445.1 GCF_000426445.1 4.095
album
Brevibacterium
) ASM1610765v1 DSM 21545 GCA_016107655.1 GCF_016107655.1 4.255
antiquum
Brevibacterium 4.157
) ASM1161724v1 w0024 GCA_011617245.1 GCF_011617245.1
atlanticum
Brevibacterium
) ASM393299v1 SMQ-1419 GCA_003932995.1 GCF_003932995.1 4.039
aurantiacum
Brevibacterium
) ASM1602741v1 FDAARGOS_902 GCA_016027415.1 GCF_016027415.1 3.960
casei
Brevibacterium
| ASM331541v1 3b_TX GCA_003315415.1 GCF_003315415.1 3.766
celere
Brevibacterium
ASM2172913v1 DSM 27938 GCA_021729135.1 GCF_021729135.1 3.555
daeguense
Brevibacterium
) » ASM157080v1 NBRC 14811 GCA_001570805.1 GCF_001570805.1 3.703
epidermidis
Brevibacterium
) ASM1483688v1 Re57 GCA_014836885.1 GCF_014836885.1 3.168
gallinarum - -
Brevibacterium
" PRJEB20939 CV3 GCA_900184225.1 GCF_900184225.1 3.097
ihuae
Brevibacterium
o 55312_A01 NCTC9742 GCA_900445875.1 GCF_900445875.1 3.615
iodinum
Brevibacterium
ootoali ASM782815v1 DSM 29217 GCA_007828155.1 GCF_007828155.1 3.330
jeotgali
Brevibacterium
) ASM1161770v1 02 GCA_011617705.1 GCF_011617705.1 4.253
limosum
Brevibacterium 3.814
i ASM399933v1 ATCC 19391 GCA_003999335.1 GCF_003999335.1
inens
Brevibacterium
ASM2514761v1 p3-SID304 GCA_025147615.1 GCF_025147615.1 2.831
luteolum
Brevibacterium
) ASM1192795v1 DSM 18964 GCA_011927955.1 GCF_011927955.1 4.221
marinum
Brevibacterium
) ASM17845v1 ATCC 49030 GCA_000178455.1 GCF_000178455.1 2.562
mcbrellneri
Brevibacterium
) ASM1794832v1 WWO007 GCA_017948325.1 GCF_017948325.1 4.304
oceani
Brevibacterium
) ASM1690773v1l DSM 13657 GCA_016907735.1 GCF_016907735.1 2.410
paucivorans
Brevibacterium
ASM1328049v1 VKM Ac-2280 GCA_013280495.1 GCF_013280495.1 3.703
permense
Brevibacterium ASM1161746v1 YB235 GCA_011617465.1 GCF_011617465.1 3.913



pigmentatum

Brevibacterium

ASM158461v1 CCUG56047 GCA_001584615.1 GCF_001584615.1 2.297
ravenspurgense
Brevibacterium
L ASM1780809v1 REN4-1 GCA_017808095.1 GCF_017808095.1 3.719
rengingii
Brevibacterium
) ASM985784v1 5221 GCA_009857845.1 GCF_009857845.1 3.118
rongguiense
) ) IMG-taxon
Brevibacterium
2634166182 annotated DSM 22082 GCA_900105045.1 GCF_900105045.1 4.441

sandarakinum

assembly
Brevibacterium
o ASM331540v1 2b_TX GCA_003315405.1 GCF_003315405.1 3.764
sanguinis
Brevibacterium
o ASM2489529v1 COD27 GCA_024895295.1 GCF_024895295.1 4.335
sediminis
Brevibacterium
ASM28583v2 JC43 GCA_000285835.2 GCF_000285835.1 3.427
senegalense
IMG-taxon
Brevibacterium
2634166182 annotated DSM 23676 GCA_900105045.1 GCF_900105045.1 4.023
siliguriense
assembly
Brevibacterium 4.218
) ASM2616851v1 WHS-Z9 GCA_026168515.1 GCF_026168515.1
spongiae
Brevibacterium
) ASM1610768v1l DSM 24850 GCA_016107685.1 GCF_016107685.1 3.709
yomogidense
Brevibacterium
ASM2111742v1 HY170 GCA_021117425.1 GCF_021117425.1 4.408

