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RESUMO

Aeromonas spp. sdao bactérias Gram-negativas relacionadas, principalmente, a
ecossistemas aquaticos. Estas bactérias sdo consideradas patogenos oportunistas de
diversos animais, inclusive o homem. Algumas espécies género Aeromonas secretam
uma ampla variedade de enzimas extracelulares, dentre elas P-lactamases, lipases,
amilases, proteases, € nucleases entre outras. As nucleases podem desempenhar
multiplos papéis relacionados ao metabolismo, a protecdo contra a entrada de material
genético exdgeno e, em alguns casos, como fator de viruléncia. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar as diferengas nas atividades de DNases extracelulares
e o perfil eletroforético entre espécies e isolados do género Aeromonas; a clonagem e
expressdo heterdloga, caracterizagdo frente a fatores fisicos/quimicos que afetam a
atividade enzimatica e analise de bioinformatica das DNases Dns e Aha3441, bem como
a avaliacdo da expressdo dos gene nuc, dns e aha3441 de Aeromonas hydrophila
IBAer119. Os resultados mostraram uma ampla varia¢dao intra ¢ interespecifica na
atividade de DNases extracelulares, sem diferenga significativa entre isolados clinicos e
ambientais. Zimogramas dos isolados de Aeromonas spp., empregando DNA como
substrato, possibilitaram a identifica¢do de diferentes perfis de atividade DNasica. Um
total de seis bandas de massa molecular aparente variando entre 22 ¢ 119 KDa foram
identificadas. As bandas de 22 e 85 KDa foram as mais frequentes entre os isolados de
Aeromonas spp. analisados. As DNases secretadas por A. hydrophila 1BAer119 sdo
afetadas pela acdo de proteases produzidas pelo proprio isolado. A avaliagdo da
expressao dos genes dns, aha3441 e nuc de A. hydrophila IBAer119 permitiu observar
maiores taxas transcricionais para os genes dns € aha3441, as quais, coincidem com o
pico de atividade DNasica extracelular. As DNases extracelulares identificadas no
isolado de A. hydrophila IBAerl19 nao desempenham preferencialmente, um papel
nutricional, sugerindo que sua fun¢do pode estar relacionada a protecdo contra entrada
de DNA exdgeno ou a viruléncia. As enzimas Dns e Aha3441 provenientes de A.
hydrophila 1BAer119 foram clonadas e expressas de forma heteréloga em Escherichia
coli DH5a. Ambas DNases utilizam Mg como co-fator e sdo inibidas por EDTA e SDS.
A avaliacdo permitiu observar que Dns e Aha3441 apresentam pHs de agdo entre 7,0 ¢
9,0 ¢ temperaturas de atividade entre 37°C e 60°C, para Dns, ¢ temperaturas de
atividade entre 37°C e 50°C, para Aha3441. Ambas DNases apresentam elevada
estabilidade térmica quando mantidas a 40°C por até¢ 50 minutos. Tanto Dns quanto
Aha3441 apresentaram capacidade de degradar RNA e DNA sendo assim caracterizadas
como nucleases aglicar ndo especificas. A andlise da sequéncia proteica permitiu
identificar a presenca de um peptideo sinal de 20aa para a enzima Dns e 23aa para a
enzima Aha3441, indicando que estas enzima sdo secretadas por sistema secll. Além
disso, a avaliagdo de bioinformatica permitiu identificar que Dns apresenta um dominio
correspondente a superfamilia da Endonuclease 1 e apresenta elevado grau de
similaridade com DNases de outros géneros bacterianos. J4 a DNase Aha3441 apresenta
dominios correspondentes a superfamilia EEP e a subfamilia OB folds, similares aos
observados em outra DNase de Aeromonas spp. denominada Nuc. O modelo
tridimensional de Dns permitiu observar a presen¢a de um sitio catalitico com topologia
BBa-metal, tipico de outras endonucleases. J& o modelo tridimensional de Aha3441
permitiu observar uma elevada similaridade conformacional com a cadeia D da DNase
pancredtica bovina (BP DNase I). Além disso, os sitios de ligacdo a metais, sitios de
ligacdo a fosfato e sitio catalitico apresentam elevado grau de conservagdo quando
comparados com homologos encontrados em outras bactérias € mesmo em relagdo a BP
DNase I, indicando que Aha3441 compartilha 0 mesmo mecanismo de agao.

Palavras-chave: Aeromonas, DNases extracelulares, termoestabilidade, Dns, Aha3441.
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ABSTRACT

Aeromonas spp. are Gram-negative bacteria generally associated to aquatic ecosystems.
These bacterial are considered opportunistic pathogens of various animals, including
man. Some species of this genus can secrete a wide variety of extracellular enzymes,
such as, B-lactamases, lipases, amylases, proteases, nucleases, among others. Nucleases
can play multiple roles related to metabolism, protection against exogenous genetic
material and, in some cases, virulence factor. In this context, the aim of this study was
to evaluate the differences in extracellular DNases activities and electrophoretic profiles
between species and isolates of Aeromonas spp., cloning and heterologous expression of
nucleases, effect of physical/chemical factors on the enzyme activity, evaluation of nuc,
dns and aha3441 expression, and bioinformatics analysis of DNases Dns and Aha3441.
The results showed a wide variation in intra- and interspecific DNases extracellular
activity, without significant difference between clinical and environmental isolates.
DNase zymograms of Aeromonas spp. isolates, using DNA as a substrate, allowed the
identification of different DNase activity profiles. A total of six bands of apparent
molecular mass ranging between 22 and 119 KDa were identified. Bands of 22 and 85
KDa were the most frequent among Aeromonas spp. isolates analyzed. The DNases
secreted by Aeromonas hydrophila 1BAer119 are affected by the action of proteases
produced by the isolate itself. The evaluation of dns, aha3441 and nuc gene expression
of A. hydrophila 1BAer119 allowed observing high transcription rates for dns and
aha3441 genes, which coincide with the peak of extracellular DNase activity.
Extracellular DNases identified in isolated A. hydrophila 1BAerl19 do not play
preferably a nutritional role, indicating that its function can be related to protection
against exogenous DNA or virulence. The enzymes Dns and Aha3441 from A.
hydrophila IBAer119 were cloned and heterologously expressed in Escherichia coli
DH5a. Both DNases uses Mg as a cofactor and are inhibited by EDTA and SDS.
Experimental data indicates that Dns and Aha3441 have maximal activity at pHs
between 7.0 and 9.0, and temperatures between 37°C and 60°C, for Dns, and between
37°C and 50°C, for Aha3441. Both enzymes exhibited high thermal stability when kept
at 40°C for 50 minutes. Dns and Aha3441 showed ability to degrade RNA and DNA
characterizing them as sugar non-specific nucleases. The sequence analysis of the
protein identified the presence of a signal peptide with 20aa, for Dns enzyme, and 23aa,
for Aha3441 enzyme, indicating that these enzymes are secreted by secll system.
Moreover, the bioinformatics evaluation of the Dns allowed identifying an
Endonuclease I superfamily domain, and with high similarity with DNases of the others
bacterial genera. DNase Aha3441 has an EEP superfamily domain and OB subfamily
folds, similar to those observed in another Aeromonas DNase called Nuc. The three-
dimensional model of Dns indicates the presence a catalytic site with BPa-metal
topology, typical of other endonucleases. The three-dimensional model of Aha3441
showed high conformational similarity with the D chain of the BP DNase I (bovine
pancreatic DNase). In addition, the metal binding, the phosphate binding, and the
catalytic sites of Aha3441 showed high degree of conservation when compared with
homologs of other bacteria, and even BP DNase I, indicating that Aha3441 shares the
same mechanism of action.

Keywords: Aeromonas, extracellular DNases, thermostability, Dns, Aha3441.
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Introdugdo & Justificativa

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O titulo do trabalho que divulgou o primeiro genoma completo de uma bactéria
do género Aeromonas realizado por Seshadri et al. no ano de 2006 vinha acompanhado
da expressao “Jack of All Trades”, que, em uma traducao livre significa “pau para toda
a obra”, uma referéncia ao poderoso arsenal adaptativo e metabdlico destes
microrganismos. De fato, as aeromonas sao cosmopolitas, habitam &aguas doces e
salobras, encontram-se em solos, vegetais e animais, inclusive o homem, atuando como
saprofitos ou patdgenos oportunistas, crescendo ou sobrevivendo amplas faixas de
temperatura e pH. Entre as ferramentas adaptativas deste género bacteriano se sobressai
um conjunto de enzimas periplasmaticas ou extracelulares caracterizadas como f3
lactamases, proteases, lipases, amilases, quitinases, € nucleases, entre outras.

Muitas destas enzimas podem desencadear um papel nutricional na aquisi¢cao de
nutrientes relacionados, principalmente, a fontes de carbono, nitrogénio e fésforo. No
entanto, a funcao das nucleases extracelulares parece nao estar restrita a apenas isto. As
nucleases extracelulares tém sido postuladas como enzimas que participam de processos
invasivos em células de hospedeiros, podendo estar relacionadas a patogenicidade.
Entretanto, a hipotese de que estas enzimas estejam envolvidas na génese de doencas,
ndo tem sido comprovada experimentalmente. O que ¢ evidente, no entanto, ¢ que
isolados de Aeromonas spp. mantidos sob condigdes laboratoriais sdo capazes de
produzir nucleases extracelulares, as quais atuam sobre acidos nucleicos, degradando-os
e impossibilitando manipulagdes ou aplicagdes futuras. Este fato foi constatado em
experimentos realizados em nosso laboratorio envolvendo produtos de PCR
amplificados a partir de células lisadas cujo DNA foi utilizado como molde. Além
disso, a presenca de nucleases extracelulares reflete um desafio no isolamento de DNA

plasmidial ou cromossdmico intacto, imprimindo dificuldades relacionadas a
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transformagoes ou eletroporacdes, levando a crer que estas enzimas desempenham uma
barreira a entrada de material genético exdgeno nestas bactérias.

Duas diferentes nucleases extracelulares (DNases) com massas moleculares de
aproximadamente 25 e 114 KDa foram identificadas em Aeromonas hydrophila.
Embora existam alguns estudos relacionados a caracterizacdo bioquimica destas
enzimas em particular, outros estudos complementares ainda sdo necessarios, os quais
podem contribuir para uma melhor elucidagdo do papel das nucleases extracelulares
nestes organismos. Neste contexto, o presente trabalho buscou avaliar a diversidade de
nucleases (DNases) extracelulares produzidas por um conjunto de espécies de
Aeromonas proveniente de distintas colegdes e isoladas a partir de amostras clinicas e
ambientais. A partir de entdo, um isolado em particular de A. hydrophila, designado
como IBAer119, foi utilizado para estudos envolvendo a expressao génica das nucleases
Dns, Aha3441 e Nuc em meio completo ou meio minimo empregando DNA como fonte
de fosforo e/ou nitrogénio. Este isolado também foi empregado em estudos relacionados
a clonagem de dois genes correspondentes as nucleases Dns e Aha3441. A
caracterizacdo bioquimica referente a temperatura de agdo, pH de agdo, efeito de
cofatores, e efeito de inibidores frente a atividade DNésica foi realizada para as duas
enzimas (Dns e Aha3441) clonadas e expressas de forma heterdloga em Escherichia
coli DHS5a. Por fim, estudos de bioinformatica empregando sequéncias nucleotidicas e
peptidicas foram realizados, possibilitando a comparagdo entre nucleases de diferentes
géneros Dbacterianos, assim como, a predigdo das estruturas secundarias e
tridimensionais para as enzimas Dns e Aha3441.

Estudos avaliando a diversidade de nucleases extracelulares em bactérias do
género Aeromonas, bem como, estudos de bioinformatica buscando caracterizar a

estrutura tridimensional destas enzimas sdo escassos ou inexistentes. O estudo



Introdugdo & Justificativa

envolvendo a caracterizagdo destas nucleases podem auxiliar na elucidag¢do das fungdes
bioldgicas destas enzimas e suas relagdes evolutivas entre nucleases presentes em outros
géneros bacterianos. Além disso, este estudo pode contribuir para uma avaliagdo inicial
do potencial biotecnologica destas enzimas, visto que, as nucleases sdo utilizadas na
degradacdo de DNA fita dupla (DNAse I), degradagao de RNA (RNAse A), reducao do
comprimento de moléculas de DNA (DNAse S1), degradacao de DNA fita simples, ou
mesmo processos industriais nos quais se deseja retirar os acidos nucléicos, como a

producdo de proteina microbiana, entre outros.



Objetivo Geral

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de nucleases extracelulares
(DNases) em distintos isolados de Aeromonas spp. O presente trabalho também
objetivou a avaliagdo da expressdo génica das nucleases Dns, Aha3441 e Nuc utilizando
meio completo ou meio minimo empregando DNA como fonte de fésforo e/ou
nitrogénio, assim como, a clonagem, expressdo heterodloga, caracterizagcdo bioquimica e
estudo de bioinformatica de duas nucleases extracelulares designadas como Dns e

Aha3441, provenientes do isolado de A. hydrophila designado como IBAer119.
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

Bactérias do género Aeromonas tem recebido uma atencao especial em virtude
de sua ampla capacidade de estabelecimento em uma variada escala de condi¢des
ambientais e, principalmente, pelo fato destes organismos estarem associados a doencas
tanto em animais de sangue frio quanto animais de sangue quente, incluindo o homem.
Além disso, nos ultimos anos, surtos de doencas de origem alimentar t€ém sido
atribuidos a algumas espécies deste género. Diante de tais evidéncias, a Organizagdo
Mundial da Satde (OMS) e United State Environmental Protection Agency (US EPA)

tém considerado estas bactérias como patdgenos emergentes (USEPA, 2005).

3.1 O género Aeromonas, caracteristicas e classificacio taxonémica

O género Aeromonas ¢ constituido por bacilos Gram-negativos, nao
esporulantes, retos com extremidades arredondadas, ou células que se aproximam da
forma esférica. As bactérias deste género sdo caracterizadas como catalase e oxidase
positivas, anaerobicas facultativas, quimiorganotroficas, redutoras de nitrato a nitrito,
inositol negativas, fermentadoras de glicose e varios outros carboidratos, com formagao
de acido e/ou gas e resistentes ao agente vibriostatico O/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropilpteridina fosfato) (Garrit et al., 2001; Tequianes-Bravo et al., 2005). Este
género pode ser dividido em dois grupos principais: grupo I denominado grupo
hydrophila caracterizado por aeromonas mesofilicas, méveis, associadas a infecgdes em
seres humanos e o grupo II denominado grupo salmonicida, caracterizado por
aeromonas psicrofilicas, ndo moveis, capazes de produzir pigmento marrom e

patogénicas de peixes (Janda & Abbott, 2010).

De um modo geral, o género Aeromonas tem sido considerado um grupo de
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taxonomia complexa. Nas ultimas duas décadas, o género tem sofrido uma série de
revisdes taxondmicas e em sua nomenclatura. Durante algum tempo o género
Aeromonas foi classificado como pertencente a familia Vibrionaceae (Carnahan &
Altwegg, 1996; Altwegg, 1999), mas atualmente encontra-se classificado em uma
familia prépria denominada Aeromonadaceae inicialmente sugerida por Colwell &
MacDonell (1986) e Martinez-Murcia et al. (1992) através da andlise de sequéncias do
16S rRNA e 5S rRNA e confirmada no manual Berger’s (Garrit et al., 2001). Segundo a
LPSN (List of Prokaryotic Names With Standing in Nomenclature), o género
Aeromonas abriga 35 espécies, sendo que algumas destas espécies se encontram em
analise pelo ICSP (International Committee on Systematics of Prokaryotes). A Tabela 1
representa de uma forma simplificada as espécies descritas de Aeromonas, significancia,
e formas de confirmacgao das espécies descritas.

Tabela 1. Lista de espécies descritas como pertencentes ao género Aeromonas.

. B . Distingao de Outra denominagao
Espécies (ano) Slg , espécies’ (ano)”
clinica .,
Gen. Bioquim.
Aeromonas hydrophila (1943) / 5 subespécies + + +
Aeromonas salmonicida (1953) / 5 subespécies +¢ + +
Aeromonas punctata (1957) / 2 subespécies + + + A. caviae
Aeromonas sobria (1981) - + -
Aeromonas media (1983) + + +
Aeromonas caviae (1984) + + + A. punctata (1957)
Aeromonas veronii (1988) + + + A. ichthiosmia (1991)
Aeromonas eucrenophila (1988) +
Aeromonas schubertii (1989) + + + HG13
Aeromonas enteropelogenes (1991) + + A. trota (1993 /2002)
Aeromonas ichthiosmia (1991) - + + A. veronii (1993 /2001)
Aeromonas jandaei (1992) + + +
Aeromonas trota (1992) + + + A. enteropelogenes (1991)
Aeromonas encheleia (1995) - + - HGI1
Aeromonas bestiarum (1996) + + +
Aeromonas popolffii (1997) + + -
Aeromonas simiae (2004) - + -
Aeromonas molluscorum (2004) - + +
Aeromonas bivalvium (2007) + +
Aeromonas aquariorum (2008) + + + A. dhakensis (2013)
Aeromonas tecta (2008) + + +
Aeromonas allosaccharophila (1992) - + + A. veronii (2007)
Aeromonas culicicola (2002) - + + A. veronii
Aeromonas sharmana (20006) - + Indefinida

Continua

5
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Distingéo de Outra denominagéo
espécies” (ano)’
Gen. Bioquim.

Espécies (ano)” Sig.
clinica”

Aeromonas diversa (2010) - +
Aeromonas fluvialis (2010) -
Aeromonas piscicola (2010) -
Aeromonas sanarellii (2010)

Aeromonas taiwanensis (2010)
Aeromonas rivuli (2011) -
Aeromonas australiensis (2013) -
Aeromonas dhakensis (2013) +
Aeromonas aquatica (2015) -
Aeromonas finlandensis (2015) -
Aeromonas lacus (2015) - +

e S S S S S S
I I T T

a . .. b . . . in .
Ano da proposta valida para o nome da espécie. ~ Isolado de material clinico em mais do que uma ocasido ou associada de

forma inequivoca a infecgdes em humanos.® Genética significa separagdo com base em hibridizagio DNA-DNA ou genes
especificos. Bioquimica significa que ha um ntmero de propriedades fenotipicas que podem separar >90% das linhagens
isoladas em laboratérios clinicos.” Outros nomes comumente utilizados na literatura para descrever a mesma espécie.® Presenca
de um subconjunto de linhagens dentro de A. salmonicida que crescem de forma satisfatoria entre 35 e 37°C e podem ser
isolados de pacientes clinicos. Estas linhagens sdo diferenciadas por serem indol negativas, ndo moveis, produtoras de

melanina e associadas a doengas em peixes.f Sem subespécies, mas apresenta dois distintos biovars (veronii e sobria).

Apesar dos esfor¢os desprendidos para a organizacdo taxonOmica e da
nomenclatura das espécies do género Aeromonas, algumas controvérsias ainda
permanecem. Um exemplo desta controvérsia € A. culicicola, a qual foi isolada e
descrita como uma nova espécie por Pidiyar er al. (2002). No entanto, uma série de
estudos envolvendo hibridizagdo DNA-DNA, sequenciamento dos genes /65 rRNA,
gyrB, rpoD e dnal, e avaliagdo de metil ésteres de acidos graxos indicaram que A.
culicicola e A. veronii sdo indistinguiveis, sugerindo que A. culicicola ¢ apenas um
sindnimo de A. veronii (Soler et al., 2004; Huys et al., 2005; kiipfer et al., 2006; Nhung
et al. 2007; Saavedra et al., 2007).

Outra espécie com classificagdo problemadtica é A. sharmana, descrita por Saha
& Chakrabarti (2006), com base em apenas um isolado ambiental (GPTSA-6"). Estudos
posteriores realizados por Saavedra et al., (2006) e Martines-Murcia et al., (2007),
identificaram uma série de caracteristicas moleculares e bioquimicas, as quais, apontam
que A. sharmana ndo apresenta suporte para ser incluida no género Aeromonas. Os
potenciais nomes para esta bactéria incluem Manjusharmella aquatica ou Halofoba
aquatica, mas nenhum destes foi formalmente proposto ou validado (Martines-Murcia

6
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etal.,2007).

Apesar de ter sido originalmente proposta por Schubert e colaboradores em
1990, A. ichthiosmia permanece com sua classificacao duvidosa. Estudos empregando o
sequenciamento do gene /6S rRNA ¢ analises de AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), demonstraram que esta espécie ¢ idéntica a A. veronii biovar. sobria
(Martin-Carnahan & Joseph, 2005). Fenotipicamente, a linhagem referéncia de A.
ichthiosmia é similar a linhagem referéncia de A. veronii biovar. sobria, indicando entao
que A. ichthiosmia pode ser considerado um sinénimo de A. veronii.

A espécie A. enteropelogenes também proposta por Schubert e colaboradores em
1991, foi avaliada empregando a relagdio DNA-DNA em comparagdo a linhagem
referéncia de A. trota. Esta comparagdo permitiu confirmar observagdes prévias,
indicando que as duas espécies sdo idénticas. Entretanto, uma decisdo do ICSP
(International Committee on Systematics of Prokaryotes) é aguardada para determinar a
correta nomenclatura.

Outra divergéncia na classificagdo ¢ apontada para A. punctata. De acordo com
registros, A. punctata e A. caviae compartilham o mesmo codigo (ATCC15468"). Este
problema surgiu em virtude da nova espécie A. punctata ter sido reportada com o
codigo NCMB74 (equivalente a ATCC23309), mas esta linhagem nao consta na lista de
espécies aprovadas. Além disso, NCMB74 ¢ também o codigo designado para a
linhagem referéncia de A. eucrenophila. Apesar de A. punctata € A. caviae serem
consideradas espécies sindnimos, considerando o numero de buscas em bancos de dados
o nome A. caviae ¢ o mais utilizado (Martin-Carnahan & Joseph, 2005).

Por fim, A. allosaccharophila foi contestada intermitentemente ao longo anos.
Esta nova espécie foi proposta com base em estudos realizados empregando trés

linhagens, uma das quais, i1solada de fezes humanas. Um aspecto preocupante observado
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foi a auséncia de qualquer homologia entre a maioria das espécies de Aeromonas
incluindo, A. salmonicida, A. caviae, A. sobria, A. veronii, A. jandaei, A. schubertii ¢ A.
trota. Este fato chama atencdo devido o elevado grau de similaridade verificado entre
todas as espécies de Aeromonas, empregando o gene /6S rRNA. Além disso, estudos
utilizando hibridizacdio DNA-DNA e avaliacdes das relagdes filogenéticas utilizando o
gene dnal, sugerem que A. allosaccharophila na verdade se trata de um sindénimo
heterotipico de A. veronii (Huys et al., 2002; Nhung et al., 2007).

Quando uma nova espécie ¢ descrita, ¢ importante que ela possa ser distinguida
fenotipicamente da espécie imediatamente mais relacionada. No entanto, € preciso
cuidado, pois muitos testes utilizados para caracterizacdo podem ser empregados de
forma isolada e caso ndao sigam um critério definido podem gerar resultados
significativamente distintos. Desta forma, esfor¢os conjuntos devem ser realizados para
padronizar todos os testes e métodos-chave empregados na identificagdo de espécies do

género Aeromonas (Janda & Abbott, 2010).

3.2 Distribuicao de bactérias do género Aeromonas

As bactérias deste género se distribuem de forma ampla na natureza, sendo
comumente encontradas em muitos ecossistemas aquaticos e praticamente em todas as
latitudes (Handfield et al., 1996; Holmes et al., 1996; Borrel et al., 1997; Janda &
Abbott, 1998; Chacon et al., 2003). Atualmente, bactérias do género Aeromonas podem
ser isoladas de rios, lagos, 4gua marinha (principalmente em ambiente estuarinico), agua
potavel, 4gua subterranea e esgotos em varios estagios de tratamento, ao redor de todo o
mundo. Segundo Holmes et al., (1996), as concentragdes de Aeromonas spp. relatadas
nestes ambientes variam de baixas (<1 UFC/mL, em aguas subterraneas, agua potavel e

4gua marinha) a altas (10® UFC/mL, em esgoto bruto ou lodo de esgoto doméstico).