zhoupengii

3.2.2 Triagem para identificacdo de genes envolvidos na biossintese de PHA

Uma triagem inicial foi feita utilizando a ferramenta BLASTP do banco de
dados nr (non-redundant protein sequences) no NCBI. A busca se limitou ao género
Brevibacterium (taxid:1696), com o proposito de localizar possiveis espécies de
interesse. A analise foi direcionada para as diferentes classes de PhaC, como
também outras proteinas que caracterizam as diferentes classes, como PhaE e
PhaR. Quinhentas sequéncias de proteinas depositadas no NCBI, anotadas como
PhaC, PHB sintase ou PHA sintase, foram utilizadas como sequéncias de entrada.
Esses dados de entrada foram escolhidos de modo a englobar as diferentes classes
conhecidas destas proteinas, assim como as sequéncias consenso dos dominios
conservados relacionados presentes no NCBI.

Importante ressaltar que a subunidade PhaC de espécies de classe IV é
classificada, no NCBI, como subunidade PhaC de classe lll e o que é determinante
para a classificacdo é a presenca da outra subunidade, PhaE para classe Ill e PhaR

para classe IV. Logo, cem sequéncias anotadas no NCBI como PhaE e cem
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anotadas como PhaR também foram utilizadas como dados de entrada no BLASTP,
de modo a ser possivel diferenciar essas duas classes.

As enzimas precursoras da PhaC no metabolismo também foram
pesquisadas, ou seja, aquelas capazes de gerar monomeros: PhaB, FabG, Phal e
PhaG. Essa abordagem permitiu uma andlise comparativa, identificando genes e
proteinas candidatas com base na similaridade genética.

A ferramenta Operon-mapper (Taboada et al., 2018), cuja funcéo é identificar
possiveis operons, importantes em vias metabdlicas, foi empregada em todos os
genomas de referéncia e de B. casei, com o0 objetivo de confirmar a auséncia ou
presenca das enzimas, assim como ter ideia da posicdo e vizinhanca dos genes

encontrados.

3.2.3 Identificacdo molecular de isolados de Brevibacterium sp. que possuem
enzimas semelhantes a PhaC

A ferramenta BLASTN, com as sequéncias do rRNA 16S dos isolados, foi
aplicada para investigar a identidade molecular dos que n&o apresentavam
identificacdo a nivel de espécie, comparando com o banco de dados “16S ribosomal

RNA sequences (Bacteria and Archaea)” disponivel no NCBI.

3.2.4 Andlise das enzimas identificadas como PhaCs putativas

As proteinas que demonstraram similaridade com qualquer sequéncia de
PhaC foram analisadas por meio da ferramenta InterPro (Paysan-Lafosse, 2023),
gue desempenha um papel fundamental na identificacdo de dominios funcionais e

na obtencédo de informacdes detalhadas nas proteinas.

3.2.5 Alinhamento de proteinas

As PhaC putativas identificadas foram alinhadas com proteinas
representativas de cada classe de PhaC no software MEGA11, utilizando o algoritmo
Muscle. As seguintes proteinas foram utilizadas, identificadas pelo cédigo de
referéncia do NCBI: WP_011615085.1, PhaC classe |, de Cupriavidus necator;
WP_003161244.1, PhaC classe Il, do género Pseudomonas; WP_.1, ABK60193.1
PhaC classe lll, de Allochromatium vinosum; WP_000206336 PhaC classe IV, do

género Bacillus.
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3.2.6 Visualizacdo dos genomas

A analise visual dos genomas foi conduzida por meio do SEED Viewer,
integrado ao RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (Overbeek et
al., 2014), proporcionando uma visualizacdo detalhada e compreenséo visual dos

genomas que foram submetidos a andlise, contextualizando a informacao.

3.2.7 Predicao da via metabdlica

A ferramenta GeneMarkS-2 (Lomsadze et al., 2018) foi empregada, visando a
predicdo de genes e das possiveis vias de biossintese de PHAs nos organismos
selecionados. Os dados gerados foram utilizados para a anotacdo e analise
funcional dos genes no BLASTKoala (Kanehisa et al., 2016), ferramenta associada a
plataforma KEGG, que atribui fungcbes aos genes por meio da similaridade com
bancos de dados funcionais. Utilizou-se o banco de dados de procariotos para a
reconstrucdo do metabolismo das bactérias analisadas. Com base nas funcbes de
enzimas semelhantes ja descritas, 0 BLASTKoala é capaz de preencher as lacunas

das vias metabdlicas presentes no banco de dados do KEGG.

3.3 Resultados e Discusséao

3.3.1 Identificac&o de PhaCs putativas

Os resultados do BLASTP das espécies de Brevibacterium néo identificaram
similaridade com nenhuma das entradas de PhaC de classe | e Il, no entanto
houveram correspondéncias com enzimas PhaC da classe Il de diversas espécies
produtoras de PHA utilizadas como entrada. As espécies de Brevibacterium que
apresentaram proteinas com essa caracteristica foram: B. antiguum, B. aurantiacum,
B. daeguense, B. linens, B. marinum, B. mcbrelineri, B. sandarakinum, B.
yomogidense e B. zhoupengii, além das linhagens de Brevibacterium sp. (239c, CFH
10365, FME37, PAMC21349, PAMC23299, RIT 803, S111, UCMA 11752,
UMB10442, UMB1308A e ZH18). Em todos os resultados, exceto quatro (B.
daeguense, B. yomogidense, Brevibacterium sp. PAMC21349 e Brevibacterium sp.
PAMC23299), o e-value se encontrou em magnitudes acima de 10°. Uma andlise
com o InterPro foi realizada para investigar mais a fundo a identidade das enzimas e
apenas os quatro isolados mencionados de fato apresentavam dominios referente a

poli(3-hidroxoalcanoato) polimerase subunidade PhaC.
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Ao se analisar os dados de saida do Operon-mapper referentes aos isolados
de Brevibacterium sp. PAMC21349 e Brevibacterium sp. PAMC23299, observou-se
padroes diferentes nos operons em comparacdo com as duas outras espécies
selecionadas. Algo bastante explicito no fato que B. daeguense e B. yomogidense
possuem duas unidades de PhaCs putativas, enquanto que os isolados possuem
apenas uma; a vizinhanca génica dessa PhaC putativa encontrada também
demonstrou diferentes padrées, o que levantou a duvida se essa diferenca seria
uma variacao proveniente de diversidade genética dentro do género e com quais
espécies os isolados estavam mais relacionados. Entdo, foi realizada a identificacao
molecular, baseado na regido rRNA 16S; ambos os isolados obtiveram uma maior
identidade com a espécie Peribacillus frigoritolerans, com e-value 0 e similaridade de
99%. Portanto, foram desconsiderados das analises posteriores.

As PhaC putativas identificadas em B. daeguense e B. yomogidense possuem
phaC-box com uma cisteina central, parte da triade catalitica C-H-D que caracteriza
esse tipo de enzima e sua atividade (Figura 4) (Nambu et al.,, 2020). Em cada
espécie, a PhaC putativa 1 possui a sequéncia “GWCIGA”, enquanto que na PhaC
putativa 2 € “GDCQGG”. As posi¢cdes dos residuos que fazem parte da triade
catalitica foram identificadas com base na PhaC de C. necator, como descrito por
Wittenborn et al., 2016.
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Figura 4. Parte do alinhamento mdltiplo das PhaC putativas de B. daeguense e B. epidermidis com
PhaCs de todas as classes ja descritas na literatura. Em evidéncia, dentro da caixa tem-se a PhaC-
box, com o residuo de cisteina marcado em amarelo. Os residuos de acido aspartico (verde) e

histidina (azul) também foram marcados e completam a triade catalitica.

Anotacdes realizadas com os 32 genomas de referéncia de Brevibacterium
foram realizados, mas, dentre as proteinas identificadas, apenas aquelas que ja
haviam sido selecionadas demonstraram semelhanca com a PhaC; dessa forma,
nao acrescentaram nenhum resultado. Os genomas de B. casei também néao
apresentaram PhaCs putativas. Diante do exposto, a habilidade de produzir PHA
ndo € algo comum no género Brevibacterium, nem mesmo na espécie com registros
de producéo na literatura. O que indica que essa seja uma caracteristica especifica

de algumas linhagens, nenhuma das quais com genoma disponivel publicamente.

3.3.2 Cluster génico e classe de PhaC
Os clusters génicos de B. daeguense e B. yomogidense, no qual os genes
que sintetizam as PhaCs putativas estdo inseridos, sdo semelhantes. Em ambas as

espécies, a mesma sequéncia de genes é observada: proteina hipotética, PHA
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sintase (phaC), 3-oxoacil-ACP redutase (fabG), PHA sintase (phaC) e um regulador

transcricional, mesmo com variacdo no tamanho dos genes (Figura 6).