Tratando-se especificamente de Adguas tratadas e proprias para consumo, a

8
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presenga de Aeromonas spp. pode representar um risco principalmente para pessoas
imuno-comprometidas, onde a exposicdo crOnica a estes organismos normalmente
ocasiona o surgimento de doengas, dentre elas septicemias e gastroenterites (Laclerc er

al, 2002).

Estudos relacionados a epidemiologia das gastroenterites vinculadas a presenga
de Aeromonas spp. t€m estabelecido a dgua como principal veiculo de transmissdo
direta ou indireta (Neves et al., 1990; Hanninen & Sitonen, 1995; Handfield et al.,
1996; Bulhdoes & Rossi Junior, 2002; Figueras, 2005). Neste sentido, um estudo
realizado por Fuzihara et al. (1995) verificou a ocorréncia de Aeromonas spp. em 4,6%
e 42,4% das amostras de dgua tratada e ndo tratada coletadas no interior do Estado de
Sao Paulo, respectivamente, e concluiram que o consumo dessas aguas pode representar
um risco para saide dos consumidores. A esse respeito, Burke et al. (1984), na
Australia, em um sistema de distribuicdo de agua nao clorada, encontraram Aeromonas
spp. em 34% das amostras analisadas. Das Aeromonas spp. isoladas 9,9% eram
provenientes do sistema de captagdo, 51,7% do armazenamento e 33% do sistema de
distribuicdo. Hande er al (2006), em um estudo sazonal em 11 reservatorios de agua
utilizados para consumo humano, na india, identificaram a presenca de Aeromonas spp.
em 54,5% dos reservatdrios sendo que 36,6% demonstraram consisténcia em todos os
periodos analisados. A andlise de 4gua de abastecimento e escoamento de abatedouros
de bovinos em Porto Alegre (RS) permitiu constatar a presenga de Aeromonas spp. em
21,4% das amostras, sugerindo como fonte de contaminacdo a agua de abastecimento
(Bizani & Brandelli, 2001).

Bactérias do género Aeromonas também sdo frequentes em peixes, anfibios,
répteis, aves, frutos do mar, fezes de animais podendo ser encontradas, inclusive em

fezes humanas (Koneman et al., 2001; Zanella, 2002; Bernardes et al., 2003; Abbott et
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al., 2003; Figueras, 2005). Lucena (2007), avaliando carcacas suinas, observou uma
elevada incidéncia de bactérias do género Aeromonas. As espécies mais prevalentes
encontradas nestas carcagas foram A. media (35,7%), seguida por A. hydrophila (26,2%)
e A. caviae (21,4%). Cabe ressaltar que neste mesmo estudo, a avaliagdo de fatores de
viruléncia permitiu constatar que a maioria dos isolados apresentou mais de um fator de
viruléncia, evidenciando assim seu potencial patogénico.

Na Turquia, estudos reportaram a presencas de diferentes espécies de
Aeromonas spp. no conteudo gastrointestinal de animais saudaveis, entre eles, ovelhas,
gado, e cavalos, a uma frequéncia variando entre 5 a 10% (Ceylan et al. 2009). Em
outro estudo conduzido por Ghenghesh et al. (1999), analisando cdes e gatos
domésticos, foi possivel isolar Aeromonas spp. em 10,8% dos caes e 6,7% dos gatos
avaliados.

As Aeromonas spp. também sdo encontradas em um grande numero de
alimentos frescos tanto de origem animal quanto vegetal, além de alimentos
processados, inclusive aqueles refrigerados (Buchanan & Palumbo, 1985; Saad ef al.,
1995; Handfield et al., 1996; Altwegg, 1999; Albert et al., 2000; Figueras, 2005). Costa
& Rossi Junior (2002), avaliaram 200 amostras de diferentes produtos e locais do
fluxograma de abate de frangos e isolaram Aeromonas spp. em 36% das amostras de
penas, 56% das amostras de fezes, 72% de carcagas evisceradas, ndo evisceradas, €
resfriadas, e 80% em de 4agua de pré-resfriamento. Neste trabalho, ndo foram isoladas
Aeromonas spp. na agua de abastecimento da industria e da agua do tanque de
escaldagem, indicando que estas bactérias estavam vinculadas aos proprios animais.

Em peixes, Castro-Escarpulli er al. (2003) evidenciaram a presenga de
Aeromonas spp. em 32,8% das 250 amostras de peixes congelados de agua doce,

comercializados no México. A caracterizacdo bioquimica dos isolados identificou as
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espécies A. salmonicida (35,36%), A. hydrophila (20,73%), A. caviae (17,07%), A.
veronii biovar. sobria (13,42%) e A. eucrenophila (13,42%). Por outro lado, um estudo
realizado na Turquia, Aeromonas spp. foram isoladas de apenas 15,8% dos salmdes
retirados do Mar Negro (Dugenci & Candan, 2003). As andlises de mexilhdes
comercializados no Rio de Janeiro mostraram a presenca de Aeromonas spp. em 86%
das amostras, sendo A. media a espécie mais frequente (Pereira et al., 2004). Na
Espanha, Mifana-Galbis (2002) encontraram 45,5% de A. caviae em amostras de
moluscos bivalves.

De um modo geral, bactérias do género Aeromonas apresentam uma ampla
distribuicdo no ambiente. A Tabela 2 relaciona de uma forma simplificada a distribui¢ao

das espécies de Aeromonas em relagdo as fontes ambientais avaliadas.

Tabela 2. Distribui¢do relativa de espécies de Aeromonas no ambiente.

Presenga de espécies *

Espécies Vertebrados Invertebrados Agua

Primatas Outros Moluscos® Artropodes® Outros® | Fresca Salina® Alimentof

A. allosaccharophila + + — — — — _ _
A. aquariorum — + — — — + _ _
A. bestiarum + + + — — ++ — —
A. bivalvium — - + — - — — —
A. caviae +H+ ++ —t — ++ +++
A. encheleia — 4+ ++ — — + — —
A. eucrenophila + + + — — 4 _ _
A. hydrophila - + + + | A ++
A. jandaei + ++ + — — + — _
A.media + — ++ — — + — —
A. molluscorum — — + — - — — _
A. popolffii + — — — — + — _
A. salmonicida + 44+ — — — 4 — _
A. schubertii + + — — — — _ +
A. simiae + — — — — — _ _
A. sobria - ++ — — — 4 — _
A. tecta + + — — — — — _
A. trota + — — — — — _ +
A. veronii +++ ++ - + ++ + ++ ++

*-) Nenhum reporte; (£) reporte raro; (+) reporte incomum; (++) reporte comum; (+++) reporte
frequente. ° Incluindo bivalves e caracois; © Insetos e aracnideos; ¢ Incluindo sanguessugas; © Estuarios; '
Excluindo peixes, mariscos e crustaceos.
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Esta ampla distribuicdo deve-se a sua capacidade de utilizagdo de distintos
substratos e tolerancia a condigdes de estresse. As Aeromonas spp. apresentam
capacidade de crescimento em uma ampla escala de condigdes ambientais como:
valores de pH variando entre 4,0 ¢ 10,0, concentragdes salinas de até 6,5% (p/v) e
temperatura de crescimento entre 4°C e 42°C, com 6timo entre 28 e 37°C (Delamare et

al., 2000; Garrit et al., 2001; Zucolotto et al., 2006).

Cabe ressaltar que as variaveis que determinam a distribuicdo e a incidéncia de
diferentes espécies de Aeromonas isoladas de aguas, alimentos ou mesmo isolados
clinicos, assim como suas propriedades de viruléncia associadas, podem ser alteradas de
acordo com a regido geografica, tornando-se necessario uma avaliacdo cautelosa a

respeito das caracteristicas deste género (Bizani & Brandelli, 2001).

3.3 Aspectos clinicos associados ao género Aeromonas

Sao poucas as bactérias Gram-negativas capazes de concorrer com as espécies
que constituem o género Aeromonas em relagdo ao escopo e amplitude de infeccdes
humanas que possam causar. As bactérias deste género sdo responsaveis por causar
infeccOes intestinais e extra intestinais, que vao desde gastrenterites agudas, até
condigdes mais preocupantes como septicemia, fasciite necrotica e mionecrose (Janda &

Abbott, 1996).

De acordo com a frequéncia observada, as infec¢des clinicas causadas por
Aeromonas spp. sao classificadas em quatro principais categorias; (i) sindromes do trato
gastrointestinal; (ii) infecgdes em feridas ou tecidos moles; (ii1) discrasias transmitidas
pelo sangue, e (iv) todo o restante de infecgdes menos frequentes, provenientes de
alimentos contaminados (Janda & Abbott, 2010). Os dados disponiveis sugerem que a

maioria dos isolados de Aeromonas spp. mesofilicas sdo adquiridos mediante
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consumo/contato com agua contaminada ou através da ingestdo de alimentos que sdo
naturalmente expostos a estas bactérias através de processos de irrigagdo ou outras
operagdes envolvendo a sua manipulacdo. Em adicdo a estes produtos alimenticios,
moluscos bivalves, tais como ostras e mexilhdoes sdo comumente encontrados em
ambientes estuarinos coexistindo com estes microrganismos, onde através do seu
processo de alimentacdo e consequente filtragem da dgua, acabam por concentrar estas

bactérias em seu corpo.

Outro risco de infec¢do por Aeromonas spp. decorre de eventos com origem
zoondtica. Acidentes envolvendo mordidas de répteis apresentam um longo historico de
associacdo com infecgdes secundarias causadas por Aeromonas spp. , no entanto, casos
de infec¢des provenientes de acidentes com animais menos comuns, COmo ursos, tem

sido reportados com maior frequéncia (Angel et al., 2002; Kunimoto et al., 2004).

Embora o trato gastrointestinal seja o local mais comum do qual Aeromonas spp.
sdo isoladas, o seu papel etiologico como agente causador de diarreia ¢ um tanto
problematica (Janda & Abbott, 2006). A falta de evidencias definitivas da associac¢do de
Aeromonas spp. como um agente etioldgico causador de diarreia pode estar associado
ao fato de que os casos de diarreia associados a esta bactéria ocorrem em surtos, 0s

quais, na maioria das vezes nao sao notificados (Joseph & Carnahan, 2000).

Outro fato que torna problemaética a associagdo desta bactéria com infecgdes
gastrointestinais estd relacionado ao método postulado por Henle-Koch, no qual ainda
nao existe um modelo animal confiavel para a aplicabilidade e consequente confirmacao
aplicavel a Aeromonas spp. (Kelleher & Kirov, 2000). No entanto, as evidencias que
suportam Aeromonas spp. como patdgenos intestinais decorrem de relatos de casos e
investigacdes epidemiologicas de casos controlados (Figueras, et al., 2000; Figueras,
2005).
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A mais séria complicacdo gastrointestinal potencialmente resultante de infecgdes
causadas por Aeromonas spp. ¢ a sindrome turico-hemolitica (HUS). Embora este
quadro clinico possa ser apontado por alguns autores como incerto, o simples fato de
isolar Aeromonas spp. verocitotoxigenicas de criangas ou adultos com HUS nao implica
em mera casualidade, uma vez que a maioria das linhagens de Aeromonas spp.
hemoliticas produz uma citolisina com atividade sobre muitas células eucarioticas,

inclusive células VERO (Handfield, 1996; Fang et al., 1999; Janda & Abbott, 2010).

Outra infec¢do invasiva associada ao género Aeromonas é a septicemia. Trés
espécies (A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar. sobria) sao responsaveis por mais
de 95% das septicemias causadas por bactérias deste género (Janda er al.,1994). No
entanto, outras espécies foram documentadas como agentes causadores deste tipo de
infeccdo, dentre elas, A. jandaei, A. veronii biovar. veronii e A. schubertii (Hickman-
Brenner er al., 1988; Janda et al. 1994; Mencacci et al., 2003). Um fato a ndo ser
negligenciado consiste em considerar que septicemias causadas por Aeromonas sao
mais frequentes em pessoas imunocomprometidas atingindo indices de infecgdo

superiores a 80%, nestes casos.

Infecgdes associadas a Aeromonas spp. também s3ao comuns, porém menos
frequentes, em eventos traumaticos. A infec¢@o por bactérias deste género, nestes casos,
pode levar a necessidade de amputacdes de membros € em casos mais graves a morte

por septicemia (Voss et al., 1992; Adamski et al., 2006; Monaghan et al., 2008).

De um modo geral, bactérias do género Aeromonas podem estar associadas
ainda a infecgdes de pele e tecidos mole (SSTIs). Este tipo de infeccdo apresenta um
variado grau de complexidade, apresentando sintomas tais como, lesdes postulares, e
em casos mais graves, fasciite necrotizante podendo evoluir para mionecrose (Janda &
Abbott, 2010). Hiransuthikul et al., (2005) constataram que Aeromonas spp. foi o
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patégeno mais comumente identificado, contabilizando 22,6% de todos os isolados
identificados em 396 pessoas com infec¢des de pele e tecidos mole ocorrido apds um

tsunami na Tailandia.

Infec¢des intra-abdominais também sdo um problema sério causado por
Aeromonas spp.. Dentre estas infeccdes destacam-se as peritonites, infecg¢des
hepatobiliares e infecgdes relacionadas ao sistema pancredtico (Clark & Chenoweth,
2003; Huang et al., 2006; De Gascun et al., 2007). As infec¢des peritonicas causadas
por Aeromonas pedem ser de ordem primaria ou secundaria. As peritonites primarias
sdo mais frequentes em pessoas com alguma doenca no figado acompanhada de
bacteremia, enquanto que peritonites secundarias podem ocorrer em virtude de
infecgdes ocasionadas por Aeromonas juntamente a outras bactérias, entre elas, E. coli e
K. peneumonie (Huang et al., 2006). As espécies mais comumente associadas a este tipo

de infecgdo sdo A. hydrophila e A. veronii biovar. sobria.

As aeromonas também podem ser encontradas em secregdes provenientes do
trato respiratério indicando sua capacidade de causar complicagdes das vias aéreas. A
mais frequente complicagdo respiratoria associada a bactérias do género Aeromonas ¢ a
pneumonia. As pneumonias associadas a Aeromonas spp. estdo relacionadas
principalmente a eventos de quase afogamento e ingestdo involuntaria de grande
quantidade de dgua contaminada (Miyake et al., 2000; Bossi-Kiipfer et al., 2007). No
entanto, pacientes internados por longos periodos de tempo, com imunidade
comprometida, ou mesmo aqueles acometidos por outras doengas, podem desenvolver

este tipo de infec¢ao (Murata et al., 2001).

Ocasionalmente, Aeromonas spp. podem causar infeccdes urogenitais, porém,
este tipo de infeccdo € pouco comum e os relatos referentes a estes casos indicam as
espécies A. veronii biovar. sobria, A. caviae € A. popoffii como os principais agentes
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causais (Hsueh et al., 1998; Hua et al., 2004; Al-Benwan, et al., 2007).

Além destas infec¢des, diferentes espécies de Aeromonas podem causar doengas
oculares que variam de endoftalmites até queratites e ulceracdes coérneas, sendo A.
hydrophila, A. caviae e A. sobria, as principais espécies relacionadas a este tipo de

infeccdo (Puri, et al., 2003; Pinna et al., 2004; Khan et al, 2007; Sohn et al., 2007).

O grande nimero de potenciais infec¢des causadas por bactérias do gé€nero
Aeromonas ocorrem em virtude de sua elevada gama de fatores de patogenicidade, os

quais podem explicar o papel destes microrganismos em distintas infecgoes.

3.4 Fatores de patogenicidade associados ao género Aeromonas.

De uma forma simples, patogenicidade pode ser definida como a capacidade de
um microrganismo causar doengas em um hospedeiro em particular. No entanto, a
viruléncia pode ser definida como a habilidade de uma linhagem em particular causar

doengas em uma determinada situagdo (Casadevall & Pirofski, 1999).

Os mecanismos de patogenicidade das aeromonas sdo considerados
multifatoriais. Algumas linhagens de Aeromonas spp. possuem uma ampla gama de
fatores de viruléncia e alta capacidade invasiva, sendo estes fatores mais frequentes em
amostras clinicas do que em amostras ambientais (Marian, 1990; Chacon et al., 2003;
Tequianes-Bravo et al., 2005; Janda & Abbott, 2010; Tomas, 2012). Dentre os
principais fatores de viruléncia associados a Aeromonas spp., estdo: diferentes formas
de fimbria/pili, capsulas, lipopolissacarideos (LPS), toxinas e enterotoxinas
(hemoliticas, citotonicas e citotoxicas), proteases, nucleases, lipases e outras proteinas
com papel patogénico ainda pouco definido (Martins et al., 2002; Yu et al., 2005;
Seshadri et al., 2006; Jangid, et al., 2007), além da capacidade de formagdo de biofilme

(Erova et al., 2006).
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A fimbria/pili consiste em estruturas em forma de filamento, com capacidade
adesiva localizada na superficie da bactéria. Apresentam fungdes relacionadas a ligagdo
a fagos, transferéncia de DNA, formagdo de biofilme, agregacdo celular, invasdo em
células hospedeiras e mobilidade. Em Aeromonas dois distintos tipos de fimbria/pili
foram descritos, sendo caracterizados morfologicamente como curtos e rigidos (S/R) e

longos e ondulados (L/W) (Tomas, 2012).

Fimbria/pili do tipo S/R sdo encontradas em grande numero, com tamanho
variando entre 0,6 a 2 um, com epitopos comuns nas diferentes espécies analisadas.
Este tipo de fimbria/pili é capaz de causar auto-agregagdo, mas nio ¢ capaz de causar
hemaglutinagdo ou adesdo a células do epitélio intestinal. Em alguns isolados clinicos,
estes tipos de fimbria/pili podem ser induzidos por condi¢cdes ambientais (temperatura <
22°C, em meio liquido). Ja as fimbria/pili do tipo L/W, sdo longas, flexiveis e finas (4-7
nm) e apresentam capacidade de hemaglutinacdo. Este tipo particular de fimbria/pili,
corresponde a classe de pili tipo IV (Pepe et al. 1996), e é considerado uma importante
estrutura de adesdo a células epiteliais, estando envolvido na formagdo de biofilme e
mobilidade celular. Dois diferentes fimbria/pili correspondentes a classe IV sao
descritos em Aeromonas e estdo associados a gastroenterites, sendo eles, o bundle-
forming pili (Bfp), envolvido na adesdo de células intestinais e exibindo homologia na
sequéncia N-terminal com pili manose-sensivel de V. cholerae, e o pili (Tap), exibindo
alta homologia com o pili tipo IV de Pseudomonas spp. € espécies patogénicas de

Neisseria spp. (Tomas, 2012).

A capsula corresponde a uma estrutura de polissacarideos altamente hidrofilica
que recobre a membrana externa da célula bacteriana. Esta estrutura foi descrita como
um dos mais importantes fatores de viruléncia em muitas bactérias patogénicas, atuando

como uma barreira a entrada de toxinas ou antimicrobianos hidrofobicos (Merino &

17



Revisdo Bibliogrdfica

Tomas, 2010). No entanto, a producdo desta capsula em Aeromonas ¢ modulada por
condi¢des ambientais, principalmente, relacionadas as condi¢des de crescimento destes
organismos. A. salmonicida ¢ capaz de formar a capsula in vivo e em meio TSA (Tryptic
Soy Agar), mas sua formacdo nao foi detectada em meio TSB (Tryptic Soy Broth). Ja
algumas linhagens de A. hydrophila e A. veronii biovar. sobria sdo capazes de formar
capsulas apenas quando crescidas em meio de cultivo rico em glicose (Martinez et al.,

1995).

Os LPS consistem em glicoconjugados de superficie, formados por um lipidio A,
um oligossacarideo central ¢ um polissacarideo O-especifico ou antigeno-O, com
funcdo protetora contra a resposta imune por parte do hospedeiro (Whitfield & Valvano,
1993). Estudos caracterizando a composi¢do dos LPS e sua relagdo com a viruléncia
foram realizados, principalmente, em A. salmonicida, A. hydrophila ¢ A. caviae,
indicando uma elevada complexidade estrutural, caracteristica de bactérias com
importante relevancia clinica (Dooley et al., 1985; Wang et al., 2006; Wang et al.,
2008).

Bactérias do género Aeromonas sdo, reconhecidamente, produtoras de uma
grande variedade de exotoxinas. No entanto, apenas algumas linhagens sdo capazes de
sintetizar tais toxinas € mesmo assim, apenas sob certas condi¢des de crescimento. Dois
tipos de enterotoxinas sdo descritos em Aeromonas, sendo estas consideradas
citotoxicas ou citotonicas (Tomads, 2010). Estudos realizados por Albert et al. (2000)
identificaram trés genes correspondentes a enterotoxinas: act, que codifica uma
enterotoxina citotoxica (Act), e os genes alt e ast, responsaveis por duas enterotoxinas

citotonicas (Alt e Ast).

Act é uma enterotoxina que possui atividade hemolitica, citotoxica e

enterotoxica (Asao, et al., 1984; Chopra & Houston, 1999). Em A. hydrophila, Act
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desempenha um importante papel em infec¢des, induzindo o inicio da sinalizagdo em
células eucaridticas, a qual leva a produ¢do de mediadores de inflamagdo em
macrofagos e em células do epitélio humano, contribuindo para a ocorréncia de
apoptose (Howard & Buckley, 1986; Ferguson et al. 1997; Xu et al. 1998; Galindo et
al. 2006). Ja, as duas enterotoxinas citotonicas produzidas por Aeromonas, apresentam
diferente massa molecular e uma variada reatividade a anticorpos antitoxina colérica.
Estas enterotoxinas citotonicas sdo divididas em enterotoxinas termossensiveis sem
reatividade cruzada com anticorpos antitoxina colérica, codificadas pelo gene Alt, e
enterotoxinas termoestaveis com reatividade cruzada com anticorpos antitoxina

colérica, codificadas pelo gene Ast (Chopra & Houston, 1999).

Além das enterotoxinas hemoliticas citotoxicas, algumas linhagens de
Aeromonas spp. produzem ainda outras duas classes de hemolisinas sem propriedade
enterotoxica, sendo descritas como a-hemolisinas e B-hemolisinas (Thelestam &

Ljungh, 1981).

De um modo geral, Aeromonas spp. sdo capazes de secretar uma grande
variedade de enzimas extracelulares as quais desempenham um papel vital na ecologia,
sobrevivéncia e patogenicidade destes organismos. Algumas das enzimas mais comuns,
secretadas por Aeromonas spp. , sdo as lipases. As lipases sdo enzimas que catalisam a
hidrélise de triacilglicerol a acidos graxos livres e glicerol. O interesse por estas
enzimas tem aumentado devido ao seu papel como importante fator de viruléncia, ja que
estas sdo capazes de interagir com os leucocitos humanos e afetar varias fun¢des do

sistema imune através da liberagdo de acidos graxos (Chuang et al., 1997).

A principal lipase extracelular (Lip) de A. hydrophila, codificada pelo gene lipA,
apresenta massa molecular de 80 kDa e possui capacidade de hidrdlisar ésteres para
triacilglicerdis (Chuang et al., 1997). No estudo realizado por Chacon et al. (2003) foi
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possivel observar uma elevada prevaléncia do gene lipA (94,5%) em um total de 234
isolados de Aeromonas spp. analisados através da técnica da PCR. Em outro estudo,
Chacén et al. (2003), constataram que 100% dos isolados de Aeromonas spp.
analisados, apresentaram atividade lipolitica quando plaqueados em meio agar LB
(Luria Bertani) suplementado com 0,5% de tributirina. De certa forma, estes resultados
tém apontando como possibilidade, a utilizagdo deste gene na identificacdo rapida de
espécies do género, no entanto, sua eficacia discriminatoria a nivel especifico necessita
de mais estudos.

Além da proteina Lip, as aeromonas sdo capazes de produzir outra lipase
extracelular, codificada pelo gene lipH3. Esta é capaz de degradar derivados do p-
nitrofenil, bem como triacilglicerois de C4 a Cs (Chuang et al., 1997). Outras duas
enzimas com atividade fosfolipidica, foram caracterizadas em Aeromonas: a fosfolipase
C (codificada pelo gene apl-1) e a fosfolipase Al (codificada pelo gene pla) (Watanabe
etal.,2004).

Outro grupo de enzimas extracelulares apontadas como importante fator de
viruléncia, s3o as proteases. Estudos indicam que proteases extracelulares produzidas
por este microrganismo, desempenham um importante papel inicial na invasdo e no
estabelecimento desta bactéria em infecgdes (Leung & Stevenson, 1988). Além disso,
algumas destas enzimas desempenham um papel fundamental na ativagdo de outros
fatores de viruléncia, dentre eles a hemolisina (Howard & Buckley, 1985). Dois
distintos tipos de proteases, uma metaloprotease termoestavel e uma serino-protease
termossensivel, foram identificadas em varios isolados de A. hydrophila assim como, de
outras espécies do género (Nieto & Ellis 1986; Leung & Stenvenson, 1988).

Um grande numero de proteases extracelulares foi identificado em diferentes

espécies de Aeromonas. Esteve & Birbeck (2004), identificaram uma serino-protease de
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aproximadamente 68 KDa ativa contra caseina e distintas bandas (60, 44 e 31 KDa)
representando metaloproteases termoestaveis com atividade sobre caseina e elastina,
identificadas em uma linhagem de A. hydrophila. Ja Loewy et al (1993), identificaram
uma zinco-metaloprotease de 19 KDa em uma outra linhagem de A. hydrophila isolada
do intestino de Hirudo medicinalis.

Outras duas proteases de mesma massa molecular (19 KDa) foram
caracterizadas, correspondendo a uma Zn/Fe-metaloprotease termoestavel, identificada
na linhagem Ae6 de A. caviae, ¢ uma metaloprotease (AsaPl) identificada em A.
salmonicida subsp. achromogenes (Nakasone et al., 2004 Arnadottir et al., 2009). Neste
sentido uma protease caracterizada como serino protease, com massa molecular de 22
KDa, termoestavel foi identificada na linhagem B32 de A. hydrophila (Rodriguez et al,
1992).

Por fim um trabalho avaliando a diversidade de proteases extracelulares de
Aeromonas permitiu a identificagdo de conjunto de metalo e serino-proteases com
atividades sobre caseina e gelatina com massas moleculares aparentes variando entre 22
a 93 KDa, com elevada diversidade entre os isolados das diversas espécies de
Aeromonas avaliadas (Zacaria, et al. 2010). Outro resultado importante observado foi
que isolados de Aeromonas apresentaram variagdo quanto ao perfil de bandas com
atividade proteolitica sobre gelatina, caseina, ovoalbumina, soro-albumina bovina,
colageno, fibrinogénio, elastina e y-globulina, evidenciando sua elevada capacidade em
degradar estes substratos. Dentre as proteases extracelulares de Aeromonas, a serino
protease de 56 KDa e uma protease de 22 KDa exibiram atividades sobre a maior parte
dos substratos (Zacaria, 2009).

Alguns isolados de A. hydrophila apresentam uma elastase de aproximadamente

38 KDa com atividade sobre caseina e elastina, € com elevada similaridade com
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metaloproteases produzidas por outros microrganismos, especialmente, com a elastase
de Pseudomonas aeruginosa (52% -identidade), zinco-metaloprotease de Helicobacter
pylori (61% -identidade), e proteases de algumas espécies de Vibrio (52 a 53% -
identidade) (Cascon et al., 2000).

Outro conjunto de enzimas extracelulares produzidas por Aeromonas sao as
nucleases. Embora estas enzimas possam desempenhar um importante papel nutricional,
em alguns casos sdo consideradas fatores de patogenicidade. Em Aeromonas um
pequeno numero de trabalhos foram realizados objetivando a caracterizacdo destas
enzimas. Os estudos de nucleases até o momento limitam-se apenas a trés linhagens de
A. hydrophila e uma de A. salmonicida, nao existindo até o presente um levantamento
amplo destas enzimas no género ou mesmo estudos que comprovem de forma definitiva

seu papel em termos nutricionais ou relativo a eventos envolvendo patogenicidade.

3.5 Nucleases

Todos os organismos apresentam um conjunto de enzimas denominadas
nucleases, capazes de interagir com d4cidos nucléicos e hidrolisar suas ligagdes
fosfodiéster. De um modo geral, as nucleases sdo definidas como enzimas que catalisam
a hidrolise de ligacdes fosfodiéster em locais especificos ou aleatoriamente ao longo de
uma molécula de DNA ou RNA (Zhang & Song, 2008).

As nucleases sdo enzimas que participam de processos metabolicos relacionados
a replicacdo, recombinacdo e reparo do DNA. Algumas nucleases desempenham
alteracdes estruturais em 4acidos nucleicos, como por exemplo; topoisomerizagdo,
recombinagdo sitio especifica, processamento e maturacio de RNA, bem como a
forma¢ao de RNAs de interferéncia (RNAi) (Yang, 2011).

Como os acidos nucléicos sdo compostos ricos em carbono, fosforo e nitrogénio,

postula-se que as nucleases desempenham um importante papel nutricional em muitos
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microrganismos, tais como, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Shewanella
oneidensis, entre outros (Palchevsky & Finkel, 2009; Mulcahy et al., 2010; Heun et al.,
2012).

Por outro lado, a habilidade das nucleases reconhecerem diferentes estruturas no
DNA e no RNA, faz destas enzimas importantes ferramentas analiticas empregadas na
caracterizacdo da estrutura de acidos nucléicos, mapeamento de mutagdes e estudo de
interagdes do DNA ou RNA com uma grande variedade de agentes intercalantes
(Kacian & Spiegelman, 1974; Legerski et al., 1978; Fox & Waring,1987; Przykorska et
al., 1989).

A classificacdo das nucleases ¢ complexa. Ao longo do tempo, diferentes
modelos de classificagdo foram propostos na tentativa de agrupa-las (Kunitz, 1950;
Laskowiski, 1967), no entanto, com a descoberta de novas nucleases, estes modelos de
classificagdo tornaram-se inadequados.

Em virtude da dificuldade de classificagdo das nucleases, Bernard (1969) e
Laskowiski (1985) sugeriram um modelo baseado na: (i) natureza do substrato
hidrolisado (DNA, RNA); (ii) tipo de agdo sobre os polinucleotideos (exonucleases ou
endonucleases); (iii) natureza dos produtos hidrolisados formados (mono ou
oligonucleotideos com terminag¢des 3’- ou 5’- fosfatadas); e (iv) natureza da ponte
hidrolisada. Este conjunto de critérios elimina muitos dos problemas na classificagdao
das nucleases, possibilitando acomodar enzimas com propriedades distintas dentro de
um mesmo grupo (Mishra, 2002). Entretanto, este modelo de classificagdo ndo
diferencia nucleases que clivam acidos nucléicos com fita simples ou acidos nucléicos
constituidos por fita dupla.

De um modo geral, as nucleases podem ainda ser divididas em dois grupos: (i)

nucleases agucar especifico (desoxiribonucleases e ribonucleases) e (ii) nucleases
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acucar ndo-especifico (Mishra, 2002).

Atualmente as nucleases, de acordo com o Comité de Nomenclatura da Unido

Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular, sdo enzimas pertencentes a classe 3,

das hidrolases e a subclasse 3.1, representadas por enzimas que atuam sobre pontes de

ésteres, constituindo assim a grande familia EC 3.1. Detalhes relacionados aos tipos de

nucleases e sua classificagdo sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Nucleases e sua numeracdao de acordo com o Comité de Nomenclatura da
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular.

Grupos de Nucleases Tipos de Nuclease ECn’
Exodesoxiribonuclease com fosfomonoesteres -5’ Exodesoxiribonuclease I 3.1.11.1
Exodesoxiribonuclease 111 3.1.11.2
Exodesoxiribonuclease (induzida por Fagol) 3.1.11.3
Exodesoxiribonuclease (induzida por Fago SP3) 3.1.11.4
Exodesoxiribonuclease V 3.1.11.5
Exodesoxiribonuclease VII 3.1.11.6
Exoribonucleases com fosfomonoesteres -5’ Exoribonuclease I1 3.1.13.1
Exoribonuclease H 3.1.13.2
Oligonucleotidase 3.1.13.3
Ribonuclease poli (A) especifica 3.1.13.4
Ribonuclease D 3.1.13.5
Exonuclease ativa contra DNA/RNA com Exonuclease venom 3.1.15.1
fosfomonoesteres -5’
Exonuclease ativa contra DNA/RNA com Exonuclease spleen 3.1.16.1
fosfomonoesteres -3’
Endodesoxiribonuclease com fosfomonoesteres -5°  Desoxiribonuclease I 3.1.21.1
Desoxiribonuclease 1V (induzida por Fago T,) 3.1.21.2
Desoxiribonuclease I tipo - especifica 3.1.21.3
Desoxiribonuclease II tipo - especifica 3.1.21.4
Desoxiribonuclease II1 tipo - especifica 3.1.21.5
Endodesoxiribonuclease CC 3.1.21.6
Desoxiribonuclease V 3.1.21.7
Endodesoxiribonuclease com fosfomonoesteres -3’ Desoxiribonuclease 11 3.1.22.1
Aspergillus Desoxiribonuclease K; 3.1.22.2
Endodesoxiribonuclease crossover 3.1.224
Desoxiribonuclease X 3.1.22.5
Sitio-especifica Endodesoxiribonuclease especifica Desoxiribonuclease (dimeros de pirimidina) 3.1.25.1
para bases alteradas
Endoribonuclease com fosfomonoesteres -5’ Physarum palycephalum ribonuclease 3.1.26.1
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Ribonuclease alfa 3.1.26.2
Ribonuclease 111 3.1.26.3
Ribonuclease H 3.1.26.4
Ribonuclease P 3.1.26.5
Ribonuclease IV 3.1.26.6
Ribonuclease P4 3.1.26.7
Ribonuclease M5 3.1.26.8
Ribonuclease (poli-U especifica) 3.1.26.9
Ribonuclease IX 3.1.26.10
tRNase Z 3.1.26.11
Ribonuclease E 3.1.26.12
Retroviral ribonuclease H 3.1.26.13
Endoribonuclease com fosfomonoesteres -3’ Ribonuclease T, 3.1.27.1
Bacillus subtilis ribonuclease 3.1.27.2
Ribonuclease T, 3.1.27.3
Ribonuclease U, 3.1.274
Ribonuclease pancredtica 3.1.27.5
Enterobacter ribonuclease 3.1.27.6
Ribonuclease F 3.1.27.7
Ribonuclease V 3.1.27.8
tRNA intro-endonuclease 3.1.27.9
rRNA endonuclease 3.1.27.10
Endodesoxiribonuclease ativa contra DNA/RNA  Aspergillus nuclease S, 3.1.30.1
com fosfomonoesteres -5’ Serratia marcescens nuclease 3.1.30.2
Endodesoxiribonuclease ativa contra DNA/RNA  Micrococcal nuclease 3.1.31.1

com fosfomonoesteres -3’

Conforme pode ser observado na Tabela 3, as nucleases constituem um grupo de

enzimas bastante heterogéneo e foram isoladas de uma grande variedade de organismos,

incluindo microrganismos, plantas e animais (Desai & Shankar, 2003). Muitas destas

enzimas sdo intracelulares, entretanto, grande parte das nucleases microbianas encontra-

se no espago periplasmatico ou sdo secretadas para o meio extracelular, sendo descritas

como nucleases extracelulares.

3.5.1 Nucleases microbianas

As nucleases microbianas desempenham um importante papel no metabolismo

de acidos nucléicos. Como mencionado anteriormente, estas enzimas atuam em uma
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série de processos biologicos, tais como, restricdo do DNA, replicagdo, reparo,
recombinacdo, transposi¢do, transcricdo e topoisomerizacao, reciclo de nucleotideos,
processamento de RNAs mediante splicing (eucariotos) e geracdo de RNAs de
interferéncia, os quais podem participar no controle da expressao génica (Mishra, 2002).
Além disso, as nucleases sdo apontadas como barreiras a entrada de DNA exo6geno
mediante transformagdo ou eletroporacdo, refletindo em problemas relacionados a
manipulac¢do genética em algumas bactérias (Marcus et al., 1990; Focareta & Manning,
1991). As nucleases sdo enzimas que podem atuar como componentes essenciais nos
mecanismos de defesa microbianos (Yang, 2011). Outra consequéncia da presenga de
nucleases consiste na dificuldade de isolamento de DNA gendmico ou plasmidial
intacto (Moulard et al., 1993), ou ainda na degradagdo de produtos de PCR obtidos
através de amplificagdes do DNA proveniente de células lisadas (Gibson & McKee,
1993, Nakajima et al., 1994). Em alguns microrganismos, estas enzimas s30
reconhecidas como fatores de viruléncia ou como enzimas que participam no
desenvolvimento de infec¢do no hospedeiro (Sumby et al., 2004; Nam & Joh, 2007,
Bernds et al. 2010).

Nucleases extracelulares foram evidenciadas em uma grande variedade de
microrganismos, entre eles, Serratia marcescens (Ball et al., 1987, Benedik & Strych,
1998), Alteromonas espejiana (Lau & Gray, 1979; Gray et al., 1981), Staphylococcus
aureus (Brakstad et al., 1992), Bacillus subtilis (Kanamori et al., 1973), Vibrio sp.
(Maeda & Taga, 1976), Vibrio cholerae (Blokesch & Schoolnik, 2008), Lysobacter
enzymogens (von Tigerstrom, 1980), Pseudomonas sp. (Sadovski & Levin, 1969; Gray
et al.,1975), Proteus mirabilis (Salikhova et al., 2001), Saccharomyces cerevisiae
(Chow & Resnick, 1987), Anabaena sp. PCC 7120 (Muro-Pastor et al., 1992),

Syncephalastrum racemosum (Chen et al., 1993), Erwinia chrysanthemi (Moulard et al.,
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1993), Escherichia coli (Jekel & Wackernagel, 1995), Cunninghamella echibulata (Ho
et al., 1998), Streptomyces antibioticus (Nicieza et al., 1999), Rhizopus stolonifer
(Rangarajan & Shankar, 1999) Basidiobolus haptosporus (Desai & Shankar, 2007),
Thermus thermophilus HB8 (Takahashi & Uchida, 1978), Lactobacillus sp. (Miller et
al., 1971) e Aeromonas hydrophila (Dodd & Pemberton, 1996), entre outros.

Apesar de nucleases extracelulares terem sido evidenciadas em muitas bactérias,
poucos genes que codificam estas enzimas foram clonados e caracterizados. Para
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, estudos caracterizando de forma detalhada
algumas nucleases extracelulares foram realizados com genes clonados a partir S.
marcescens, V. cholerae, Vibrio vulnificus, Mesorhizobium loti, Prevotella bryantii e S.
aureus, (Kovacevik et al., 1985; Ball et al., 1987; Focareta & Manning, 1987; Wu et
al., 2001; Pimkin et al., 2006; Accetto & Avgustin, 2007 ).

Em §. marcescens, uma nuclease extracelular com aproximadamente 26 KDa e
codificada pelo gene nucA, foi descrita (Benedik & Strych, 1998). Esta enzima foi
caracterizada como uma hidrolase agucar nao-especifico capaz de clivar, tanto DNA
quanto RNA, sob a forma de fita simples ou dupla. Além disso, esta nuclease requer
cations divalentes, preferencialmente, Mg, é ativa em pH variando entre 6 e 10 (6timo
8 a 8,5) e apresenta temperatura 6tima de agao entre 35 e 44°C (Eaves & Jeffries, 1963;
Nestle & Roberts, 1969). Essa nuclease extracelular apresenta um elevado grau de
homologia com algumas nucleases de eucariotos (Friedhoff ez al., 1994).

Ja em V. cholerae, duas nucleases extracelulares foram evidenciadas, sendo
denominadas Xds e Dns (Focareta & Manning, 1991). A nuclease extracelular Xds ¢
decodificada pelo gene xds, o qual produz um unico polipeptidio com tamanho
molecular de 100 KDa (Pukatzki er al, 2006), enquanto que a nuclease extracelular Dns

apresenta 24 KDa (Focareta & Manning, 1991). Altermark et al. (2006a) cristalizaram a
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Dns e avaliaram a sua estrutura designando-a como V. cholerae EndA. A comparagdo
de sua estrutura cristalizada permitiu evidenciar alta homologia com uma nuclease
periplasmatica denominada endonuclease I (Vvn) de V. vulnificus (Li et al., 2003).

A inativa¢do de ambos os genes xds e dns em Vibrio spp. , mostrou um aumento
na taxa de transformacao nestas bactérias, tornando evidente o seu papel na protecao
quanto a entrada de material genético exdgeno (Newland et al., 1985; Focareta &
Manning, 1991). Em V. vulnificus uma nuclease com aproximadamente 25 KDa foi
clonada e caracterizada. Esta nuclease ¢ codificada pelo gene vvn, o qual apresenta uma
ORF de 696 pb que codifica 232 aminoacidos, incluindo uma sequéncia de 18
aminoacidos correspondente ao peptideo sinal. Esta enzima apresenta capacidade de
degradar DNA e RNA e ¢ secretada para o espago periplasmatico tanto em V. vulnificus
quanto em E. coli recombinante. Como mencionado anteriormente, esta enzima
apresenta homologia com Dns de V. cholerae e da mesma forma, desempenha um papel
importante no controle da entrada de DNA exo6geno nesta bactéria (Wu et al. 2001).

Uma nuclease extracelular denominada M1 de Mesorhizobium loti foi clonada e
caracterizada. Esta nuclease apresenta homologia com a nuclease S1 de Aspergillus
oryzeae e demonstrou variadas atividades sobre RNA de fita simples, DNA de fita
simples e DNA de fita dupla. Sua atividade sobre DNA fita simples foi 25 vezes maior
em comparacao a atividade sobre DNA fita dupla, que por sua vez, foi trés vezes maior
em comparacao a atividade sobre RNA fita simples. A caracterizagdo bioquimica desta
nuclease suporta seu alinhamento de sequéncia, o qual revelou um minimo de 21
residuos de aminodcidos que sdo necessariamente conservados para sua classificagao
como uma hidrolase com a¢ao sobre pontes de ésteres (Pimkin et al., 2006).

Em Prevotella bryantii uma nuclease extracelular com aproximadamente 36

KDa foi clonada. Esta nuclease foi designada como nucB e apresenta atividade sobre
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DNA e RNA sendo caracterizada como uma endonuclease ndo-especifica. Esta enzima
requer MgCl,, CoCl, ou MnCl, para sua atividade sobre DNA e ¢ inibida por EDTA.
No entanto, sua atividade sobre RNA ndo requer MgCl, e ndo ¢ significativamente
inibida por EDTA (Accetto & Avgustin, 2007).

Nucleases extracelulares de S. aureus sdo enzimas muito bem estudadas tanto
fisica quanto bioquimicamente (Anfinsen et al, 1971). Essa bactéria secreta duas formas
de nucleases, a nuclease A, forma predominante, ¢ constituida por 149 aminoacidos e
apresenta 16,8 KDa, enquanto que a segunda forma da enzima, designada como
nuclease B, apresenta um tamanho molecular de 18,8 KDa em virtude de um
prolongamento constituido de 19 aminoacidos na por¢do amino-terminal da enzima
nuclease A, indicando ser um possivel precursor da mesma (Taniuchi ez al., 1967; Davis
et al., 1977). Embora a nuclease de S. aureus tenha sido clonada em E. coli, a produgdo
desta enzima neste hospedeiro foi baixa e aparentemente ndo foi processada com
eficiéncia. No entanto, quando clonada e expressa em B. subtilis, 80% do produto do
gene ativo foi secretado para o meio extracelular (Kovacevik et al., 1985).

Em Aeromonas, algumas nucleases, foram clonadas e expressas, no entanto,
estudos relacionados a caracterizagdo detalhada das nucleases extracelulares produzidas

por esta bactéria ainda s3o escassos.

3.5.2 Nucleases de Aeromonas spp.

As aeromonas s3o conhecidas pela sua capacidade de producao de uma gama de
enzimas e toxinas extracelulares, envolvidas na nutri¢do destas bactérias, e em alguns
casos, associadas a patogenicidade de algumas espécies. Entre as enzimas extracelulares
de Aeromonas destacam-se P-lactamases, lipases, hemolisinas, proteases, quitinases,
amilases e nucleases (Pemberton et al., 1997). Além do seu potencial papel nutricional,

as nucleases extracelulares foram apontadas como fatores de viruléncia (Focareta &
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Manning, 1987; Hsia et al., 2005).

Em Aeromonas spp. duas nucleases (DNases) extracelulares foram identificadas
sendo elas designadas como dns e nucH. A primeira corresponde a uma DNase
periplasmatica de baixo peso molecular (aprox. 25 KDa) denominada DnsH ou Dns,
com elevada similaridade de sequéncia de aminodcidos com a nuclease Vvn de V.
vulnificus (Wu et al., 2001) e as nucleases de S. marcescens, E. chrysanthemi ¢ E. coli
(Dodd & Pemberton, 1999).

Ao longo dos ultimos anos o numero de genomas completamente sequenciados
em Aeromonas spp. tem aumentado. O gene que codifica a enzima dns localiza-se na
posicdo 3534995-3535747 do genoma de A. hydrophila ATCC7966 (Seshadri et al.,
20006), 3828519-3829270 do genoma de A. hydrophila pc104A (Pridgeon et al., 2014),
3828560-3829311 do genoma de A. hydrophila AL09-71 (Pridgeon et al., 2014a),
761853-762502 do genoma de A. hydrophila YL17 (Lim & Chan, 2014), 1218784-
1219546 do genoma de A. hydrophila 4AK4 (Gao et al., 2013), 3829137-3829888 do
genoma de A. hydrophila ML09-119 (Tekedar er al., 2013), 3419978-3420635 do
genoma de A. veronii B565 (Li et al., 2011), 805517-806273 do genoma de A. media
WS (Chai et al., 2012), e 1239554-1240243, do genoma de A. salmonicida A449 (Reith
et al., 2008).

O gene dns de A. hydrophila CHC-1 foi clonado e expresso em E. coli
inicialmente por Chang et al. (1992). Em um trabalho posterior, Dodd & Pemberton
(1999) clonaram novamente o gene dns, no entanto, de outra linhagem de A. hydrophila
designada como JMP636. No trabalho realizado por Dodd & Pemberton (1999), foi
possivel identificar uma ORF de 711 nucleotideos ¢ uma proteina predita com 237
aminoacidos com massa molecular calculada de 27,4 KDa. A andlise comparativa das

duas enzimas clonadas permitiu identificar a presenca de sete aminoacidos a mais na
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dns de A. hydrophila IMP636 em comparacdo a dns clonada a partir de A. hydrophila
CHC-1. Além disso, a analise da predicao de peptideo sinal indicou a presenca de 27
aminoacidos na dns de A. hydrophila IMP636, o qual foi superior a aquele encontrado
em A. hydrophila CHC-1. Por outro lado, a andlise de predi¢cdo da proteina madura,
indicou um tamanho idéntico (210 aminodcidos), entre as duas linhagens avaliadas, com
uma similaridade de 92% e uma identidade de 89%.