Brevibacterium daeguense

Prateina hipotética phaC putativa fabG Prateina hipotética phaC putativa Regulador transcricional
{444 pb) (1104 pb) (816 pb}y (363 pb) (1347 pb) (441 pb)

— sy — @@ — =

' — —_— _—
aph 19 ph 328 ph 821 pb

Brevibacterium yomogidense

Proteina hipotética  phaC putativa fabG Prateina hipotética phaC putativa Regulador transericional
(255 pb) (1047 pb) (B16 pb} (297 pby) {1386 pb) (468 pb)
. - — [ [ —
& ph 35 pb 107 poo 176 pb 562 pb
Cupriavidus necator (Classe 1)
phaC phah phaB phaR
(1767 pb) (1179 pli} (738 ph) {551pb)
— — —
84 pb Tdph 450 ph

Pseudomonas aeruginosa (Classe II)

phaC1 phaz phaCz phal
{1677 pb) {855 pb) {1680 pb) (615 pb}
-P:-‘
155 ph B9 ph 55 pb

Allochromatium vinosum D (Classe 1)

phaC phaE phahA FhaR phaP phaB ORF7
(1088 pb) {1074 pb) {1185 ph) (462 pb) (363 pb) (741 pb) (467 ph)
- . —)--p
57 pb 150 pb 148 pb 96 pb 188 pb 148 pb

Baciltus megaterium (Classe IV)

phaP phaQ phaR PhaB phaC
(513 pb) (441 pb) (609 phb) {744 pb} (1089 pb)
168 pb 383 pb BZ_Db 77 pb

Figura 5. Comparacéo do cluster génico do qual PhaC faz parte em B. daeguense e B. yomogidense,
com representantes de todas as classes. Adaptado de Maehara et al., 2001 e Rehm et al., 2003.

Nas duas bactérias, B. daeguense e B. yomogidense, as proteinas PhaC
putativas demonstraram similaridade com PhaC de classe Ill no BLASTP. Como a
subunidade PhaC de espécies de classe IV e de classe Ill sdo similares, a presenca
de PhaE ou PhaR seria determinante para a diferenciacédo entre elas. No entanto,
nao foram identificadas enzimas semelhantes a PhaE, que forma o heterodimero
gue caracteriza a classe Ill e a PhaR, que caracteriza a classe IV, também nao foi
encontrada. A presenca de duas unidades de PhaC classe Ill no mesmo cluster

génico ndo é encontrada em outros organismos com biossintese comprovada.
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Quanto as enzimas capazes de gerar monémeros para utilizacdo da PhaC, a
FabG foi encontrada no cluster descrito anteriormente, enquanto homoélogos de
PhaJ estdo presentes em outras regides do genoma. Baseado nos dados gerados, a
PhaC encontrada nas espécies B. daeguense e B. yomogidense ndo se enquadra
em nenhuma das classes descritas.

Estudos experimentais, como a verificagdo de ocorréncia da producédo de
PHA e ensaio espectrométrico para determinar a atividade PHA sintases, sao
necessarios para comprovar a funcdo prevista de PHA-polimerase da PhaC
identificada no estudo. Se confirmada a funcdo de biossintese, € possivel a
sugestdo de uma subclasse derivada da PhaC de classe Il

As sequéncias de nucleotideos dos clusters génicos de B. daeguense e B.
yomogidense, ao serem comparados com o banco de dados de nucleotideos (nr/nt)
do NCBI, ndo possuiram similaridade com nenhuma outra espécie dentro de
Brevibacterium, mas demonstraram resultados com espécies de outros géneros
bacterianos, dentre eles: Ornithinimicrobium avium, Nakamurella multipartitae e
Nocardioides aquaticus, Rhodococcus sp., Austwickia sp. e Citricoccus sp.

Quanto as proteinas sintetizadas pelo cluster, a semelhanca de todas elas se
da principalmente com bactérias dos géneros Citricoccus, Micrococcus,
Ornithinimicrobium e  Cellulosimicrobium. Novamente, dentro do género
Brevibacterium a uUnica semelhanca encontrada € entre B. daeguense e B.
yomogidense. O primeiro resultado do BLASTP de cada uma das proteinas pode ser
observado na Tabela 2.