Apesar disso uma divergéncia ¢ observada entre os dois trabalhos. Segundo
Dodd & Pemberton (1999), a dns de A. hydrophila IMP636 ¢é encontrada no periplasma
ou associada & membrana, mas ndo ¢ secretada por E. coli, enquanto que a dns clonada
por Chang et al. (1992) a partir da linhagem de A. hydrophila CHC-1 foi secretada de
forma eficiente para o meio extracelular por E. coli. Esta divergéncia foi atribuida a uma
possivel lise celular, reflexo das distintas linhagens de E. coli utilizadas nos dois
trabalhos. A atividade enzimatica da dns de A. hydrophila JMP636 foi descrita como
correspondendo a uma endonuclease capaz de atuar sobre DNA plasmidial, DNA fita
simples ¢ RNA (Dodd & Pemberton, 1999).

A segunda DNase extracelular descrita em aeromonas consiste em uma enzima
de aproximadamente 114 KDa, denominada nucH (Dodd & Pemberton, 1996). O gene
que codifica esta enzima apresenta aproximadamente 3.2 Kb, e estd localizado nas
posigdes 2398305-2401523 do genoma de A. hydrophila ATCC7966 (Seshadri et al.,
2006), 2695465-2698683 do genoma de A. hydrophila pc104A (Pridgeon et al., 2014),
2695473-2698691 do genoma de A. hydrophila AL09-71 (Pridgeon et al., 2014a),
2695824-2699042 do genoma de A. hydrophila ML09-119 (Tekedar et al., 2013),
1759079-1762297 do genoma de A. hydrophila YL17 (Lim & Chan, 2014), 2101629-
2104847 do genoma de A. hydrophila 4AK4 (Gao et al., 2013), 3419978-3420635 do

genoma de A. veronii B565 (Li et al., 2011), 1712022-1715237 do genoma de A. media
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WS (Chai et al., 2012) e 2340858-2337640 do genoma de A. salmonicida A449 (Reith
et al.,2008).

A avaliacdo da sequéncia de nucleotideos do gene nucH e de sua sequéncia
proteica predita em A. hydrophila JMP636, indicou que esta enzima ¢ capaz de ser
processada para o periplasma. Além disso, estudos realizados empregando a proteina
produzida pelo gene nucH de A. hydrophila IMP636 indicaram tratar-se de uma enzima
sensivel ao tratamento térmico, resistente a 2-mercaptoetanol, ¢ com capacidade de
degradar DNA de fita simples, DNA de fita dupla e RNA (Dodd & Pemberton, 1996).
A andlise de bioinformatica empregando BLASTp indicou a auséncia de homodlogos
previamente descritos (Dodd & Pemberton, 1996). Entretanto, uma nuclease com 100
KDa (n2o sequenciada) foi descrita por Newland et al. (1985) em V. cholerae.

A avaliagdo de perfis eletroforéticos obtidos a partir do extrato extracelular de A.
hydrophila JMP636 ¢ em uma linhagem nucH-deficiente designada como JMP5513,
indicaram a presenga de outras duas areas com atividades nucleasica. Uma destas areas
corresponde em tamanho molecular a nuclease dns ja descrita para A. hydrophila. A
outra area corresponde a uma banda com peso molecular de aproximadamente 80 KDa,
para a qual nenhum estudo foi realizado no intuito de caracterizd-la (Dodd &
Pemberton, 1996). O gene que potencialmente codifica esta nuclease apresenta
aproximadamente 2,1Kb, e estd localizado na posi¢do 3873435-3875579 de A.
hydrophila ATCC7966 (Seshadri et al., 2006) e 899350-897218 de A. salmonicida
(Reigh et al., 2008).

Cabe ressaltar que o estudo de nucleases em Aeromonas spp. se limita apenas a
trés linhagens de A. hydrophila e uma de A. salmonicida, ndo existindo até o presente

um levantamento amplo destas enzimas no género.
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3.6 Predicao de estruturas proteicas empregando ferramentas de bioinformatica

Até o final de 2015, aproximadamente seis milhdes de sequéncias de proteinas
foram depositadas em bancos de dados publicos e seu numero vem crescendo
rapidamente (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/). Dentre este nimero de sequéncias
depositadas, apenas cerca de 50.000 proteinas apresentam suas estruturas
experimentalmente determinadas. Esta diferenca entre o namero de sequéncias
depositadas, e o nimero de estruturas determinadas tem levado ao desenvolvimento de
métodos computacionais com o objetivo de predizer a estrutura de uma proteina com
base em sua sequéncia de aminoacidos (Kelley & Sternberg, 2009).

Métodos computacionais fundamentados em simulagdes do processo de folding
utilizando apenas sequéncias de aminodcidos como input, t€m demonstrado alguns
progressos ao longo do tempo. No entanto, estas ferramentas ainda mostram-se
limitadas quando sdo aplicadas em sequéncias com tamanhos superiores a 100
aminoacidos (Kopp et al., 2007).

Dentre os principais bancos de dados com depdsitos de sequéncias de
aminoacidos derivados de traducdes de sequéncias nucleotidicas estdio o GenPept
(Benson et al., 2009), RefSeq (Pruitt et al., 2007), o PIR (Protein Information
Resource) (Wu et al., 2002) e o UniProtKB (UniProt Knowledgebase) (Baioroch et al.,
2005). Estes bancos de dados desempenham um papel fundamental na busca por
informagdes e analises comparativas entre as proteinas de interesse.

Outro importante banco de dados ¢ o PDB (Protein Data Bank), o qual consiste
em um repositorio universal de estruturas tridimensionais de macromoléculas (proteinas
e acidos nucléicos) baseado em experimentos quimicos, tipicamente realizados
empregando cristalografia por raios-X, espectroscopia por ressondncia magnética

nuclear (NMR), microscopia crioeletronica e modelagens tedricas (Berman et al., 2000).
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Um grande numero de ferramentas computacionais auxiliares ¢ empregado na
avaliagdo, extracdo e refino de informagdes dos diferentes bancos de dados disponiveis.
O conjunto dos principais programas e ferramentas utilizados em diferentes processos
de avaliagdes em bioinformatica foi descritos por Pavlopoulou & Michalopoulos,
(2011). A comparagdo de estruturas proteicas primdarias, secundarias ou tercidrias
fornece informagdes relevantes a respeito das possiveis fungdes desempenhadas por
estas macromoléculas.

Além disso, a aplicacdo pratica de predi¢cdes na estrutura tridimensional de
proteinas pode fornecer informagdes que levam ao desenvolvimento de hipdteses acerca
de funcdes de proteinas hipotéticas (Watson et al., 2005), aprimoram a fase final de
sinais em processos cristalograficos (Qian er al., 2007), selecionam sitios para
mutagénese (Rava & Hussain, 2007), e racionalizam o desenvolvimento de drogas que

atuem em regides especificas (Park et al., 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens bacterianas utilizadas

As linhagens de Aeromonas spp. utilizadas neste trabalho encontram-se

relacionadas na Tabela 4. Estas linhagens fazem parte da colecdo do Laboratério de

Microbiologia Aplicada no Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do

Sul.

Tabela 4. Descri¢ao das linhagens de Aeromonas spp.: denominagao, espécie e origem.

Cédigo Espécie Origem Cédigo Espécie Origem
IBAer001 A. sobria ATCC 43979*-peixe IBAerl10 A. sobria Diarréia Humana
IBAer002 A. hydrophila CECT 839*-leite IBAerlll A. hydrophila Diarréia Humana
IBAer003 A. ichthiosmia ATCC 49904*-4gua IBAerl12 A. hydrophila Diarréia Humana
IBAer004 A. media ATCC 33907*-efluente IBAerl13 A. hydrophila Diarréia Humana
IBAer005 A. salmonicida ATCC 33658*-peixe IBAerl14 A. hydrophila Fezes Humanas
IBAer006 A. caviae ATCC 14486*-desc. IBAerll15 A. hydrophila Fezes Humanas
IBAer007 A. hydrophila NCIB 9233*-leite IBAerl16 A. hydrophila Fezes Humanas
IBAer008 A. caviae ATCC 15468*-roedor IBAerl17 A. hydrophila Fezes Humanas
IBAer009 A. caviae 10C-fezes humanas [BAerl19  A. hydrophila. Fezes Humanas
IBAer010 A. sobria 10C-fezes humanas IBAerl20 A. hydrophila Fezes Humanas
IBAer011 A.trota ATCC 49657*-fezes hum. | [BAerl41 A. caviae Pele Suina
IBAer012 A. hydrophila ATCC 7966*-leite IBAerl142 A. caviae Pele Suina
IBAer013 A. hydrophila CCT 191*-4gua [BAerl144 A. hydrophila Pele Suina
IBAer014 A. encheleia CECT 4341*-peixe [BAerl45 A. hydrophila Pele Suina
IBAer015  A. veronii var. sobria ATCC 35624*-escarro IBAerl146 A. caviae Pele Suina
IBAer016 A. eucrenophila ATCC 43979*-peixe IBAer150 A. hydrophila Pele Suina
IBAer017  A. allosaccharophila ATCC 4199*-peixe IBAerl51 A. hydrophila Pele Suina
IBAer101 Aeromonas spp. Diarréia Humana IBAer153 A. caviae Pele Suina
IBAer102 A. caviae Diarréia Humana IBAerl155 A. caviae Pele Suina
IBAer103 A. hydrophila Diarréia Humana IBAer157 A. hydrophila Pele Suina
IBAerl05 A. caviae Diarréia Humana IBAer158 A. hydrophila Pele Suina
IBAer106 A. hydrophila Diarréia Humana IBAer159 A. caviae Pele Suina
IBAer107 A. caviae Diarréia Humana IBAer165 A. trota Pele Suina
IBAer109 A. hydrophila Diarréia Humana IBAer167 A. hydrophila Pele Suina

ATCC: American Type Culture Collection; NCIB: National Collection of Industrial Bacteria,
I0C: Instituto Osvaldo Cruz, sem codigo de origem; CECT: Collécion Espaiiola de Cultivos
Tipo; CCT: Colecdo de Culturas Tropical. * Cedida por Dr. Naharro - Universidad de Ledn,
Espanha.

Para procedimentos envolvendo a clonagem de genes, a linhagem de E. coli
DH5a (680dlacZ AM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44,

relAl, deoR, A(lacZY A-argF)U169), foi utilizada.
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4.2 Condicoes de cultivo

As amostras de Aeromonas utilizadas neste trabalho foram mantidas em meio de
Luria Bertani (LB) semi-sélido (10 g.L"' de triptona; 5 g.L”' de extrato de levedura; 5
gL' de NaCl; 10 g.L" de 4gar; pH 7.2), a temperatura ambiente. Foram feitos repiques
destas amostras em intervalos de 30 dias, para a renovagao deste banco.

As linhagens e os isolados utilizados para a execugao dos testes foram estriados
e mantidos em placas de Petri, em meio de cultura LB so6lido. A cada 15 dias, as
amostras foram repicadas. Além do meio LB, o meio minimo M9 (1 g.L'1 de NH4CI; 5,9
g.L'1 de Na,HPO, 2H,0; 3 g.L'1 de KH,POy; 5 g.L'1 de NaCl; 4,9)(10"3 g.L'1 de MgSOq4
7H,0; 2x107 g.L'1 de glicose; 1,47)(10"4 g.L'1 de CaCl, 2H,0) modificado de acordo

com o teste realizado, foi utilizado no crescimento bacteriano para alguns experimentos.

4.3 Obtencao dos extratos brutos de proteinas extracelulares

Para a obtengdo dos extratos extracelulares brutos, as bactérias foram cultivadas
em meio LB ou meio M9 modificado, a 37°C, sob agitagdo constante de 180 rpm, por
24 h. Esta cultura inicial foi utilizada como pré-indculo para uma cultura de 5 mL de
meio LB ou M9 modificado. A nova cultura foi incubada por 20 h a 37°C, sob agita¢ao
continua de 180 rpm. Apds este periodo, as bactérias foram sedimentadas por
centrifugacdo a 13000 rpm por 3 min., e os sobrenadantes (extratos extracelulares)
foram filtrados utilizando filtros estéreis de 0,2 um. Aliquotas com volumes de 1 mL

foram preservadas e mantidas a -20°C até o momento das analises.

4.4 Obtencao de extratos de proteinas periplasmaticas

A obtengdo dos extratos periplasmaticos seguiu o método proposto por Ames et
al. (1984). Brevemente, as bactérias foram cultivadas e meio Luria Bertani (LB) a 37°C

sob agitacdo constante de 180 rpm por 24 h. Esta cultura inicial foi utilizada como pré-
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in6culo para uma cultura de 5 mL em meio LB. A nova cultura foi incubada por 20 h a
37°C, sob agitagao continua de 180 rpm. Ap6s, 1 mL da cultura foi retirado e transferido
para um novo tubo onde as células foram centrifugadas a 13000 rpm por 3 minutos, € 0s
sobrenadantes desprezados. As células foram lavadas trés vezes com solugdo salina
(0,9%), ressuspendidas cuidadosamente em 20 pL de cloroférmio e mantidas a
temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente, foram adicionados 200 pL de 10 mM
Tris-HCl (pH 8,0) e as células foram centrifugadas a 6000 rpm. A fracdo aquosa
contendo as proteinas periplasmaticas foi retirada cuidadosamente com auxilio de
micropipetador. Todas as aliquotas foram mantidas em freezer a -20°C, até o momento

das analises.

4.5 Avaliacao quantitativa da atividade DNasica extracelular

A atividade DNasica dos extratos brutos foi quantificada empregando DNA de
esperma de salmao como substrato. Brevemente, aliquotas de 20 pL de extrato bruto
correspondente a cada amostra foi adicionado a 480 pL de solucdao contendo 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM de MgCl,, 2 mM de CaCl,, 200 ug de DNA de esperma de
salmao (Sigma) e incubadas a 37°C por 15 min. Apos este periodo, adicionou-se 500 puL.
de acido perclorico 15% (PCA) e entdo as amostras foram mantidas a 0°C por 15 min.,
para paralisar a reagdo. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm
por 5 min., e retirando-se 600 ul do sobrenadante. A absorbancia (260 nm) foi
determinada em espectrofotdmetro Ultrospec 1000 (Pharmacia). Para fins de calculo da
atividade DNasica foi utilizada a seguinte formula, adaptada do Worthington Enzyme

Manual, (Worthington, K. & Worthington, V., 2011):

_ Az60nm (A) - Azeonm (B) x 2500
15min

U/mL/min
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Onde:
Azsonm (A): corresponde a absorbancia da amostra com extrato apos a incubagao.
Azsonm (B): corresponde a absorbancia da amostra com extrato nao incubada (branco).

O valor de 2500 consiste em um fator derivado da divisao do volume de reagao
(1 mL) pelo valor da absorbancia (Asonm) de 1 pug de DNA de esperma de salmao, o
qual corresponde a 0,020, e dividido pelo volume de extrato utilizado (0,02 mL). Por
definicdo 1 Unidade corresponde a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pg de

nucleotideos soluveis (A260nm=0,020) por mL, por min. a 37°C, em pH 8,0.

4.6 Avaliacao quantitativa da atividade DNasica extracelular termoestavel

A atividade DNaésica termoestavel dos extratos brutos foi quantificada
empregando DNA de esperma de salmao como substrato. Para o tratamento térmico, as
amostras foram incubadas a 100°C por 10 min. em banho seco. Imediatamente apds o
periodo de incubagdo, as amostras foram submetidas a analise conforme descrito no

item 4.5.

4.7 Avaliacao semiquantitativa da atividade DNasica

As bactérias foram cultivadas em meio LB, a 37°C, até atingirem a fase
estacionaria de crescimento. As amostras bacterianas foram inoculadas mediante
método de gotas (2 uL) em placas de Petri contendo DNAse Test Agar (MERCK),
acrescido de 0,01 g/L de azul de toluidina e incubadas por 24 h ou 48 h a 37°C. A
atividade nucledsica foi evidenciada pela presenca de halos com coloragdo
metacromatica variando de rosa a vermelha em torno das coldnias, proveniente da
liberagdo de nucleotideos e consequente despolarizagdo do corante em relagdo ao DNA
intacto. A auséncia de atividade nucleasica foi indicada quando ndo ocorreu alteragdo na

coloracdo do meio. A atividade nucleasica foi avaliada e mensurada mediante
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observagao direta do halo de degradacao gerado pela bactéria. As colonias envolvidas
por um halo com coloracdo metacromatica, que evidenciaram atividade enzimatica
sobre o meio, foram avaliadas pela formula [didametro do halo/didmetro da colonia],
sendo classificadas como: sem atividade nucledsica (0); moderada atividade nucleésica
(1 a 2) e elevada atividade nucleésica (>2). Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

4.8 Avaliacao dos perfis de nucleases extracelulares e calculo da atividade DNasica

com base na area de degradacao

O perfil de DNases presentes nos extratos extracelulares foi avaliado através de
eletroforese em géis de poliacrilamida com gradiente de concentragdo de 8-15% e co-
polimerizados com DNA de esperma de salmao a uma concentragdo final de 50 pg/mL.

A eletroforese foi realizada em condi¢des nao redutoras (auséncia de fervura e
adicdo de [-mercaptoetanol), empregando o sistema descontinuo descrito por
Laemmli (1970). Em 10 uL de extrato bruto, foram acrescidos 15 pL de agua e 25 puL
de tampao de amostra (Tris-HCl 62,4 mM, pH 6,8; SDS 2,5%, glicerol 10%; azul de
bromofenol 0,001%), sendo depositados 25 pL no gel. Todas as eletroforeses foram
realizadas em sistema vertical Mini-Protean (Bio-Rad), a 4°C com voltagem constante
de 80V até o azul de bromofenol atingir o gel de separacdo e 120V até o final do gel.
Ap6s a eletroforese os géis foram submetidos a duas lavagens de 1h cada com Triton-X-
100 2,5%, para a retirada do SDS residual. Em seguida, os géis foram incubados a 37°C
por 12h em solu¢do tampao contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM KCl e 5
mM de MgCl,. Para a coloragdo foi empregado brometo de etidio a uma concentracao
de 2,5 pg/mL. Os géis foram submetidos a avaliacdo em transluminador sob exposi¢do
de luz ultravioleta, e as DNases foram visualizadas como bandas de contraste negativo

no gel. Para a determinagdo do tamanho molecular de cada banda com atividade
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DNasica o padrao de peso molecular Precision Plus Protein™ Prestained Dual Color
(Bio-Rad) foi utilizado. Além disso, a massa molecular também foi estimada mediante a
comparacao da distancia relativa calculada com base em uma banda pré-estabelecida no
gel. As areas das bandas individuais foram determinadas, apos digitalizagdo dos
zimogramas, através do programa CPATLAS 2.0 e a area encontrada foi expressa em

pixels. Todos os géis foram realizados em duplicata.

4.9 Avaliacio da estabilidade térmica de DNases extracelulares empregando

zimogramas

Para a avaliacdo da estabilidade térmica empregando zimogramas, uma
linhagem de A. hydrophila IBAer012 (ATCC7966) e trés isolados correspondendo a A.
sobria IBAer010 (I0C), e duas A. hydrophila 1BAer112 e 119 foram selecionados com
base em seu perfil de DNases. Para os testes, os extratos extracelulares obtidos
conforme o item 4.3, foram incubados a uma temperatura de 100°C em banho seco em
tempos de 0 a 50 min. e avaliados com intervalos de 5 min. Apds a incubagdo, as
amostras foram imediatamente aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) com
gradiente de concentragdo de 8-15%, na presenca de DNA de esperma de salmio a uma
concentragdo final de 50 pg/mL, submetidas a eletroforese e avaliadas conforme

descrito no item 4.8.

4.10 Curva de crescimento e determinacdo da atividade DNasica extracelular
quantitativa de A. hydrophila IBAer119

Para avaliar a atividade DNasica ao longo do periodo de multiplicagao, o isolado
de A. hydrophila 1BAer119 foi crescido em meio LB, a 37°C sob agitagdo constante de
180 rpm por 24 h. Esta cultura inicial foi utilizada como pré-indculo e o seu crescimento

foi monitorado em intervalos de duas horas (0-24h) e apos, em intervalos de 12 h até
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completar 48 h de incubagao, em espectrofotdmetro (Biochrom) a Agponm.

A cada avaliacao, aliquotas de 1 mL do extrato extracelular foram retiradas e
submetidos aos procedimentos de acordo com o item 4.3. A determinagdo da atividade
DNasica, foi realizada conforme estabelecido no item 4.5. As avaliacdes foram

realizadas em triplicata.

4.11 Avaliacao do efeito de proteases sobre a atividade DNasica extracelular de A.

hydrophila IBAer119

Com o objetivo de avaliar um possivel efeito de proteases sobre a atividade
DNasica extracelular, extratos extracelulares provenientes de A. hydrophila IBAer119,
incubada em meio LB a 37°C, sob agitacdo constante de 180 rpm, foram coletados nos
tempos 0, 12, 20, 24, 36 e 48 h. A atividade DNasica foi avaliada conforme descrito no
item 4.4. J4 a atividade proteolitica quantitativa dos extratos brutos bacterianos foi
avaliada utilizando azocaseina como substrato de acordo com Bonato ez al (1982). Uma
unidade corresponde a um incremento de 0,1U de D.O.459 por mL em 60 min. a 37°C
(Belas et al., 1995).

Além disso, aliquotas dos extratos obtidos com 20h e 48h, foram misturadas nas
proporgoes de 1:0; 1:4; 1:2 ¢ 1:1 (20 h:48 h). Em seguida, a mistura foi incubada a 37°C
por 15 min. e apos, a atividade DNésica extracelular foi avaliada conforme descrito no

item 4.5.

4.12 Curva de crescimento e determinacdo da atividade DNasica extracelular
quantitativa empregando DNA como fonte de nitrogénio e fésforo em A.

hydrophila IBAer119

Para a realizagdo da curva de crescimento e posterior determinacdo da atividade

DNasica empregando DNA como fonte de nitrogénio e fosforo, o isolado de A.
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hydrophila 1BAer119 foi inicialmente crescido em meio LB, a 37°C, sob agitacao
constante de 180 rpm por 24 h. Apos este periodo, a cultura bacteriana foi lavada trés
vezes com solucdo salina (0,9%) e mantidas nesta solucdo por 1 h para que as células
esgotassem o suplemento nutricional proveniente do meio LB. Posteriormente, a cultura
foi incubada a uma D.O.gponm= 0,25 em 100 mL de meio (1) M9 normal acrescido de 10
pg/mL de DNA de esperma de salmao; (2) M9 sem fonte de nitrogénio, acrescido de 33
mM de Tris-HCI pH 6,8 e 10 pg/mL de DNA de esperma de salmao; (3) M9 sem fonte
de fosforo, acrescido de 33 mM de Tris-HCI pH 6,8 e 10 pg/mL de DNA de esperma de
salmao; (4) M9 normal sem adi¢do de DNA de esperma de salmao; (5) M9 acrescido de
33 mM de Tris-HCI pH 6,8, sem adi¢ao de fonte de nitrogénio e sem adigao de DNA de
esperma de salmao; e por fim (6) M9 acrescido de 33 mM de Tris-HCI pH 6,8, sem
adicao de fonte de fosforo e sem adigao de DNA de esperma de salmao. Estas culturas
foram incubadas a 37°C sob agita¢do constante de 180 rpm por 24 h. As amostras foram
monitoradas quanto ao seu crescimento (Agoonm) € aliquotas de 2mL foram retiradas nos
tempos 1, 3, 6, 12 e 24h, centrifugadas a 13000 rpm por 3 minutos, e os sobrenadantes
armazenados a -20°C até o momento das andlises.

A quantificagdo da atividade DNésica seguiu o procedimento descrito no
item 4.5. O pellet de células proveniente da centrifugacdo foi lavado trés vezes com
solucdo salina (0,9%) e mantido a -80°C para posterior extracdo de RNA e avaliagdo da

expressao génica utilizando Real Time PCR (qQRT-PCR).
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4.13 Amplificacao e clonagem dos codons dos genes dns e aha3441 de A. hydrophila

IBAer119

4.13.1 Amplificacao dos codons dos genes dns e aha3441

Com o intuito de clonar os codons dos genes correspondentes as DNases dns e
aha3441 de A. hydrophila 1BAer119, primers foram projetados a partir das sequéncias
de A. hydrophila ATCC 7966 e A. salmonicida A449 depositadas no NCBI, com auxilio
dos programas BioEdit 7.0 e FastPCR. Os primers projetados correspondem as

sequéncias apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Primers, sequéncias, tamanho do fragmento amplificado e aplicacao.

Primer Sequéncia (5°>3°)* Frag(:nent Aplicacio
Clonagem dos codons
dnsclonF  GCGAAGCTTATGTTTCGTCCCCTGYTYTC S diogrflr;fof’?;fg :eel‘l‘
dnsclonR GCGCTCGAGTTCATAGATACGTGGAATGCG p p .
I terminador.
Clonagem dos coédons
aha3441clonF GCGTCGCGAAATGAAAGGAACACGTRCCCT 2245pb do gene aha3441 sem

aha3441clonR GCGAGATCTGCGGTGGCCTTTTTGTTTITG seu promotor e com

seu terminador

As regides destacadas nos primer correspondem a sitios de clivagem desenhados para eventuais sub-
clonagens. Sitio em dnsclonF para a enzima de restricdo Hindlll, e em dnsclonR para a enzima de
restri¢do Xhol. Sitio em aha3441clonF para a enzima de restri¢ao Nrul e em aha3441clonR para a enzima
de restri¢do BgIII. “Y=C/T ¢ R=A/G.

Para a amplificagdo dos codons correspondentes aos genes dns e aha3441, A.
hydrophila IBAer119 foi crescida a 37°C/18 h em 5 mL de meio LB. Apos este periodo,
a cultura foi centrifugada a 13000 rpm por 5 min. e o sobrenadante descartado. O pellet
de células foi lavado trés vezes com solucdo salina (0,9%), e entdo submetidas a
extragdo de DNA genomico empregando o Kit de extracao Wizard® Plus Midprep DNA
Purification System (Promega) de acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante.
Apos a extracdo o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose para avaliagdo
de sua integridade e em seguida foi quantificado em espectrofotdometro (Biochrom) a

A26Onm c A280nm .
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas em volumes de 25 pL contendo:
12,85 uL de agua Milli-Q autoclavada, 2,5 pL de Buffer 10x (Tris-HCI pH 8,3), 2 mM
de MgSO4, 0,8 mM de solugdo dos desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e
dGTP), 0,4 uM de cada primer, ¢ 0,75 U de TagDNA polimerase High Fidelity
(Invitrogen).

As amplificagdes foram realizadas em termociclador Veriti (Applied
Biosystems™), programado para 5 min. a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a
95°C para a desnaturagdo das fitas do DNA, 30 segundos a temperatura de 56 °C para
anelamento de cada um dos conjuntos de primers, ¢ um minuto ¢ 30 segundos para
(dns) e dois minutos para (aha3441) a 72°C correspondendo ao periodo estabelecido
para extensdo das fitas do DNA. Ao final dos 35 ciclos foi feita uma extensdo
suplementar por 5 min. a 72°C e as amostras mantidas por 5 min. a 4°C. Apds a

amplificagdo, as amostras foram mantidas a -20°C.

4.13.2 Separacao eletroforética e visualizacao dos fragmentos amplificados

Para a visualizacdo e avaliacdo dos fragmentos correspondente aos genes dns e
aha3441, os produtos de amplificacdo foram submetido a eletroforese (3V/cm), em gel
horizontal de agarose 1,5% empregando tampao TBE (89 mM Tris, 89 mM de acido
borico e 8 mM de EDTA), acrescidos de solugdo de brometo de etidio (30png/100 mL).
Como tampao de corrida utilizou-se também o TBE 1X. Os produtos amplificados
foram visualizados sob transluminador U.V. Um padrao de peso molecular foi incluido

nos géis para a determinac¢do do peso molecular correto das bandas obtidas.

4.13.3 Ligacao e clonagem dos genes dns e aha3441

Para a clonagem dos cédons dos genes dns ¢ aha3441 correspondentes a duas

DNases de A. hydrophila IBAerl19, foi utilizado o kit TOPO® TA Cloning
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(Invitrogen™), contendo o vetor pCR™?2.1 TOPO®, o qual apresenta 393 1pb.

O procedimento de clonagem ocorreu da seguinte maneira: em um tubo tipo
Eppendorf foi adicionado 1 puL do tampao de reagdo, 3 pL do produto de PCR, 1 pL de
agua livre de nucleases ¢ 1 uL do vetor pCR™2.1 TOPO®. Esta mistura foi mantida a
temperatura ambiente (25+2°C) por 5 min., e posteriormente utilizada para os

procedimentos de transformagao.

4.13.4 Obtencao de células competentes e transformacao

Para a obten¢do de células competentes foi utilizado o método descrito por
Nishimura et al. (1990). Brevemente, E. coli DH5a foi cultivada sob agitacdo constante
em meio LB suplementado com 10 mM de MgSO4 7H,0 e 0,2% de glicose até
atingirem uma densidade 6tica (D.O.g00nm) entre 0,45 e 0,5. Posteriormente as células
foram mantidas em gelo por 10 min. e entdo centrifugadas a 13000 rpm por 10 min. a
4°C. Em seguida as células foram cuidadosamente ressuspendidas em 500 uL meio LB
contendo 10 mM de MgSO4 7H,0 e 0,2% de glicose, resfriado, e acrescidas de 2,5 mL
de uma solugdo formada por 36% de glicerol, 12% de PEG e 12 mM de MgSO4 7H,0.
As células competentes assim obtidas foram aliquotadas em volumes de 100 pL e
estocadas a -80°C até o momento de sua utilizagao.

Para transformagdo as células competentes foram cuidadosamente descongelas e
mantidas em gelo. Imediatamente apos o descongelamento foram adicionados 6 puL da
mistura de ligacdo obtida de acordo com o item 4.13.3, permanecendo por 20 min. a
4°C. Posteriormente, as células foram submetidas a um choque térmico de 42°C por 60
segundos e incubadas em banho de gelo por 2 min. As células foram diluidas 1/10 e
incubadas em meio LB por 1 h a 37°C, para permitir a expressdo do gene de resisténcia

a canamicina. Amostras de 100 pL foram plaqueadas em meio LB contendo 30 pg/mL
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de canamicina e incubadas por 18 h a 37°C. Os transformantes foram re-isolados e
mantidos a 4°C sob pressdo de selecdo utilizando canamicina. Apds o isolamento, os
clones obtidos foram plaqueados em meio DNAse Test Agar (MERCK), acrescido de
0,01 g/L de Azul de Toluidina e 30 pg/mL de canamicina, e a confirmagao da clonagem
observada mediante formacdo de halo metacromdtico em volta das coldnias. A partir
desta confirmagdo, dois clones foram selecionados sendo estes designados como
IBAerl119-dnsC5 e IBAer119-ahaC8. Todos os testes de caracterizagdo enzimatica

foram realizados empregando estes recombinantes.

4.13.5 Sequenciamento dos genes dns e aha3441 de A. hydrophila IBAer119.

Com intuito de e avaliar as sequéncias nucleotidicas dos genes dns e aha3441
provenientes do isolado de A. hydrophila IBAer119, e dos clones IBAer119-dnsC5 e
IBAer119-ahaC8 as bactérias foram cultivadas em meio LB a 37°C sob agitagdo
constante de 180 rpm por 24h. Quando necessario 30 pg/mL de Canamicina foi
adicionada ao meio. Apos este periodo o DNA gendmico de A. hydrophila IBAer119
foi extraido empregando o kit de extragio Wizard” Plus Midprep DNA Purification
System (Promega). Para os clones IBAer119-dnsC5 e IBAerl119-ahaC8, o DNA
plasmidial foi extraido utilizando o kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel)
conforme as recomendagdes do fabricante. Em seguida da extragdo do DNA genomico
e do DNA plasmidial as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro a Azgonm €
Ajsonm, diluidas apropriadamente e submetidas a PCR para amplificagdo dos fragmentos
de interesse. Os primers utilizados para as amplificagdes estdo representados na Tabela
6. As reacdes, assim como, as condi¢cdes para amplificacdes seguiram o mesmo
procedimento descrito no item 4.13.1. Apds as amplificagdes, as amostras foram
submetidas a eletroforese e o tamanho dos amplicons confirmados conforme descrito no

item 4.13.2.
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Tabela 6. Primers utilizados para analise de sequenciamento dos genes dns € aha3441.

Primer Sequéncia (5°>3)" Fragmento Aplicacao

Amplificagcdo dos cédons
do gene dns sem seu

dns-1F ATGTTTCGTCCCCTGYTYTC 7710b OMmOtOr & COM. Se
dns-1R TTCATAGATACGTGGAATGCG P p . u
terminador.
Amplificagdo dos codons
aha3441-1F ATGAAAGGAACACGTRCCCT 10430b da regido inicial do gene
aha3441-1R GCATCCGCCTGATCCTTGCAC p aha3441 sem seu promotor
Amplificacdo dos cddons
aha3441-2F TCGGCAGCTTCAACGTGCTCAA 1,00 d"}l“;%;j‘l’ .ﬁnal‘l .dg gene
aha3441-2R GCGGTGGCCTTTTTGTTTTG P anazs= i nciundo seu
terminador
R=A/G.

Posteriormente a confirmagdo, as amostras contendo os amplicons foram
quantificadas utilizando o padrao de peso molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen, USA) e tratadas com 0,25 pL de exonuclease I (2.500U - Amersham
Bioscience®, USA), 0,25 L de shrimp alkaline phosphatase (5.000U - Amersham
Bioscience”, USA), 0,5 pL de dgua ultra pura DNase/RNase free e 6 pL do produto de
PCR. Esta mistura foi incubada a 37°C durante 30 min., e em seguida a 80°C por 15
min., para a inativagdo enzimatica. Apos o tratamento, aliquotas individuais de 6 pL
contendo de 50-100 ng do produto de PCR e 0,25 uM de primer F (Forward) ou de
primer R (Reverse) foram submetidos ao sequenciamento utilizando BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®), em sequenciador
Applied Biosystems® modelo 3130XL. O sequenciamento foi realizado no Laboratorio
de Identificacdo Genética — Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre - RS.

4.14 Avaliacao do efeito de inibidores sobre a atividade das enzimas recombinantes

Dns e Aha3441 de A. hydrophila IBAer119
Para estes experimentos foram utilizados os extratos extracelulares brutos dos
clones IBAerl119-dnsC5 e IBAerl19-ahaC8, crescidos em meio LB acrescido de 30
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pg/mL de canamicina a 37°C por 20h. Para a avaliagdo do efeito inibitorio sobre a
atividade DNasica foram empregados os seguintes reagentes: EDTA, DTT, pB-
mercaptoetanol, citrato de sodio e fosfato de sddio a uma concentragdo final de 10 mM,
e SDS a uma concentracdo de 1%. Para os testes, estes compostos foram misturados a
480 pL de solucao contendo 10 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM de MgCl,, 2 mM de
CaCl,, 200 pg de DNA de esperma de salmao (Sigma) e 20 pL do extrato extracelular.
Esta mistura foi pré-incubada a temperatura ambiente por 15 min., e em seguida a
atividade DNasica foi avaliada conforme descrito no item 4.5. Os resultados foram
expressos em percentual de inibicdo em comparagdo ao controle sem qualquer agente
inibidor. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.15 Determinacio da temperatura de acido das enzimas recombinantes Dns e

Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Da mesma forma que anteriormente, para a determinagdo da temperatura de agdo
das enzimas recombinantes Dns e Aha3441, foram utilizados os extratos extracelulares
brutos dos clones crescidos em meio LB acrescido de 30 ug/mL de canamicina a 37°C
por 24 h (para clone IBAerl19-dnsC5) e 18 h (para o clone IBAerl19-ahaC8). As
analises de atividade DNésica foram realizadas em temperaturas variando de 20 a 90°C.
Com exceg¢do da temperatura de incubacgdo, a analise foi realizada conforme o item 4.5.

Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.16 Determinacao do pH de acdo das enzimas recombinantes Dns e Aha3441 de A.

hydrophila IBAer119

Para a avaliacdo do pH de agdo das enzimas Dns e Aha3441, foram utilizados os
extratos extracelulares brutos dos clones IBAer119-dnsC5 e IBAerl19-ahaC8 crescidos
em meio LB a 37°C por 22 h e 18 h, respectivamente, e acrescido de 30 pg/mL de
canamicina. Para estes testes os extratos extracelulares foram incubados em solu¢des
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com pHs variando de 3 a 9, em dois diferentes tampodes, a uma concentragao final de 20
mM. Para pHs entre 3 e 6 utilizou-se tampao citrato, enquanto que, para pHs variando
de 7 a 9 utilizou-se tampao Tris-HCI. A andlise da atividade enzimatica seguiu os
mesmos procedimentos descritos no item 4.5, exceto pela substitui¢do dos 20 mM de
Tris-HCI pH 8,0, quando necessario, pelas solugdes tampao correspondentes a cada pH

testado. Todos os testes foram conduzidos em triplicata.

4.17 Avaliacao do efeito de diferentes cofatores na atividade das enzimas
recombinantes Dns e Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Para determinar o efeito de diferentes cofatores na atividade das enzimas Dns e
Aha3441, foram utilizados os extratos extracelulares brutos dos clones IBAerl19-dnsC5
e IBAer119-ahaC8, crescidos em meio LB a 37°C por 20-24 h, acrescido de 30 pg/mL
de canamicina. Para este experimento os extratos extracelulares foram incubados na
presenca de MgCl,, CaCl,, BaCl,, MnCl,, ZnSO4, CuSO4 e FeSO4 a uma concentragdo
final de 5 mM e posteriormente a atividade enzimatica foi avaliada. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

4.18 Determinacao da estabilidade térmica das enzimas recombinantes Dns e

Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Para a determinacdo da estabilidade térmica das enzimas Dns e Aha3441, os
extratos extracelulares brutos dos clones IBAer119-dnsC5 e IBAerl19-ahaC8 foram
pré-incubados em temperaturas de 40, 60 e 90°C por tempos variando entre 5 e 60
minutos. Imediatamente apo6s estes periodos, as atividades enzimaticas foram
determinadas conforme descrito no item 4.5. Todos os testes foram conduzidos em

triplicata.
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4.19 Avaliacao da atividade enzimatica sobre DNA e RNA, do extrato contendo as

enzimas recombinantes Dns e Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Para determinar a especificidade por substratos, 1 ug de RNA de Torula (USB®)
ou do plasmideo pCAMBIA1303 linearizado, foram incubados com 5 pL de extrato
extracelular contendo as enzimas clonadas Dns ou Aha3441. As reacdes foram
realizadas em volume de 20 puL. de tampao 20 mM de Tris-HCI1 (pH 8,0), 5 mM de
MgCl,, 2 mM de CaCl,, e incubadas a 37°C por 1 h. Como controles positivos da reagao
0 extrato bruto extracelular contendo as enzimas clonadas Dns ou Aha3441 foi
substituido por 1 pL. de RNase A (20 mg/mL) ou DNAse I (2U/uL) incubadas sob as
mesmas condi¢des. Apos o periodo de incubagdo a reacdo foi analisada através de

eletroforese em gel de agarose 1,5%, mediante visualiza¢do em transluminador U.V.

4.20 Avaliacao do efeito de DNA como fonte de nitrogénio e fésforo na expressao
dos genes dns, aha3441 e nuc em A. hydrophila IBAer119 através de real time PCR
(RTq-PCR)

4.20.1 Extracao de RNA total

Para a avaliacdo do efeito de DNA como fonte de nitrogénio e fosforo sobre a
expressao das enzimas Dns, Aha3441 e Nuc, a bactéria A. hydrophila IBAer119 foi
cultivada em meio minimo M9, modificado, conforme descrito no item 4.12. O RNA
total foi extraido de amostras retiradas apos 1, 3, 6, € 12h de cultivo utilizando TRIzol®
Reagent (Invitrogen™). Brevemente, 2 mL da cultura foram centrifugados a 13000 rpm
por 5 min., descartando o sobrenadante e preservando o pellet de células. Este pellet foi
lavado trés vezes com solucdo salina estéril e em seguida 1 mL de TRIzol® foi
adicionado e o mesmo foi ressuspendido vigorosamente. O homogeneizado foi entdo
incubado por 5 min. a temperatura ambiente e apoOs adicionou-se 200 pL de

cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados por inversao e incubados por 3 min. a
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temperatura ambiente. Apos este periodo as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm
por 15 min. a 4°C. A fase aquosa foi retirada e a ela adicionou-se 500 pL de alcool
isopropilico gelado. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10
minutos e em seguida foram centrifugadas por 10 min. a 4°C. O pellet obtido foi entao
lavado uma vez com 1 mL de etanol 75%, e seco em capela de exaustdo. RNA total
obtido foi ressuspendido em 100 pL de 4gua tratada com DEPC (0,1%
dietilpirocarbonato) e quantificado em espectrofotometro Ultraspec 1000 (Pharmacia
Biotech) a um comprimento de onda de 260 nm. A avaliacdo do grau de pureza do RNA
extraido foi realizada utilizando a relacdo Aze0/A2s0nm € sua integridade foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed™. Todas as amostras foram
tratadas com DNAse [ (Invitrogen™), para evitar contaminagdes por DNA. Para
verificar a eficiéncia do tratamento utilizando DNAse I, um PCR foi realizado
utilizando RNA como molde e um controle positivo empregando DNA. Os produtos do
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed™,
onde foi confirmada a presenca de amplificado apenas no controle positivo,

evidenciando que as amostras tratadas com DNAse I continham apenas RNA.

4.20.2 Construcao dos primers para avaliacido da expressao por real time PCR

(qRT-PCR) dos genes dns, aha3441, nuc e 16S rRNA.

Todos os primers foram construidos a partir de sequéncias de DNA de
Aeromonas depositadas no GenBank utilizando os programas BioEdit 7.0.5.3 e
FastPCR 6.0. As sequéncias dos primers correspondentes a cada gene estdo descritas na

Tabela 7.
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Tabela 7. Sequéncias de primers utilizados para amplificagdo dos genes empregados na
andlise de Real Time PCR.

Tamanho do fragmento

; anct ')
Primer Sequéncia (5’>3’) amplificado
16S rRNA-F AGCGTGGGGAGCAAACAGGA 128 ob
16S rRNA-R CCGTACTCCCCAGGCGGTC p
DnsqPCR-F GACATGCACAACCTCTTCC 116 vb
DnsqPCR-R TCCACCAGCATCYGGCACT p
AHA3441qPCR-F TCGGCAGCTTCAACGTGCTCAA 88 b
AHA3441qPCR-R GCATCCGCCTGATCCTTGCAC P
NucqPCR-F TCCAGCCTGGTGGTGACCG 101 pb
NucqPCR-R TTCTGGGTCGACTTGATGAC p
Y= C/T.

4.20.3 Transcricao reversa para obtencio de cDNA

A partir do RNA total extraido, foi realizada a reagao de transcri¢ao reversa para
a sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA), utilizando M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen™). As reacdes envolvendo a sintese de cDNA foram
realizadas em um volume final de 20 pL. Brevemente, cada reagdo inicialmente foi
constituida por 1 puL. de Random Hexamer primers (50 mM), 1 pL. de dNTPs (10 mM de
cada dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 500 ng de RNA total e o volume completado para 12
puL com agua tratada com DEPC (Diethylpyrocarbonate) . Esta reagdo foi misturada e
incubada a 65°C por 5 min. e imediatamente apos, mantida em gelo. Apos esta
incubagdo inicial, adicionou-se a reacao 4 pL. de 5x First-Strand Buffer, 2 uL de DTT
(0,1 M) e 1 pL de RNAseOUT™ (40U/uL). A reagdo foi entdo misturada gentilmente e
incubada a 37°C por 2 min. Em seguida, 1 pL de Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse (M-MLV 200 U/uL) foi adicionado a reacdo e esta incubada inicialmente a
25°C por um minuto, seguida por uma nova incubagao de 37°C por 50 min. Apos este

periodo, a reacao foi inativada por uma incubacao de 15 min. a 70°C. O cDNA obtido
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foi entdo diluido na propor¢ao de 1:50 e um RT-PCR foi realizado para a confirmagao

de sua sintese.

4.20.4 Amplificacao por real time PCR (RTq-PCR)

As reacdes de amplificagio foram realizadas utilizando Platinum® SYBR® Green
qPCR Super Mix-UDG (Invitrogen™) em um volume total de 20 pL. Brevemente, a
reacio de RT-qPCR foi constituida de 10 pL da solucdo de Platinum® SYBR® Green
qPCR Super Mix-UDG 2x, 10 uM de cada primer; 4 pL de 4gua DEPC ¢ 4 pL de
amostra de cDNA diluida na propor¢ao de 1/50. As amplificagdes foram realizadas em
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) programado para os seguintes
ciclos: 50°C por 2 min., 95°C por 10 min., seguidos de 45 ciclos correspondentes a 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 min. Para garantir a especificidade da amplificagdo foi
realizada uma curva de desnaturagdo (Melting Curve) com temperatura variando de 60-
95°C e acréscimo de 0,3°C por ciclo. Todas as amplificagdes foram realizadas em

triplicata.

4.20.5 Analise dos resultados obtidos via real time PCR (RT-qPCR)

A avaliagdo dos resultados obtidos foi realizada mediante analise da expressao
comparativa 2" (Livak & Schmittgen, 2001). O método 224 de quantificacdo

relativa ¢ calculado com base no ACt (diferenca entre o Ct*™*"™ e o (8" constivey

b

controle

AACt é calculado pela diferenga do ACt"™*"™ em relacdo a média do ACt utilizado

por fim para o calculo empregando 24",

4.21 Analise in silico de bioinformatica

As sequéncias nucleotidicas e proteicas foram comparadas empregando o
programa BLAST com o auxilio dos algoritmos BLASTn e BLASTp disponiveis em
www.ncbi.nih.gov/Blast. Para o alinhamento das sequéncias utilizou-se o programa
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BioEdit 7.0 empregando a ferramenta ClustalW. A identificagdo dos peptideos sinais
das proteinas secretadas foi realizado através dos modelos de “neural networks” (NN) e
de Markov (HMM) com o auxilio do programa computacional SignalP 3.0. Para a
determinagdo da estrutura secundaria e modelagem tridimensional utilizou-se os web
servers PROMALS disponivel em www.prodata.swmed.edu, DALI disponivel em
www.ekhidna.biocenter.helsink.fi ¢ Phyre? disponivel em www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2.
A predicdo de ligantes e de sitio ativo foi realizada empregando os web servers
3DligandSite disponivel em www.sbg.bio.ic.ac.uk e EXIA2 disponivel em
www.203.64.84.196. Como visualizador dos modelos tridimensionais foi utilizado o

programa PdbViewer versao 4.1.

4.22 Analises estatisticas

Dependendo da sua natureza e objetivos, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) com comparag¢do de médias através do teste de Tukey,
analise multivariada com determinacdo de distancias de Jaccard, analise de
agrupamentos utilizando o algoritmo UPGMA, ou andlise de correlagdo pelo teste de
Pearson. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa

computacional SPSS for Windows versao 18.0.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Atividade DNasica extracelular semi-quantitativa de Aeromonas spp

As aeromonas sao conhecidas pela sua capacidade de producao de uma gama de
enzimas e toxinas extracelulares. Entre as enzimas extracelulares de Aeromonas spp., as
nucleases podem desempenhar um importante papel nutricional e, em alguns casos, t€m
sido apontadas como um dos muitos fatores de viruléncia produzidos por estas bactérias
(Focareta & Manning, 1987; Gosling, 1996; Pemberton et al. 1997; Hsia et al., 2005).
Além disso, as nucleases extracelulares e periplasmaticas representam uma barreira a
entrada de DNA exdgeno, incluindo plasmideos, por transformagdo ou eletroporacdo
(Focareta & Manning, 1987; Moulard et al., 1993; Kawagishi et al., 1994).