Citrococcus e Ornithinimicrobium n&o possuem mencao de producdo de PHA
registradas na literatura. Jabeen et al. (2022), Shraddha et al. (2012), Mohanrasu et
al. (2021) relataram a producdo de PHA em Micrococcus, entretanto ndo ha
informac@o genética e molecular substancial sobre como a biossintese ocorre.
Enquanto Javaid et al. (2019) verificaram a producdo de PHA na espécie
Cellulosimicrobium sp. A8, onde obtiveram producdo maxima de 1.43 g/L de

biomassa em 6leo de mostarda (1%); sendo esse 0 Unico registro encontrado.



Tabela 2. Primeiro resultado do BLASTP das proteinas presentes no cluster identificado
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Proteina Organismo Primeiro Cobertura e-value Identidade Accenssion
resultado do
BLASTP
Proteina B. Citricoccus sp. 77% 4e-51 74,56% WP_137774393.1
hipotética daeguense
B. Micrococcus sp. 80% 5e-23 73,44% MDI3332010.1
yomogidense
PhaC B. Micrococcus sp. 95% 0 80,29% MBB5749288.1
daeguense
B. Micrococcus sp. 98% 0 77,94% MDI3332011.1
yomogidense
FadG B. Citricoccus sp. 99% 5e-170 84,87% WP_137774392.1
daeguense
B. Ornithinimicrobium  99% 2e-163 81,18% WP_134772710.1
yomogidense flavum
Proteina B. Citricoccus sp. 85% 5e-42 66,99% WP_137774391.1
hipotética daeguense
B. Cellulosimicrobium  98% 1e-38 79,59% NUL48360.1
yomogidense funkei
PhaC B. Citricoccus sp. 82% 0 71,26% WP_137774390.1
daeguense
B. Ornithinimicrobium  84% 0 63,17% WP_238695352.1
yomogidense flavum
Regulador B. Citricoccus sp. 75% 1e-51 80,18% WP_137774389.1
transcricional daeguense
B. Citricoccus sp. 96% 1e-45 56,95% WP_137774389.1
yomogidense

Por conta da alta similaridade do cluster com organismos fora do género, mas

nao com espécies proximas evolutivamente, levantou-se a hipotese de transferéncia

horizontal de genes. Essa ideia foi substanciada por estudos apresentados por

Lercher e Pal (2008) e Dilthey e Lercher (2015), nos quais a identificacdo de clusters

génicos com essa caracteristica € o primeiro passo para a investigacdo de

transferéncia horizontal de genes.

De acordo com Forquin-Gomez et al. (2014), as espécies B. yomogidense e

B. daeguense sdo proximas filogeneticamente. Dessa forma, € possivel que a

aquisicao desse cluster tenha ocorrido a partir de um ancestral comum de ambas as

espécies e depois se perdido em outras linhagens préximas, como B. album.
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3.3.3 Predicdo da via metabdlica de biossintese de polihidroxialcanoatos por
Brevibacterium daeguense e Brevibacterium yomogidense

O BLASTKoala foi capaz de anotar e predizer a funcdo de 1521 de 3172
genes (48%) de B. daeguense identificados pelo GeneMarkS-2. Para B.
yomogidense, a anotac¢éo funcional se deu com 1566 genes (49,2% do total de 3182
identificados). De acordo com os resultados gerados, foi possivel visualizar
possiveis vias para a producdo de PHA, incluindo a PhaC putativa em ambas as
espécies.

Caso B. daeguense e B. yomogidense sejam capazes de produzir PHA, a via
de R-oxidacdo de acidos graxos foi classificada como a mais provavel de participar
dessa biossintese, visto que ambas espécies possuem todas as enzimas
necessarias para o seu pleno funcionamento: 3-cetoacil-CoA tiolase (FadA), 3HA-
CoA desidrogenase (FadB), acil-CoA sintetase (FadD), acil-CoA desidrogenase
(FadE), R-cetoacil-ACP redutase (FabG) e enoil-CoA-hidratase (R)-especifica
(PhaJ). Sendo FabG e PhaJ as que possibilitam a formacdo de monémeros de (R)-
3-hidroxiacil-CoA, que podem ser utilizados pela PhaC para a polimerizagédo. Nota-
se que ambas FabG e PhaJ estdo mais relacionadas a producdo de monémeros de
cadeia média em organismos gque pertencem a classe Il (Vo et al., 2023). Entretanto,
Quillaguaman et al. (2010), demonstrou a utilizacdo de mcl-PHAs na classe Ill da
PhaC. Alem disso, existem PhaJ e FabG com especificidades diferentes, podendo
gerar também monémeros de cadeia curta (Nomura et al., 2005; Araceli et al., 2022),
0 que justificaria a produ¢cdo de mondmeros de cadeia curta nos isolados de
Brevibacterium.