Com o objetivo de avaliar a atividade DNasica extracelular em Aeromonas spp.,
48 bactérias foram analisadas quanto a capacidade de formacao de halos em meio
DNAse Test Agar (MERCK), acrescido de 0,01 g/L de azul de toluidina. A atividade
nucleasica extracelular foi evidenciada pela presenca de halos com coloragao
metacromatica variando de rosa a purpura em torno das colOnias, proveniente da
liberacao de nucleotideos e consequente despolarizagcdo do corante em relacdo ao DNA

intacto, conforme pode ser observado na Figura 1.

Figura 1. Atividade DNasica semi-quantitativa em placas de DNAse Test Agar
acrescido de 0,01% de Azul de Toluidina. A- IBAer016; B- IBAer017; C- IBAerl01;
D- IBAer102; E- IBAer103; F- IBAer105; G- IBAer106; H- IBAerl117 e I- IBAerl19.

55



Resultados & Discussdo

A anélise da relagdo entre o diametro de halos e de colonias (Tabela 8) permitiu

evidenciar ampla e significativa variacdo na atividade DNasica extracelular, sendo

10,4% dos isolados classificados como de clevada atividade, 52,1% de atividade

moderada, e 37,5% sem atividade aparente apds 24 h de cultivo.

Tabela 8. Atividade DNéasica em placas de DNAse Test Agar ap6s 24 h.

Atividade Atividade
L 3. L. DNasica L 1. L. DNasica
Codigo Espécie Relativa em Cédigo Espécie Relativa em
Placas (24 h)*! Placas (24 h) *'
IBAer001 A. sobria 0,00+0,00" IBAerl10 A. sobria 1,20£0,00"F
IBAer002 A. hydrophila 3,87+0,18*8 IBAerl11 A. hydrophila 1,00+0,00°%
IBAer003 A. ichthiosmia 0,00+0,00" IBAerl12 A. hydrophila 1,00+0,00°"
IBAer004 A. media 0,00+0,00" IBAerl13 A. hydrophila 1,25+0,00"F
IBAer005 A. salmonicida O,OOiO,OOF IBAerl114 A. hydrophila O,OOiO,OOF
IBAer006 A. caviae 0,00+0,00" IBAerl15 A. hydrophila 1,00+0,00°"
IBAer007 A. hydrophila 0,00+0,00" IBAerl16 A. hydrophila 1,00+0,00°"
IBAer008 A. caviae 1,20:£0,00°F IBAerl17 A. hydrophila 1,10+0,14"F
IBAer009 A. caviae 1,20:£0,00°F IBAer119 A. hydrophila 4,25+0,00*
IBAer010 A. sobria 3,62+0,18" IBAer120 A. hydrophila 1,00+0,00°"
IBAer011 A. trota 1,70+0,06¢ IBAerl41 A. caviae 0,00+0,00"
IBAer012 A. hydrophila 1,25+0,00"F IBAer142 A. caviae 0,00+0,00"
IBAer013 A. hydrophila 1,25+0,00"F IBAerl44 A. hydrophila 4,25+0,00*
IBAer014 A. encheleia 1,25+0,12°PF IBAerl45 A. hydrophila 1,00+0,00°"
IBAer015  A. veronii var. sobria 0,00+0,00" IBAer146 A. caviae 0,00+0,00"
IBAer016 A. eucrenophila 0,00+0,00" IBAerl50 A. hydrophila 1,12+0,18"F
IBAer017  A. allosaccharophila 0,00+0,00" IBAerl51 A. hydrophila 1,00+0,00°F
IBAer101 A. hydrophila 3,75+0,18"P IBAerl53 A. caviae 1,00+0,00°F
IBAer102 A. caviae O,OOﬂ:O,OOF IBAerl155 A. caviae O,OOﬂ:O,OOF
IBAer103 A. hydrophila 1,25+0,00°F IBAerl57 A. hydrophila 0,00+0,00"
IBAer105 A. caviae 1,1240,18"F IBAer158 A. hydrophila 1,66+0,18P
IBAer106 A. hydrophila 1,35+0,21°PF IBAer159 A. caviae 0,00+0,00"
IBAerl07 A. caviae 1,120,18"F IBAerl65 A. trota 1,40+0,20PF
IBAer109 A. hydrophila 0,00+0,00" IBAerl67 A. hydrophila 1,25+0,00"F

* Atividade relativa = [Didmetro do Halo/Didmetro da Coldnia]. ' Médias seguidas pela mesma letra nio
indicam diferenga significativa de acordo com o teste de Tukey’s (p=0,05).

Com o intuito de avaliar possiveis diferengas no tempo de expressdo e/ou

secrecao destas enzimas, 0os mesmos isolados foram mantidos sob as mesmas condi¢oes

de incubacdo e as atividades extracelulares foram novamente avaliadas apos 48 h. Os

resultados observados na Tabela 9 permitiram constatar que alguns isolados que

exibiram auséncia de atividade com 24 h (IBAer001, IBAer006, IBAer007, IBAer109,

IBAerl55, IBAer157 e IBAerl59), apresentaram halo de degradacdo de DNA apds 48 h
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de incubagdo. Entretanto, os isolados IBAer003, IBAer004, IBAer005, IBAer015,

IBAer016, IBAer017, IBAerl02,

[BAerl14,

IBAerl4l1,

IBAer142 e 1BAerl46,

continuaram exibindo auséncia de atividade DNasica, mesmo apos 48 h de incubagao.

Tabela 9. Atividade DNasica relativa em placas de DNAse Test Agar ap6s 48 h.

Atividade Atividade
L 3. L. DNasica . L. DNasica
Codigo Espécie Relativa em Cédigo Espécie Relativa em
Placas (48 h)*! Placas (48 h) *'
IBAer001 A. sobria 1,00+0,00¢ IBAerl10 A. sobria 1,57+0,03""
IBAer002 A. hydrophila 4,30+0,14® IBAerl11 A. hydrophila 1,17+0,035¢
IBAer003 A. ichthiosmia 0,00:£0,00" IBAerl12 A. hydrophila 1,17+0,035¢
IBAer004 A. media 0,00+0,00" IBAerl13 A. hydrophila 1,400,149
IBAer005 A. salmonicida O,OOﬂEO,OOH IBAerl14 A. hydrophila O,OOﬂEO,OOH
IBAer006 A. caviae 1,37+0,175¢ IBAerl15 A. hydrophila 1,22+0,035¢
IBAer007 A. hydrophila 1,12+0,17°¢ IBAerl16 A. hydrophila 1,25+0,075¢
IBAer008 A. caviae 1,70+0,14"F IBAerl17 A. hydrophila 1,45+0,075¢
IBAer009 A. caviae 1,55+0,075¢ IBAer119 A. hydrophila 5,30+0,14*
IBAer010 A. sobria 5,00+0,00" IBAer120 A. hydrophila l,OOﬂEO,OOG
IBAer011 A. trota 2,57+0,24¢ IBAerl41 A. caviae 0,00+0,00"
IBAer012 A. hydrophila 1,25+0,005"¢ IBAer142 A. caviae 0,00:£0,00"
IBAer013 A. hydrophila 1,40+0,005"¢ IBAerl144 A. hydrophila 5,10+0,14*
IBAer014 A. encheleia 1,41+0,125¢ IBAer145 A. hydrophila 1,22+0,035¢
IBAer015  A. veronii var. sobria 0,00:£0,00" IBAerl46 A. caviae 0,00+0,00"
IBAer016 A. eucrenophila 0,00:£0,00" IBAer150 A. hydrophila 1,22+0,035¢
IBAer017 A. allosaccharophila O,OOﬂEO,OOH IBAerl51 A. hydrophila 1 ,OOiO,OOG
IBAer101 A. hydrophila 4,900, 14* IBAer153 A. caviae l,OOﬂEO,OOG
IBAer102 A. caviae 0,00+0,00" IBAerl55 A. caviae 1,25+0,005¢
IBAer103 A. hydrophila 1,62+0,175¢ IBAerl57 A. hydrophila 1,25+0,005¢
IBAer105 A. caviae 1,25+0,355¢ IBAer158 A. hydrophila 1,66+0,18°%F
IBAer106 A. hydrophila 2,1 5ﬂ:0,49CD IBAer159 A. caviae 1, 14ﬂ:0,00FG
IBAer107 A. caviae 1,37+0,325¢ IBAerl65 A. trota 1,40+0,005¢
IBAer109 A. hydrophila 1,00+0,00¢ IBAerl67 A. hydrophila 1,37+0,035¢

* Atividade relativa = [Didmetro do Halo/Didmetro da Coldnia]. ' Médias seguidas pela mesma letra nio
indicam diferenga significativa de acordo com o teste de Tukey’s (p=0,05).

De um modo geral, 77,1% das bactérias avaliadas apresentaram atividade
DNasica em placas apds 48h de incubacdo. Dentre os isolados de A. hydrophila
avaliados, 96% apresentaram atividade DNasica em placas apds 48 h de incubagdo,
enquanto que para A. caviae, halos de degradagdo de DNA foram observados em 81,8%
dos isolados. Considerando as espécies A. sobria e A. trota, 100% dos isolados
apresentaram atividade apo6s 48 h de incubacdo. As maiores atividades relativas foram

observadas para trés isolados de A. hydrophila (IBAer119, IBAer144, IBAer101) e um
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isolado de A. sobria (IBAer010), conforme demonstrado na Tabela 9.

Variagdes na atividade DNasica, ou mesmo a auséncia de atividade em algumas
linhagens, foram previamente evidenciado por Abbott et al. (2003) e por Castro-
Escarpulli et al. (2003), em estudo envolvendo isolados clinicos e ambientais de
Aeromonas spp. No estudo realizado por Abbott et al. (2003), que avaliou a frequéncia
de distintos fatores de viruléncia, entre eles nucleases, em diferentes espécies de
Aeromonas, foi possivel observar uma ampla variagdo no percentual de detec¢ao das
atividades DNasicas entre as 14 espécies avaliadas. Dentre as espécies com maior
frequéncia na producdo de DNases extracelulares em placas se destacaram A.
hydrophila, A. trota e A. encheleia, com atividades detectadas em 100% dos isolados,
seguidos por A. jandaei e A. caviae com atividades detectadas em 93% dos isolados. Ja
nos estudos realizados por Castro-Escarpulli et al. (2003), o qual, avaliou a ocorréncia
de fatores de viruléncia entre 82 isolados de cinco diferentes espécies de Aeromonas,
sendo elas, A. hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A. veronii biovar. sobria, ¢ A.
Encheleia, foi possivel constatar que 100% dos isolados, independente da espécie,
apresentaram atividade DN4ésica em placas. Por outro lado, um estudo realizado por Chu
et al. (2013), envolvendo 24 isolados de A. hydrophila, permitiu evidenciar atividade
DNasica em placas em apenas 50% das bactérias avaliadas.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, a deteccao de atividade DNasica
apenas apos 48 h de cultivo em alguns isolados, pode representar expressao ou secre¢ao
tardia destas enzimas, especialmente considerando que o crescimento de todos os
isolados foi muito semelhante. O fato de que alguns isolados ndo apresentaram
atividades DNasicas mesmo ap6s 48 h, pode estar relacionados a ineficiéncia no sistema
de secregdo destas enzimas nas condigdes testadas ou mesmo a caracteristicas genéticas

inerentes ao proprio isolado. O método de screening em placas para avaliagdo da
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atividade DNasica se mostrou eficiente. No entanto, as condi¢des de cultivo e o periodo
de avaliagao devem ser considerados.

Apesar de estudos avaliando a atividade DNaésica extracelular em Aeromonas
spp. serem relativamente comuns, nenhum trabalho prévio avaliou a variagdo no tempo

de expressao e/ou secre¢ao destas enzimas em placas nestas bactérias.

5.2 Quantificacido da atividade DNasica extracelular de Aeromonas spp.

Visando complementar a andlise de atividade DN4sica extracelular, foi realizada
a quantificacdo da atividade DNasica de extratos extracelulares brutos obtidos a partir
do sobrenadante de cultivo apos crescimento dos 48 isolados de Aeromonas em meio
LB a 37°C com agitacao constante por 20 h.

Conforme mostram os resultados da Tabela 10, ampla e significativa variagdo
entre isolados foi observada na atividade DNasica sobre DNA de esperma de salmao,
sendo a maior atividade de 48,25 U.mL". min"' para o isolado IBAer007 de A.
hydrophila e a menor atividade 1,50 U.mL". min™ para o isolado IBAerl56 de A.
caviae. Atividades elevadas também foram observadas para os isolados IBAer016,
IBAer001, IBAer010, IBAerl44, IBAerl19 e IBAer002 (Tabela 10). Apesar das
DNases extracelulares serem consideradas fatores de viruléncia em Aeromonas spp.
(Castro-Escarpulli er al. 2003, Chu et al. 2013), ndo foram constatadas diferencas
quantitativas significativas na atividade DNasica total entre isolados clinicos e
ambientais. Apesar disso, quando considerados os isolados que apresentaram atividades
superiores a 20 U.mL™". min™', a maior parte consiste em isolados de origem ambiental,
sugerindo um papel predominantemente nutricional ou de prote¢do a entrada de DNA

exogeno destas enzimas para estas bactérias em particular.
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Tabela 10. Quantificacao da atividade DNasica de extratos extracelulares sobre DNA
de esperma de salmao para 48 isolados de Aeromonas spp.

Cédigo Espécie Atividade1 DNa’lslica1 Cédigo Espécie Atividade1 DNéslical
U.mL™. min U.mL™. min

IBAer001 A. sobria 31,33+2,12° IBAerl10 A. sobria 18,75+1,29F
IBAer002 A. hydrophila 23,25+0,82°F IBAerl11 A. hydrophila 9,751,065 KL
IBAer003 A. ichthiosmia 8,25+0,59"KIMN 1 TBAer] 12 A. hydrophila 12,58+0,12¢
IBAer004 A. media 5,92+0,11"VNOPRST | 1B Aer]13 A. hydrophila 3,75+0,35PQRSTY
IBAer005 A. salmonicida 7,08+2,00"KIMNOPQ | TBAer114 A, hydrophila 18,58+0,12F
IBAer006 A. caviae 6,66-£0,47-MNOPARS 1 TR Aer] 15 A. hydrophila ~ 5,42+0,12MNOPQRSTU
IBAer007 A. hydrophila 48,25+0,59* IBAerl16  A. hydrophila 11,33+1,18"
IBAer008 A. caviae 6,75+0,12K-MNOPQR 1 TR Aer] 17 A. hydrophila 18,16+0,94"
IBAer009 A. caviae 6,661,651 MNOPRS | TBACr]19 A. hydrophila 24,08+0,12°
IBAer010 A. sobria 29,67+0,23° IBAer120 A. hydrophila 9,42-+0,35CHIKE
IBAer011 A. trota 4,75+0,12NOPRSTU | TBAer141 A. caviae 3,42+0,12KR8TY
IBAer012 A. hydrophila 7,17+0,70"KIMNOPQ | 1B Aer142 A. caviae 2,00+1,17™
[BAer013 A. hydrophila 4,00+0,23°PRSTV | 1BAerl44  A. hydrophila 25,83+1,41°F
IBAer014 A. encheleia 9,75+0,35 KL IBAerl145 A. hydrophila 11,00+0,71°H!
IBAer015  A. veronii var. sobria 8,92+0,359"KIM 1 IBAer146 A. caviae 7,6620,47"HKIMNOP
IBAer016 A. eucrenophila 43,66+2,36" IBAerl50  A. hydrophila 7,750, 1 2HHKLMNO
IBAer017  A. allosaccharophila 3,08+0,8275™Y IBAerl51 A. hydrophila 2,33+0,23"™
IBAerl01 A. hydrophila 18,33+2,36" IBAerl53 A. caviae 2,75+0,125™
IBAerl102 A. caviae 8,00+0,23"KIMN 1 B Aer155 A. caviae 3,420,359V
IBAerl03 A. hydrophila 12,66+0,23¢ [BAerl57 A. hydrophila 4,33+0,23NOPQRSTU
IBAer105 A. caviae 10,25+1,06°1K IBAerl58 A. hydrophila 2,50+0,23™
IBAer106 A. hydrophila 6,83:+0,47"KIMNOPQR | 1B Aer]59 A. caviae 1,50+0,24Y
IBAer107 A. caviae 33,08+0,11° IBAer165 A. trota 3,910,607 RSV
IBAer109 A. hydrophila 10,75+2,00° IBAerl67 A. hydrophila 3,08+0,60"5™V

"Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey’s
(»=0,05).

Visando a verificar a existéncia de nucleases termoestaveis em Aeromonas spp.,
os extratos extracelulares dos 48 isolados foram submetidos a um tratamento térmico de
100°C por 10 min. e posteriormente suas atividades DNésicas foram avaliadas. De
acordo com os resultados mostrados na Tabela 11, todos os isolados apresentaram uma
reducdo na atividade DNésica, ap6s o tratamento térmico. No entanto, a maior atividade
DNasica ap6s o tratamento térmico foi observada para o isolado de A. hydrophila
[BAerl19 com 14,08 U.mL'. min™, correspondendo a 58,47% de atividade
remanescente. Além disso, os isolados de A. hydrophila 1BAer002 e A. sobria
IBAer010 também demonstraram elevada atividade DNéasica apds o tratamento térmico

1

com valores de 11,42 UmL"'. min' e 12,50 UmL'. min , € com atividades

remanescentes da ordem de 49, 12% e 42,13%, respectivamente.
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Tabela 11. Quantificacdo da atividade DNasica de extratos extracelulares apos
aquecimento, sobre DNA de esperma de salmao para 48 isolados de Aeromonas spp.

Cadigo Espécie AtiVidadﬁ DN‘éiical Cadigo Espécie AtiVidadﬁ DN‘éiical
U.mL™". min U.mL™". min
IBAer001 A. sobria 5,83+0,47°°PFF IBAerl10 A. sobria 4,33+],65°PFFCHT
[BAer002 A. hydrophila 11,42+1,76* [BAerl11 A. hydrophila 3,08+0,35CPEFGHI
IBAer003 A. ichthiosmia 5,8340,23BCPEF IBAerl12  A. hydrophila 0,92+0,12"
IBAer004 A. media 2,42+0,59PFF9HY 1 IBAer113  A. hydrophila 2,080,127
IBAer005 A. salmonicida 4,50:£1,17°PEFSHL 1 IBAer114  A. hydrophila 1,75+0,12""
IBAer006 A. caviae 3,08+1,53PEFGHI | 1B Aer]15 A. hydrophila 2,25+1,305FH
IBAer007 A. hydrophila 7,08+1,76° IBAerl16  A. hydrophila 6,252,955
IBAer008 A. caviae 0,91+0,12" IBAerl17 A. hydrophila 3,58-£0,82BCPEFGHI
IBAer009 A. caviae 4,50+0,475CPEFGHL | TBAer119 A. hydrophila 14,08+0,12%
IBAer010 A. sobria 12,50+0,70* IBAer120 A. hydrophila 4,08+0,35BCPEFGHI
IBAer011 A. trota 2,92+0,35PFFOHU 1 TR Aer141 A. caviae 1,33+0,23"
IBAer012 A. hydrophila 4,25+0,59BCPEFGHL | 1B Aer142 A. caviae 1,08+0,12"
IBAer013 A. hydrophila 1,4240,59" IBAerl44 A. hydrophila 6,00:£0,475PF
IBAer014 A. encheleia 1,08+0,12" IBAerl145 A. hydrophila 3,83:£0,47CPEFGHU
IBAer015  A. veronii var. sobria 3,25+0,13PFFOHU 1 IBAer146 A. caviae 5,58+0,12BCPFFG
IBAer016 A. eucrenophila 6,08+0,125° IBAerl50  A. hydrophila 3,08+1,06°PEFOHI
IBAer017  A. allosaccharophila 1,00+0,47™ IBAerl51 A. hydrophila 0,92+0,35"
IBAerl01 A. hydrophila 4,75+1,53BPFFGH | 1B Aer153 A. caviae 0,92+0,12"
IBAerl102 A. caviae 1,75+0,59™ IBAerl55 A. caviae 1,75+0,35™
IBAer103 A. hydrophila 3,92+0,59BCPEFGHI | 1B Aer157 A. hydrophila 0,83+0,23"
IBAer105 A. caviae 1,50+0,47"" IBAerl58 A. hydrophila 1,66+0,35"
IBAer106 A. hydrophila 2,92+0,12CPFFSHI 1 1B Aer159 A. caviae 0,42+0,35'
IBAer107 A. caviae 2,92+0,59PEFGHI | 1B Aer165 A. trota 2,000,941
IBAer109 A. hydrophila 3,42+1,53BCPEFGHI | 1B Aer167 A. hydrophila 1,33+0,94™

"Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey’s
(»=0,05).

Para os isolados IBAer007, IBAer001, IBAerl44 e IBAer016, os quais

apresentavam uma elevada atividade DNasica em extratos extracelulares brutos ndo

tratados termicamente, uma consistente queda na atividade foi observada para extratos

tratados termicamente (Tabela 10 e 11). Estas variagdes nas atividades podem estar

relacionadas a presenca de DNases termoestaveis especificas ou a presenca de DNases

com grande capacidade de re-folding apdés o tratamento térmico. Embora DNases

termoestaveis, tenham sido identificadas em S. aureus (Tang et al., 2008), nenhum

trabalho prévio foi realizado objetivando caracterizar a atividade de DNases

extracelulares termoestaveis ou ndo em Aeromonas spp. ou qualquer outra bactéria

tornando dificil a comparacdo dos resultados obtidos.
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5.3 Avaliacdo da variabilidade nos repertérios de DNases extracelulares de

Aeromonas spp.

Em virtude da auséncia de estudos comparativos relacionados a identificacao de
DNases extracelulares em Aeromonas spp., passamos a avaliar a diversidade destas
enzimas nos 48 isolados de distintas espécies de Aeromonas por meio de zimogramas.
Para tanto, os isolados foram crescidos em meio LB (20 h) e seus extratos brutos
extracelulares foram submetidos a separagdo eletroforética em géis de poliacrilamida
com gradiente de 8-15% e polimerizados com DNA de esperma de salmio e corados
com brometo de etidio.

Considerando todos os isolados avaliados, os zimogramas permitiram a
identificacdo de pelo menos seis bandas correspondendo a proteinas com massas
moleculares estimadas entre 22 ¢ 119 KDa, com grande diversidade entre espécies,

conforme pode ser apreciado no exemplo da Figura 2.

119 KDa
103 KDa \
85 KDa -
70 KDa -
32 KDa -
22 KDa -
i

Figura 2. Perfis de DNases extracelulares obtidos em géis de poliacrilamida utilizando

DNA de esperma de salmdo como substrato para isolados representativos de Aeromonas
spp. 1- IBAer001, 2- IBAer002, 3- IBAer005, 4- IBAer009, 5- IBAer010, 6- IBAer103,
7- IBAer158, 8- IBAer119 ¢ 9- IBAer144.
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Levando em consideragdo apenas os 23 isolados de A. hydrophila, a avaliagdo
dos zimogramas permitiu a identificacdo de sete diferentes perfis de DNases. O
primeiro perfil é caracterizado pela presenca de bandas correspondentes a enzimas com
massas moleculares de aproximadamente 22 e 85 KDa, ambas com atividades
pronunciadas. Neste perfil enquadraram-se 30,4% dos isolados de A. hydrophila, sendo
assim o perfil com maior representatividade para a espécie. O segundo perfil ¢
caracterizado pela presenca de bandas correspondente a enzimas com massas
moleculares aparentes de 22, 85, 103 e 119 KDa, verificando uma maior atividade
DNaésica para a banda de 85 KDa. Ja o terceiro perfil caracteriza-se pela presencga de
bandas com massas moleculares de aproximadamente 22, 32, 70, 85, 103 ¢ 119 KDa,
sendo a banda com 32 KDa variavel entre os isolados e as bandas de 22 e 85 KDa,
aparentando maiores atividades. O quarto perfil € caracterizado pela presenca de bandas
com massas moleculares de aproximadamente 22, 70, 85 ¢ 103 KDa, sendo esta ultima
banda, variavel entre os isolados, € assim como anteriormente, as maiores atividade
evidenciadas nas bandas de 22 e 85 KDa. Por sua vez, o quinto perfil ¢ caracterizado
pela presenga de bandas com massas moleculares aparentes de 22, 32, 85 ¢ 103 KDa,
sendo as bandas de 32 e 85 KDa as que apresentam maior atividade. O sexto perfil é
bastante semelhante ao quinto, entretanto, ele caracteriza-se pela presenga apenas de
bandas com massas moleculares de aproximadamente 22, 85 e 103 KDa. Por fim, o
sétimo perfil de atividade DNasica ¢ caracterizado pela presenca de bandas com massas
moleculares aparentes de 85 ¢ 119 KDa e ¢ representado por um unico isolado de A.
hydrophila. A comparacao dos resultados obtidos torna-se um tanto dificil em virtude
da inexisténcia de trabalhos avaliando a diversidade de DNases em Aeromonas spp., no
entanto, a variacdo em perfis de DNases entre dois isolados de A. hydrophila, incluido

bandas de pesos moleculares semelhantes aos do presente trabalho, foram obtidos em
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estudos realizados por Dodd & Pemberton (1996) e Nam et al. (2004).

De acordo com os resultados, todos os isolados clinicos e ambientais de A.
hydrophila apresentaram uma DNase de massa molecular aparente de 85 KDa. Além
disso, com excecao de um unico isolado (IBAer103), todos os demais representantes de
A. hydrophila também apresentaram uma DNase de massa molecular aparente de 22
KDa. Estes resultados sugerem que estas enzimas (85 KDa e 22 KDa) apresentam uma
elevada importancia para estas bactérias.

Para A. caviae, quatro perfis de DNases foram estabelecidos. O primeiro perfil €
caracterizado pela presenga de bandas correspondentes a enzimas com massa molecular
de aproximadamente 22, 85 ¢ 103 KDa, sendo a banda de 103 KDa variavel entre os
isolados, e com atividades elevadas para as bandas de 22 e 85 KDa. Neste perfil
enquadram-se 58,3% dos isolados de A. caviae sendo assim o perfil com maior
representatividade para a espécie. O segundo perfil é caracterizado pela presenca de
bandas com massa molecular aparente de 22, 85, 103 e 119 KDa, sendo novamente a
banda de 103 KDa variavel entre os isolados, € com atividades elevadas para as bandas
de 22 e 85 KDa. J4 o terceiro perfil ¢ caracterizado pela presenca de bandas com massa
molecular de aproximadamente 22, 103 e¢ 119 KDa, enquanto que o quarto perfil
caracteriza-se pela presenga de uma Unica banda com massa molecular aparente de 85
KDa.

Com a exce¢dao de um Unico isolado correspondente a A. media (IBAer004) o
qual ndo apresentou bandas detectdveis em gel, as demais espécies de Aeromonas
avaliadas apresentaram perfis DNases compativeis com os verificados em A. hydrophila
evidenciando elevada diversidade intra e interespecifica de DNases extracelulares no

género Aeromonas.
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A andlise de agrupamentos (UPGMA) baseada nos zimogramas permitiu a

separacao de cinco grupos com ponto de corte arbitrario em 0,60 (Figura 3).

Baixa atividade DNasica IBAer001-A sobr

R TR - IBAer003-A"icht
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Figura 3. Andlise de agrupamento (UPGMA) baseado no perfil de atividade DNasica
de Aeromonas spp.. Esquema das bandas e suas massas moleculares estimadas. Bandas
de coloracao diferente indicam diferengas nas intensidades das atividades. *A. veronii
var. sobria.

O maior grupo foi formado por 23 isolados correspondendo a 10 isolados de A.

hydrophila, cinco isolados de A. caviae, trés isolados de A. sobria, e os isolados de A.
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ichthiosmia, A. trota, A. encheleia, A. veronii var sobria ¢ A. eucrenophila. O segundo
grupo foi formado por nove isolados correspondendo a quatro isolados de A.
hydrophila, dois isolados de A. caviae ¢ os isolados de A. sobria, A. allosaccharophila,
e Aeromonas sp. O terceiro grupo foi formado por 12 isolados, sendo este grupo,
representado por oito isolados de A. hydrophila e quatro isolados de A. caviae. Ja o
quarto grupo foi formado por dois isolados, um correspondendo a A. caviae e outro de
A. salmonicida, enquanto que o quinto grupo foi formado por um unico representante de
A. hydrophila.

De acordo com os resultados obtidos a partir da andlise de agrupamento
(UPGMA), nado foi possivel estabelecer relacdo de grupos espécie-especificos ou
especificos de isolados clinicos ou de isolados ambientais, evidenciando mais uma vez a
elevada diversidade intra e interespecifica de DNases extracelulares no género
Aeromonas spp.

A avaliacdo das areas de degradagdo correspondente a cada banda detectada nos
zimogramas foi realizada. O somatorio das areas de degradacdo em gel foram estimadas
para cada isolado empregando o programa CPAtlas 2.0. Os valores correspondentes ao
somatorio das areas das bandas de cada isolado esta representada na Tabela 12.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 12, as maiores areas de
degradacao foram detectadas nos isolados, IBAer119, IBAer010, IBAerl44 e
IBAer017. Enquanto que as menores areas de degradacdo foram detectadas nos isolados
IBAer003, IBAerll5, IBAerl55 e IBAerll4. Como mencionado anteriormente o
isolado IBAer004 nao apresentou bandas detectaveis em gel e portanto, foi excluido da

analise.
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Tabela 12. Somatoério das areas correspondentes as bandas de degradagdao em géis de
poliacrilamida co-polimerizados com DNA se esperma de salmao.

Cédigo Espéci Atigidade DNasica Cédi Espéci Atiyidade DNasica
specie Area (pixel)’ odigo specie Area (pixel)!

IBAer001 A. sobria 2593+78,48PFC IBAerl10 A. sobria 1386+296,98"HMNO
IBAer002 A. hydrophila 2262+123,03PEFGH IBAerl1l  A.hydrophila ~ 905+49,50NOFPQRSTU
IBAer003 A. ichthiosmia 193+12,02"Y IBAerl12  A.hydrophila  1026+83,44MNOPQRST
IBAer004 A. media ND IBAerl13  A. hydrophila 547411526 ®ST0V
IBAer005 A. salmonicida 1060+99,70MNOPRST | 1BAer114  A. hydrophila 265,433,230V
IBAer006 A. caviae 593427,58PARSTUV IBAerl15  A. hydrophila 242+0,00™
IBAer007 A. hydrophila 1908+186,67°FFSHUK | 1BAerl16  A. hydrophila 476,4£82,73RSTOV
IBAer008 A. caviae 1332+185,97%"MNOFQ | IBAer117  A. hydrophila  1187+0,00%-MNOPR
IBAer009 A. caviae 1131+48,79BKEMNOPQRS 1B Aer119  A. hydrophila 4647+588,314
IBAer010 A. sobria 3616,00+315,37" IBAerl20  A. hydrophila ~ 1908+103,24PFFCHIK
IBAer011 A. trota 872+45 2 5NOPQRSTU IBAerl41 A. caviae 1221+423,33K-MNOPQR
IBAer012 A. hydrophila 582+157,687 STV IBAerl142 A. caviae 990-189,50MNOPARSTU
IBAer013 A. hydrophila 4744107 485UV IBAerl44  A. hydrophila 3608,5+133,64°
IBAer014 A. encheleia 1854+156,98F L IBAerl45  A. hydrophila 2659+336,58°PF
IBAer015  A.veronii var. sobria  2363+357,09°PFF6H IBAer146 A. caviae 340,+45,965™
IBAer016 A. eucrenophila 2135+512,65PFFSHY | 1BAer150  A. hydrophila 975+0,00NOPQRSTU
IBAer017  A. allosaccharophila 2760+0,00¢ [BAerl51  A. hydrophila ~ 1220+0,00%-MNOPQR
IBAer101 Aeromonas sp. 19324265,16PFFSHUK | 1B Aer153 A. caviae 1606+0,00"<-MN
IBAer102 A. caviae 2486+279,30°PFFG IBAerl55 A. caviae 246+10,60™Y
IBAerl03 A. hydrophila 1015+63,64"MOPRSTU | 1B Aer157  A. hydrophila  1196+4,24<MNOPQR
IBAerl05 A. caviae 351,542,125V IBAerl58  A.hydrophila ~ 859+148,49°PQRSTV
IBAer106 A. hydrophila 1065,5+143,54 MNOPORST | B Aer]59 A. caviae 1808+2,82FGHIKLM
IBAer107 A. caviae 716+62,220PARSTUV IBAerl65 A. trota 2716+196,57°
IBAer109 A. hydrophila 2171+533,16°PFFSH | IBAer167  A. hydrophila  1350+0,00"<-VNOPQ

ND= Nio Detectado. ' Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenga significativa de acordo

com o teste de Tukey’s (p=0,05).

Dentre as seis bandas correspondentes as enzimas detectadas, a banda com

massa molecular de aproximadamente 32 KDa foi a que apresentou em média maior

area de degradacio, seguida pela banda de 85 KDa e pela banda de 22 KDa. No entanto,

a banda de 32 KDa apresentou uma menor frequéncia de ocorréncia (12,76%) entre

todos os 1solados avaliados. As bandas com massa molecular aparente de 22 e 85 KDa

foram as que apresentaram maior frequéncia entre os isolados com valores de 91,48 e

97,87%, respectivamente. As bandas com massa moleculares de aproximadamente 70,

103 e 119 KDa apresentaram areas de degradagdo menores em comparagao as demais

bandas, com reduzida frequéncia para banda de 70 KDa (17,02%) e frequéncias

intermediarias de 42,55 e 27,65% para bandas de 103 e 119 KDa (Figura 4).
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Figura 4. Média da area correspondente a cada banda e sua frequéncia de distribuicdo
entre os isolados avaliados.

Dentre as bandas identificadas nos zimogramas, a banda de 119 KDa apresentou
massa molecular compativel com uma nuclease designada como NucH (114 KDa)
descrita por Dodd & Pemberton (1996), em um isolado de A. hydrophila JIMP636. Ja a
banda de 103 KDa, pode representar uma variagdo de NucH inerente a uma
desnaturacdo ou renaturagdo parcial relacionada ao SDS presente nos géis, o qual pode
influenciar na conformacdo final da enzima. Além disso, nucleases carregadas
positivamente podem realizar ligagdes iniciais com o substrato negativamente carregado
presente no gel, refletindo em multiplas bandas para uma mesma enzima.

Em sistemas de eletroforese nativa a formag¢ao de complexos entre nucleases e
outras proteinas, ou irrelevantes modificacdes na carga, devido, por exemplo, a
desaminacdes, podem gerar mais de uma banda de atividade para uma mesma enzima
(Rosenthal & Lacks, 1977). A banda com massa molecular estimada em 85 KDa
corresponde a uma nuclease com tamanho molecular similar ao observado por Dodd &

Pemberton (1996, 1999). Uma busca criteriosa no banco de dados do NCBI (National
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Center for Biotechnology Information) permitiu identificar uma nuclease com massa
molecular compativel (~75 KDa), designada como Aha3441, em diversos isolados de
Aeromonas spp., indicando tratar-se desta enzima em particular. Considerando a
atividade em géis de zimogramas, a banda com massa molecular estimada em 70 KDa
pode representar uma parcial degradagao de Aha3441 ocasionada pela agdo de proteases
especificas. Este fato ja foi reportado em extratos brutos de Diplococcus pneumonie
(Rosenthal & Lacks, 1977). Em Aeromonas spp., uma grande quantidade de proteases
com atividades sobre diversos tipos de substratos foram reportadas (Zacaria, 2009),
indicando a possibilidade de este fato ocorrer de forma similar em algumas bactérias
deste género. Além disso, uma busca exaustiva no banco de dados do NCBI ndo
permitiu identificar nenhuma nuclease com massa molecular compativel a aquela
observada nos géis para espécies do género Aeromonas.

A banda com massa molecular estimada em 32 KDa apresenta tamanho
molecular compativel com uma DNase observada por Dodd & Pemberton (1996, 1999),
em um isolado de A. hydrophila JMP636. No entanto, esta DNase nao foi caracterizada
e buscas realizadas no banco de dados do NCBI baseadas nos genomas completamente
sequenciados de Aeromonas disponiveis nao permitiram identificar nenhuma nuclease
com massa molecular compativel ou com caracteristicas condizentes com a atividade
observada nos g¢€is, indicando tratar-se de uma DNase ainda desconhecida.

Considerando sua elevada atividade e baixa frequéncia de ocorréncia entre os
isolados de Aeromonas spp. analisados, esta DNase pode tratar-se de uma nova enzima
com origem plasmidial ou mesmo uma DNase proveniente de um elemento de
integracdo presente apenas em alguns isolados. Um elemento de integragdo denominado
CJIE1 foi descrito em Campylobacter jejuni. Dentre os 32 genes de interesse contidos

em CJIEI, 16 foram anotados como genes codificadores de proteinas relacionadas a
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fagos, 12 genes foram anotados como proteinas hipotéticas, trés genes foram anotados
como genes codificadores de proteinas com dominios conservados € um gene foi
anotado como um gene codificando para uma DNase extracelular, o qual foi relacionado
com a inibicdo de transformagdes naturais em Campylobacter jejuni (Gaasbeek et al.
2009). Esta DNase extracelular apresentou elevada similaridade a nivel proteico com a
DNase conhecida como Dns de A. hydrophila.

Bactérias do género Aeromonas possuem muitas caracteristicas que sdo comuns
em outras bactérias Gram-negativas naturalmente competentes tais como, pili tipo IV
(Barnett et al., 1997), sistema de secrecao tipo III (Wiesner et al., 2003), e capacidade
de formacao de biofilme (Kirov ef al., 2004). O completo sequenciamento do genoma
de A. hydrophila ATCC7966 indicou a presenga de uma proteina competente/ dano-
induzido CinA e de uma proteina relacionada a internalizagdo de DNA denominada
ComEC/Rec2 (Seshadri et al., 2006).

Um estudo realizado por Huddleston et al. (2013) confirmou que bactérias do
género Aeromonas sao aptas a adquirir competéncia de forma natural tornando possivel
a integracdo de genes provenientes de outros organismos. Além disso, uma série de
plasmideos e transposons contendo genes de resisténcia a antibidticos e outras enzimas
consideradas como fatores de viruléncia foram encontrados em isolados clinicos e
ambientais de Aeromonas spp. (Rodhes et al., 2000). Este conjunto de fatos indica a
possibilidade de transferéncia genes entre diferentes géneros bacterianos tornando
possivel que o fendmeno evidenciado em C. jejuni também possa ocorrem em bactérias
do género Aeromonas. No entanto, cabe ressaltar que estudos especificos devem ser
realizados a fim de corroborar esta hipotese.

Por fim, a banda com massa molecular estimada em 22 KDa apresenta tamanho

molecular compativel com uma nuclease designada como Dns (25 KDa) descrita por
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Chang et al. (1992), Dodd & Pemberton (1996) e Nam et al. (2004) nos isolados CHC-
1, JIMP636 ¢ ATCC14715 de A. hydrophila.

Muitos sao os métodos empregados para detectar e/ou quantificar a atividade de
DNases extracelulares. Na analise de zimogramas ¢ possivel uma avaliagdo semi-
quantitativa direta da atividade das varias enzimas com atividade nucleésica (Rosenthal
& Lacks, 1977, Muro-Pastor et al. 1992), enquanto que métodos espectrofotométricos
permitem uma avaliagdo quantitativa da atividade nucledsica total, baseada na
quantidade de acidos nucléicos soluveis liberados a partir da hidrolise de moléculas de
DNA ou RNA (Kunitz, 1950). A analise em placas também ¢ considerada um método
eficiente para a deteccdo e avaliagdo qualitativa de nucleases extracelulares (Kageyama,
1970, Lachica et al., 1972).

As correlacdes entre a atividade DNasica extracelular detectada nos
zimogramas, atividade = DNésica  extracelular  quantitativa  avaliada  por
espectrofotometria, e atividade DNasica extracelular avaliada em placas (DNase Test
Agar) foram estabelecidas de forma independente. Para a andlise foram comparadas a
soma das areas de degradacdo das DNases extracelulares obtidas em géis empregando
DNA de esperma de salmdo como substrato, as atividades DNasica extracelulares
quantitativas obtidas mediante avaliagdo espectrofotométricas ¢ a relagao entre o
diametro das colonias e o halo de degradacdo de DNA avaliado em placas de DNAse
Test Agar, apos 48 h de incubacao.

A anélise de correlagdo entre a atividade avaliada nos zimogramas e a atividade
quantitativa estabelecida por espectrofotometria, indicou uma correlagdo positiva de

0.681 em um nivel de significancia de p=0,01 (Figura 5).
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Figura 5. Relacdo entre a atividade quantitativa (espectrofotométrica - U/mL/min) e
pelo somatorio das areas (pixel) das bandas (zimogramas). Linhas tracejadas e normais

paralelas a regressao indicam intervalo de confianga de 95 e 99%, respectivamente.

Cabe ressaltar que os isolados IBAer007 e IBAerl19 foram excluidos desta
analise em virtude da elevada atividade quantitativa observada para o isolado IBAer007
e pela elevada area de degradagdo observada para o isolado IBAer119, as quais fogem
da linearidade. E importante considerar que o isolado IBAer007 apresenta uma elevada
atividade quantitativa (48,25 U/mL/min), ¢ uma mediana atividade de degradagdo em
zimogramas (area=1908 pixel) sendo a maior parte desta atividade (86,5%), atribuida a
uma DNase com massa molecular aparente de 85 KDa. Por outro lado, o isolado
IBAerl119 apresenta uma moderada/alta atividade quantitativa (24,08U/mL/min) e uma
elevada atividade de degradacdo em zimogramas (area=4647 pixel) com destaque para
DNases com massas moleculares aparentes de 22 e 32 KDa, as quais correspondem a
73,4% da atividade total detectada em géis. Com base nestes resultados, acredita-se que
a DNase com massa molecular aparente de 85 KDa, apresente uma menor capacidade

de difusdo em géis de zimograma em comparacao as DNases de 22 e 32 KDa, refletindo
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em uma area de degradagao menor. Por outro lado, a elevada area de degradacao em
zimogramas observados em IBAerl19, pode refletir uma maior capacidade de difusao
das DNases de menor massa molecular resultando consequentemente em maiores areas
de degradagao, as quais fogem da linearidade da avaliagao.

A analise comparativa entre a atividade quantitativa estabelecida por
espectrofotometria e a atividade semi-quantitativa estabelecida em placas de DNase
Test Agar apos 48 h de incubagdo, indicaram uma correlacdo positiva de 0.699 a um

nivel de significancia de p=0,01 (Figura 6).
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Figura 6. Relagdo entre a atividade quantitativa (espectrofotométrica - U/mL/min) e
atividade semi-quantitativa (placas de DNase Test Agar). Linhas tracejadas e normais

paralelas a regressdo indicam intervalo de confianga de 95 e 99%, respectivamente.

Para esta analise quatro isolados (IBAer001, IBAer007, IBAer016 e IBAer107)
foram excluidos em virtude de apresentar uma elevada atividade quantitativa e reduzida
ou fraca atividade em placas mesmo apds 48 h de incubacdo. Este fato pode estar

relacionado aos diferentes condi¢des de incubagao e cultivo inerentes a cada sistema de
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avaliacdo. Além disso, em sistemas so6lidos a area de superficie de contato entre o meio
de cultivo e a célula bacteriana ¢ menor em comparacao a sistemas liquidos, podendo
refletir em uma menor eficiéncia na secrecdo destas enzimas para o meio extracelular,
dificultando sua detec¢ao em meio solido. Por fim, analise comparativa entre a atividade
avaliada nos zimogramas e a atividade semi-quantitativa estabelecida em placas de
DNAse Test Agar apos 48h de incubacao indicaram uma correlagdo positiva de 0.630 a
um nivel de significdncia de p=0,01 (Figura 7). Da mesma forma que anteriormente,
dois isolados (IBAer015 e IBAer016) foram excluidos da andlise em virtude de
apresentarem uma elevada atividade em géis de zimograma e nenhuma atividade
detectada em placas de DNAse Test Agar, mesmo apo6s 48h de incubacgdo. Este fato
pode estar relacionado a uma produgao e secrecao diferencial destas enzimas em virtude

das condigoes de cultivo distintas empregadas neste sistema de avaliagao.
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Figura 7. Relagdo entre a atividade semi-quantitativa (placas de DNase Test Agar) € o

somatorio das areas (pixel) das bandas (zimogramas). Linhas tracejadas e normais

paralelas a regressao indicam intervalo de confianga de 95 e 99%, respectivamente.
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Com base nos resultados obtidos referentes as correlagdes estabelecidas entre os
sistemas de detecgdo e avaliacdo de DNases pode-se constatar uma elevada congruéncia
entre os métodos empregados neste estudo indicando que ambos os testes apresentam

um bom desempenho na avaliagao de DNases extracelulares em Aeromonas.

5.4 Estabilidade térmica de DNases extracelular empregando zimogramas

Para esta avaliagdo quatro isolados correspondendo a A. sobria IBAer010 (I0C),
A. hydrophila IBAer012 (ATCC7966), e a duas A. hydrophila IBAer112 e 119, foram
selecionados com base em seu diferentes perfis de DNases.

A avaliagao realizada para o isolado IBAer010 permitiu a identificagdo de quatro

DNases com massas moleculares aparentes de 22, 32, 85 e 103 KDa, confirmando os

resultados obtidos anteriormente (Figura 8).
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Figura 8. Perfil de zimograma em rela¢do aos diferentes tempos de tratamento térmico a
100°C do extrato extracelular de IBAer010 (A). Grafico representando o percentual de

atividade remanescente de cada DNase apos o tratamento térmico a 100°C do extrato
extracelular de IBAer010 (B).

A maior estabilidade térmica foi observada para a DNase de aproximadamente
32 KDa a qual apresentou uma atividade remanescente de 49,04%, mesmo apds 50
minutos de tratamento térmico a 100°C. A segunda maior estabilidade térmica foi

observada para a DNase descrita como Dns e com massa molecular aparente de 22
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KDa. Esta DNase apresentou uma atividade remanescente correspondente a 25,13%
apos 50 min. de incubacdo a 100°C. Ja para as DNases de 85 e 103 KDa foi possivel
observar uma perda total em sua atividade apos 35 e 15 min. de incubacdo a 100°C,
respectivamente (Figura 8).

Para o isolado IBAer012, trés DNases com massa molecular de
aproximadamente 22, 85 ¢ 103 KDa foram identificadas. A maior termoestabilidade foi
observada para a DNase com tamanho molecular aparente de 22 KDa a qual apresentou
uma atividade remanescente de 58,91% mesmo ap6s 50 min. de incubagdo a 100°C.

A DNase de 85 KDa também apresentou atividade remanescente apds 50 min.
de tratamento térmico, no entanto, sua atividade remanescente foi menor (15,86%) em
relagdo a atividade original. J4 a DNase com massa molecular aparente de 103 KDa

apresentou uma perda total em sua atividade apds 30 min. de tratamento térmico a

100°C (Figura 9).
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Figura 9. Perfil de zimograma em relag@o aos diferentes tempos de tratamento térmico
a 100°C do extrato extracelular de IBAer012 (A). Grafico representando o percentual de

atividade remanescente de cada DNase apos o tratamento térmico a 100°C do extrato

extracelular de IBAer012 (B).