Apesar das enzimas PhaC classe Ill, com as quais similaridade foi encontrada
com as PhaC putativas de B. daeguense e B. yomogidense, terem maior
especificidade com mondmeros de cadeia curta para formar principalmente scl-PHA
(Jia et al., 2016), ja foi relatada a producao por essa classe utilizando mondémeros de
cadeia meédia (Quillaguaman et al.,, 2010). Logo, € possivel que ocorra a
incorporacdo de mondmeros de cadeia curta ou média, 0 que deve ser investigado
com a caracterizagao do PHA produzido.

Para a via do metabolismo do carbono, homdlogos de [3-cetotiolase (PhaA)
foram observados, porém néo identificada a presenca de acetatoacetil-CoA redutase
NADPH dependente (PhaB) no genoma. Essa enzima € estruturalmente semelhante

a FabG e possuem funcbes similares, desta forma, a depender de sua
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especificidade, pode ser capaz de substituir a PhaB, como observado em Zhang et
al. (2017).

A via de biossintese de acidos graxos, esta parcialmente completa com 3HA-
ACP desidratase (FabA), 3-cetoacil-ACP sintase | (FabB), 3-cetoacil-ACP sintase Il
(FabH), enoil-ACP redutase (Fabl), malonil-CoA:ACP-transacilase (FabD), com
excecdo da 3HA-ACP:CoA transacilase (PhaG), essencial para a formacdo do
mondmero de PHA por esta via, portanto € improvavel que ela seja utilizada para
producdo de PHA. As vias propostas para B. daeguense e B. yomogidense se

encontram na Figura 6.

[3-oxidagdo de Metabolismo dos
acidos graxos carboidratos

PhaA

Al - J
R-3-Hidroxiacil-CoA Acetoacetil-CoA

PhaC

v
----- 3-Hidroxibutiril-CoA

1
1
1
1
1
-
=
o
(@]
-

Figura 6. Possiveis rotas de biossintese do PHA em B. daeguense e B. yomogidense. O caminho em
verde representa a via mais provavel para a biossintese, a partir da R-oxidagéo de &cidos graxos. O
caminho pontilhado representa a hipotese de que a especificidade de alguma FabG presente em B.

daeguense e B. yomogidense seja semelhante a da enzima PhaB.

3.4 Concluséo
Esse estudo identificou genes codificantes de PhaCs putativas em duas

espécies do género Brevibacterium: Brevibacterium daeguense e Brevibacterium
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yomogidense. A presenca dessas enzimas, necessaria para a biossintese do PHA,
nao é algo amplamente encontrado no género Brevibacterium, surgindo apenas em
algumas linhagens. Foram observadas duas unidades de genes referentes a PhaCs
putativas em cada uma dessas espécie, e as proteinas geradas por eles tiveram
maior identidade com a Classe Ill de acordo com o BLASTP. No entanto, essas
espécies ndo possuem em seus genomas genes relacionados a proteinas
necessarias para formar dimeros com essa subunidade, PhaE ou PhaR, que
caracterizam as classes Ill e 1V, respectivamente. Logo, ndo foram observadas
caracteristicas especificas de nenhuma das classes descritas e, se de fato ocorrer a
producdo de PHA nessas espécies, foi sugerida uma subclasse relacionada com a
classe Il que necessita ser caracterizada a partir de estudos experimentais. O
cluster génico no qual as PhaCs putativas estdo inseridas também possui
caracteristicas incomuns se comparado ao de organismos produtores das diversas
classes. Além disso, o cluster é incomum dentro de Brevibacterium e € comparavel
com espécies de outros géneros, levando a sugestdo de uma transferéncia
horizontal de genes. A via metabdlica mais provavel de ser utlizada, caso a
biossintese de PHA ocorra nessas espécies, é a 3-oxidacdo de acidos graxos, ja
gue todas as enzimas necessarias para seu pleno funcionamento foram
encontradas, mas € possivel que a do metabolismo do carbono também seja
utilizada a depender da especificidade de substrato das enzimas formadoras de

mondmero.
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