Para o isolado IBAer112, a maior atividade DNasica remanescente (38,67%) foi
observada para a enzima com massa molecular aparente de 22 KDa designada como

Dns, sendo esta elevada atividade DNasica observada apos 50 minutos de tratamento
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térmico a 100°C. A segunda maior atividade DNésica remanescente (26,01%) foi
observada para a DNase com massa molecular de aproximadamente 85 KDa, a qual
também foi constatada ap6s 50 min. de tratamento térmico a 100°C. As demais DNases
designadas como Nuc, com massas moleculares aparentes de 103 e 119 KDa

apresentaram uma perda total de atividade ap6s 35 min. de incubagao (Figura 10).
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Figura 10. Perfil de zimograma em relagdo aos diferentes tempos de tratamento térmico
a 100°C do extrato extracelular de IBAer112 (A). Gréfico representando o percentual de
atividade remanescente de cada DNase apos o tratamento térmico a 100°C do extrato

extracelular de IBAer112 (B).

Por fim, avalia¢des envolvendo o isolado IBAer119 permitiram identificar um
total de quatro DNases com massa molecular aparentes de 22, 32, 85 e 103 KDa. As
maiores atividade DNasicas remanescentes foram observadas para as DNases com
massa molecular de 22 e 32 KDa as quais apresentaram valores correspondentes a
75,14% e 64,17%, em comparagdo a atividade original, mesmo apds 50 min. de
tratamento térmico, respectivamente. A DNase com tamanho molecular de
aproximadamente 85 KDa, também apresentou uma consideravel atividade
remanescente com valor de 26,01%, apds 50 min. de incubacdo a 100°C. Ja a DNase
com massa molecular aparente de 103 KDa (Nuc), apresentou uma perda total de

atividade apos 45 minutos de tratamento térmico (Figura 11).
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Figura 11. Perfil de zimograma em relacdo aos diferentes tempos de tratamento
térmico a 100°C em extratos extracelulares de IBAer119 (A). Grafico representando o
percentual de atividade remanescente de cada DNase apos o tratamento térmico a

100°C em extratos extracelulares de IBAer119 (B).

De acordo com os resultados obtidos, diferentes niveis de termo estabilidade
foram observados para cada DNase detectada nos diferentes isolados avaliados.
Considerando a DNase com massa molecular de 22 KDa designada como Dns, foi
possivel constatar atividades DNasicas remanescentes em todos os isolados avaliados
mesmo apo6s 50 min. de tratamento térmico. Trabalhos realizados por Chang et al.
(1992), Dodd & Pemberton (1999) e Nam et al. (2004) relativos a clonagem, expressao
e caracterizacdo de Dns em A. hydrophila, ndo fazem qualquer mengdo a
termoestabilidade desta enzima em particular. No entanto, cabe ressaltar que a Dns de
A. hydrophila apresenta elevada homologia (61%) com a DNase vvn de Vibrio
vulnificus, cuja atividade ndo foi afetada pelo aquecimento da enzima a 100°C por 30
min. (Wu et al., 2001). Outra DNase que apresentou atividade DNdésica remanescente
apos 50 min. de tratamento térmico foi aquela com massa molecular aparente de 32
KDa, com percentuais variando de 49,04% para o isolado IBAer010 a 64,17% para o
isolado IBAer119, demonstrando uma elevada termoestabilidade. Por sua vez, a DNase
com massa molecular de aproximadamente 85 KDa apresentou variagdes em sua

termoestabilidade em funcdo do tempo de tratamento térmico e do isolado avaliado. De
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um modo geral, esta DNase mostrou-se ativa apos tratamento térmico de 50 min. No
entanto para os isolados A. sobria (IBAer010) esta enzima mostrou atividade até 35
min. de incubagao a 100°C, indicando uma menor termoestabilidade desta DNase em
comparacao a dos isolados de A. hydrophila (IBAer012, IBAer112 e IBAer119). Dentre
as DNases detectadas e avaliadas, a enzima com massa molecular de aproximadamente
103 KDa foi a que apresentou maior diferenca no que se refere a termoestabilidade,
mantendo-se ativa por 15 min. em IBAer010, 30 min. em IBAer012, 35 min. em
IBAer112 e 50 min. para IBAerl19, indicando uma maior capacidade termoestavel para
representantes de A. hydrophila em comparagdo ao isolado de A. sobria.

Considerando o isolado de A. hydrophila 1BAerl12, o qual foi o unico a
apresentar a DNase de 119 KDa (Nuc), foi possivel constatar que esta DNase mostrou-
se ativa por até 35 min. de incubagdo a 100°C, periodo este, igual a aquele observado
para a DNase de 103 KDa identificada no mesmo isolado, indicando similaridade em
termos de termoestabilidade para estas DNases.

No trabalho realizado por Dodd & Pemberton (1999) envolvendo a clonagem do
gene nucH de um isolado de A. hydrophila JMP636, o tratamento térmico demonstrou
uma reducdo na atividade de NucH. No entanto, ndo ha dados disponiveis a cerca do
tempo de incubacdo ou da temperatura empregada no experimento tornando dificil a
comparagao dos resultados.

Sao muitos os fatores que podem afetar a termoestabilidade enzimatica. Dentre
estes fatores estdo: composi¢ao de aminoacidos e suas propriedades intrinsecas, pontes
de dissulfeto, interagdes hidrofobicas, interagdes aromaticas, pontes de hidrogénio e
pareamento de ions (Vieille & Zeikus, 2001). Este conjunto de fatores pode explicar as
variagoes no que diz respeito a termoestabilidade das DNases avaliadas neste estudo.

De acordo com os resultados obtidos, podemos constatar que Aeromonas ¢é capaz
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de produzir e secretar DNases com atividade termoestavel, fato este reportado também
em outras bactérias ndo termofilicas como Salmonella spp (Gibson & McKee, 1993),
Yersinia enterocolitica (Nakajima et al., 1994), Serratia marcescens (Ball et al. 1987),
Staphylococcus aureus (Tang et al. 2008), entre outras.

Em termos evolutivos, a presenca de nucleases extracelulares termoestaveis
pode representar uma vantagem no que se refere a adaptacdo e estabelecimento em
ambientes susceptiveis a variagdes ambientais, atuando como enzimas relacionadas a
aquisicdo de nutrientes, ou mesmo, como enzimas relacionadas a protecdo quanto a
entrada de material genético exdgeno. Além disso, nucleases extracelulares podem
participar na formagdo de biofilme, influenciando na formagdo de sua arquitetura, e
ainda, podem estar associadas a reducdo da fagocitose devido a capacidade aumentada
de driblar as armadilhas extracelulares de neutrofilos (Berends et al. 2010; Seper et al.
2011; Beenken et al. 2012; Heun et al. 2012).

Em termos de aplicacdo biotecnologica, enzimas termofilicas sdo empregadas
em bioprocesso fundamentalmente por apresentar a possibilidade de se prolongar o
tempo de armazenamento, apresentar maior tolerancia a solventes organicos, por
diminuir o risco de contaminagdo e por apresentar reduzidas perdas de atividade ao
longo do processo, mesmo em temperaturas elevadas frequentemente utilizadas no pré-

tratamento de matérias primas (Kristjansson, 1989; Turner et al. 2007).

5.5 Curva de crescimento e quantificacio da atividade DNasica extracelular de A.

hydrophila IBAer119

Levando em consideracdo as diferentes nucleases e¢ as elevadas atividades
observadas, o isolado de A. hydrophila IBAer119 foi selecionado e submetido a anélise

quantitativa da atividade DN4sica extracelular em relagdo ao tempo de crescimento. A
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avaliacdo da curva de crescimento permitiu observar um aumento da atividade DNasica
extracelular condizente com o aumento da densidade celular. Além disso, ¢ possivel
observar que as maiores atividades foram detectadas entre 14 e 20h de crescimento,
seguidas por uma consideravel perda na atividade DNasica extracelular nos tempos

subsequentes (Figura 12).
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Figura 12. Curva de crescimento e atividade DNisica extracelular em A. hydrophila
IBAerl19.

Como visto anteriormente, o isolado IBAer119 ¢ capaz de secretar um conjunto
de DNases extracelular. Com o intuito de avaliar diferencas no que se refere a produgao
ou secrecdo destas DNases a longo do tempo de incubagdo, os extratos extracelular
foram submetidos, também a uma avaliacdo empregando zimograma utilizando DNA de
esperma de salmdo como substrato, e as areas de atividade correspondentes a cada
DNase foram estimadas com base na area de degradacdo observada nos géis (Figura
13).

Com base nos resultados obtidos podemos observar que a DNase com massa
molecular de 103 KDa foi a enzima que apresentou produ¢do ou secre¢ao mais tardia
em comparacdo as demais DNases. Esta DNase foi detectada em zimograma a partir de

16h de crescimento e apresentando o méaximo de atividade no tempo de 18h. Além
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disso, apo6s 18h de crescimento observou-se uma consistente queda na atividade desta

enzima (Figura 13 A).
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Figura 13. Curva de crescimento em relacdo a atividade extracelular (area-zimograma).
(A) DNase de 103 KDa (nuc); (B) DNase de 85 KDa (aha); (C) DNase de 32 KDa
(desconhecida) e (D) DNase de 22 KDa (dns).

Para a DNase de massa molecular aparente de 85 KDa, atividade DNasica
extracelular foi detectada deste inicio do crescimento com picos de maxima atividade
nos tempo de 16, 36 e 48h de crescimento. Um fato importante a ser considerado ¢ que
esta DNase em particular ndo apresentou perda consideravel em sua atividade mesmo
apos 48h de crescimento (Figura 13 B). J4 para a DNase com massa molecular de 32
KDa, a atividade DNasica extracelular foi detectada a partir de 6h de crescimento com

um maximo de atividade entre 18 e 20h. Além disso, para esta DNase foi possivel
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observar uma consistente redu¢do na atividade apds 24h de cultivo (Figura 13 C).

Por fim, a DNase com massa molecular estimada de 22 KDa, assim como a
DNase de 85 KDa, apresentou atividade DNasica extracelular desde o inicio do cultivo.
O maximo de atividade foi detectado com 20h de crescimento, sendo registrado um
decréscimo na atividade apos 24h de cultivo (Figura 13 D).

Dentre as quatro DNases observadas, apenas a DNase com massa molecular
aparente de 103 KDa apresentou um padrdo de expressdo caracteristico de regulacao por
“quorum sensing”. Um trabalho realizado por Chu et al. (2013), relacionando a
producao de AHL (N-acyl-homoserine lactone) com diversos fatores de viruléncia,
entre eles nucleases, indicou que 87,5% dos isolados produziram dois tipos de
moléculas sinalizadoras, sendo elas BHL (N-butanoyl-homoserine lactone) e HHL (N-
hexanoyl-homoserine lactone). Segundo os autores, os isolados capazes de sintetizar
estas moléculas, apresentaram mais de um fator de viruléncia, incluindo nucleases. No
entanto, os resultados obtidos neste trabalho ndo evidenciam de forma clara o efeito das
AHL sobre as nucleases em particular. Desta forma, estudos especificos necessitam ser
realizados para confirmar a hipdtese de que AHL sdo capazes de regular a produgdo
destas enzimas.

Outro fato observado em nosso estudo foi que as DNases de 22 e¢ 85 KDa,
apresentam atividade detectada em zimogramas a partir do inicio do cultivo. Este
resultado pode ser explicado pelo fato destas duas DNases estarem presente no espaco
periplasmatico sendo liberadas gradualmente para o meio extracelular (Figura 14).
Sendo assim as atividades detectadas, podem ser atribuidas ao acimulo periplasmatico

destas enzimas nas células provenientes do pré-inoculo.
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Figura 14. Zimograma representando a atividade DNasica extracelular (A), e

periplasmatica (B), em IBAer119, apos 20 h de crescimento.

Os resultados observados indicam ainda uma consistente queda na atividade
DNasica extracelular apds 24 h de cultivo. Dentre as quatro DNases observadas apenas
a com massa molecular estimada em 85 KDa, ndo apresentou uma redugao consideravel
em sua atividade.

Diante dos resultados obtidos, passamos a avaliar o nivel de expressdo génica
em funcdo do tempo de cultivo, nas DNases conhecidas (dns, aha e nuc), empregando
PCR em tempo real. De um modo geral, dentre os trés genes avaliados, a maior
expressdao foi observada para o gene dns (Figura 15 D), seguido por uma expressdo
intermediaria do gene aha (Figura 15 C) e por uma menor expressdo do gene nuc
(Figura 15 B).

A avaliagdo em particular do gene dns permitiu constatar um aumento
progressivo em sua expressao entre 2 h e 6 h com valores 3,09 e 4,10 vezes superiores
em relagdo ao controle em tempo zero. A maior taxa de expressdo foi observada com 12
h de crescimento onde o valor foi 56,75 vezes superior em relagdo ao controle. Nos
tempos 24 h e 48 h, pode-se observar uma redugdo na expressao de dns em relacdo ao
tempo de 12 h de crescimento, no entanto, as taxas de expressdo foram 7,76 vezes

maiores em relagdo ao controle para o tempo de 24 h, posteriormente atingindo nivel
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proximo ao basal (0,50 vezes) no tempo 48 h (Figura 15 D). Ja para o gene aha um
aumento na expressao de 2,0 vezes foi observado a partir de 2 h de crescimento, caindo
em seguida cerca de 0,36 vezes no tempo 6 h. A partir de 12 h de crescimento, um
aumento consideravel na taxa de expressao foi observado, com valor de 11,68 vezes
maior em compara¢do ao controle. Assim como para o gene dns, nos tempos
subsequentes de 24 h e 48 h pode-se constatar uma redugdo na expressao de aha em
relagdo ao tempo de 12h de crescimento, entretanto, as taxas de expressao foram 4,12
vezes maior em relacdo ao controle para o tempo de 24 h, posteriormente atingindo
nivel inferior ao basal (0,85 vezes) no tempo 48h (Figura 15 C).

Para o gene nuc a maior taxa de expressao foi detectada ap6s 2 h de crescimento
com um valor de 4,31 vezes superior ao controle em tempo zero. Uma reducdo na
expressdo em relagdo ao tempo de 2h de crescimento foi observada com 6h de
crescimento, no entanto, o nivel de expressao foi de 0,63 vezes maior, em comparagao
ao controle. Expressdes intermediarias foram observadas para o gene nuc apds 12 h e
24 h de crescimento, com valores de 2,64 ¢ 2,97 vezes maiores em relacao ao controle.
Nenhuma expressao de nuc foi constatada apds 48 h de crescimento (Figura 15 B).

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que o gene nuc (Figura
15 B) apresenta uma maior taxa de expressdao no inicio da fase log de crescimento,
enquanto que os genes dns (Figura 15 D) e aha (Figura 15 C) apresentam as maiores
taxas de expressdao em meio a fase log de crescimento (Figura 15 E), coincidindo com o
maximo de atividade DNasica extracelular total detectada (Figura 15 A).

Considerando as trés DNases avaliadas, foi possivel observar que as maiores
taxas de expressao correspondem aos genes dns ¢ aha indicando que estas enzimas sao
as responsaveis por maior parte da atividade DNasica total detectada ao longo do tempo,

confirmando os resultados obtidos anteriormente mediante avaliagdo dos zimogramas
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(Figura 14). Além disso, a maior taxa de expressao de dns e de aha coincide com a

maior atividade DNasica (12 h).
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Figura 15. Atividade DNaésica total em fun¢do do tempo de crescimento (A). Expressao
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Levando em conta os niveis de expressao das trés DNases avaliadas, e apesar de

dns e aha apresentarem uma reducdo na taxa de expressao apos 12 h de crescimento, as

perdas na atividade DNasica extracelular total observada apos 24 h de cultivo ndo sio
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justificadas por este fato, visto que mesmo apos 24h de crescimento, os niveis de
expressao para dns, aha e nuc sao de 7,76, 5,12, e 2,97 vezes superiores ao controle em
tempo zero, levando a crer que a perda de atividade DNasica esta relacionada a outros
fatores.

E sabido que bactérias do género Aeromonas sio capazes de secretar uma grande
variedade de enzimas extracelulares, dentre elas proteases (Pemberton et al., 1997;
Zacaria, 2009; Tomas, 2012). Rosenthal & Lacks (1977), avaliando atividade DNasica
de extratos produzidos por Diplococcus pneumonie demonstraram que a atividade
DNasica foi afetada pela agao proteases. Neste sentido, buscamos confirmar a hipdtese
de que as DNases secretadas por IBAer119 sofrem protedlise, relacionando a atividade
DNasica com a atividade proteolitica, empregando azocaseina como substrato, segundo
método descrito por Bonato et al (1982), em diferentes periodos do cultivo.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar o decréscimo na
atividade DNasica extracelular a partir de 18-20 h de cultivo, coincidindo com o

aumento na atividade proteolitica extracelular (Figura 16).
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extracelular em IBAerl119.
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Os resultados obtidos indicam uma possivel agao de proteases sobre as DNases,
refletindo desta forma em uma reducao da atividade DNasica extracelular apds 20-22 h
de crescimento. Com base neste resultado, um novo teste foi realizado. Para tanto,
aliquotas de extrato extracelular obtido com 20 h de crescimento foram misturadas a
aliquotas de extratos extracelulares obtidos com 48 h de crescimento. As proporgdes de
mistura foram 1:0; 1:4; 1:2 e 1:1 (20 h: 48 h). Em seguida, a mistura foi incubada a
37°C por 15 min. e apds a atividade DNasica extracelular foi quantificada. De acordo
com os resultados observados na Figura 18, pode-se constatar uma reduc¢do na atividade
DNasica no extrato obtido com 20 h de crescimento em decorréncia do aumento da
propor¢ao de mistura do extrato com alta atividade proteasica obtido com 48h de
crescimento.

140 - —&— Ativ. DNasica
120
100- T

80-

60 -

40 -

Ativ. DNasica (U/mL/min)

20
|

T ' T T T T T
1:0 1:4 1:2 1:1
Proporgio de mistura de extratos (20h:48h)
Figura 17. Atividade DNasica do extrato extracelular obtido com 20 h em relacdo a

misturas em diferentes propor¢des do extrato extracelular obtido com 48 h de cultivo em

IBAerl119.

De um modo geral pode-se concluir que as DNases sdo afetadas pela a¢do de
proteases, com exce¢do da DNase com massa molecular aparente de 85 KDa, a qual se
mostrou menos suscetivel a degradacdo proteolitica (Figura 13B). Sendo assim estes

resultados sdo compativeis com aqueles observados por Rosenthal & Lacks (1977),
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tornando evidente o efeito de proteases extracelulares na degradacdo das DNases

secretadas pelo isolado de A. hydrophila IBAer119.

5.6 Efeito de DNA como fonte de nitrogénio e fosforo no crescimento e atividade

DNasica extracelular de A. hydrophila IBAer119

Com o objetivo de investigar a influéncia de DNA de esperma de salmio como
unica fonte de nitrogénio e fosforo no crescimento e producdo de DNases extracelulares
o isolado de A. hydrophila 1BAer119 foi selecionado com base em seu perfil de
nucleases extracelulares. Para isto, a bactéria foi inicialmente crescida em meio LB.
Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes com solucao salina 0,9% e mantidas
nesta mesma solugdo por 1 h para proporcionar starvation. Em seguida, as células
bacterianas foram ajustadas para uma D.O.goonm de 0,25 e inoculadas em diferentes
meios contendo ou ndo DNA como unica fonte de nitrogénio ou fosforo, sendo seu
crescimento e atividade DNasica extracelular monitoradas.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel constatar que as maiores taxas
de crescimento e producdo de DNases extracelulares foram observadas para culturas em
meio M9 e meio M9 acrescido de 10 pg/mL de DNA de esperma de salmao (Figura 18
A eB).

Crescimento e produgdo de DNases extracelulares intermedidrios foram
observados para os meios M9 sem fonte de fosforo e M9 sem fosforo acrescido de 10
pg/mL de DNA de esperma de salmao (Figura 18 C e D). Enquanto que um pequeno
crescimento e consequente reduzida atividade DNasica extracelular foram observados
para os meios M9 sem fonte de nitrogénio e M9 sem nitrogénio acrescido de 10 pg/mL

de DNA de esperma de salmao (Figura 18 E e F).
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O crescimento em meio M9 sem fonte de fosforo foi muito similar a aquele
observado em meio M9 sem fosforo acrescido de 10pug/mL de DNA de esperma de
salmdo. Este fato pode estar relacionado a utilizagdo de fosforo intracelular gerado
mediante fosforilagdes e/ou desfosforilagdes empregadas em processos metabolicos. Ja
o crescimento em meio M9 sem fonte de nitrogénio € M9 sem nitrogénio acrescido de
10png/mL de DNA de esperma de salmao foi apenas basal, indicando desta forma que o
isolado de A. hydrophila IBAer119 ndo apresenta capacidade de utilizar DNA como
fonte nutricional de nitrogénio.

No que diz respeito a atividade DNasica extracelular, quando estas foram
normalizadas com base na D.O. de crescimento, nenhuma diferenga significativa foi
observada entre a atividade detectada em meio M9 e M9 acrescido de 10 pg/mL de
DNA de esperma de salmao, sendo o maximo de atividade observado entre 6 ¢ 12 h de
cultivo. Diferencas significativas foram observadas entre atividades detectadas em meio
M9 sem fonte de fosforo e M9 sem fosforo acrescido de DNA, demonstrando uma
maior atividade DNasica em meio sem fonte de fosforo acrescido de 10 pg/mL de DNA

de esperma de salmao, com pico de atividade entre 3 ¢ 6 h de crescimento (Tabela 13).

Tabela 13. Atividade DNasica ajustadas com base na D.O. de crescimento em
diferentes meios de cultivo.

Atividade DNasica (U/mL/min) ajustadas pela D.O."

Meio de cultivo

Sem DNA Com 10pg/mL DNA  Tempo (h)
M9 14,58+1,26" 14,84+0,85% 6-12
M9 sem fonte de Fosforo 14,76+0,67° 16,55+0,83% 3-6
M9 sem fonte de Nitrogénio 4,95+0,87" 10,38+2,20" 1-12

"Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey’s

(p=0,05).
Diferengas significativas também foram observadas entre atividades detectadas
em meio M9 sem fonte de nitrogénio e M9 sem nitrogénio acrescido de DNA,

demonstrando uma maior atividade DNasica em meio sem fonte de nitrogénio acrescido
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de 10pg/mL de DNA de esperma de salmao, com atividades maximas e constantes
observadas entre 1 e 12 h de cultivo (Tabela 13).

Com base nos resultados observados, podemos constar que o DNA nao
apresenta um claro efeito indutor na produg¢ao de DNases extracelulares. Além disso, a
queda na atividade extracelular observada em crescimentos empregando M9 ¢ M9
acrescido de DNA pode estar relacionada a degradacdo das DNases por acdao de
proteases secretadas por este isolado, fato este, ja observado anteriormente.

Apesar do DNA ser considerado uma excelente fonte nutricional de fosforo e
nitrogénio, e ter sido demonstrado que algumas bactérias como E. coli (Finkel & Kolter,
2001; Palchevsky & Finkel, 2006), Shewanella spp (Pinchuk et al., 2008), P.
aeruginosa (Mulcahy et al., 2010) e Vibrio cholerae (Seper et al., 2011), apresentam
capacidade de utiliza-lo como fonte de nutriente, em A. hydrophila 1BAerl19 o
acréscimo de DNA em meio deficiente em fosforo ou nitrogénio indica que esta
bactéria, mesmo produzindo DNases extracelulares, ndo apresenta capacidade de
utiliza-lo como fonte nutricional. Este resultado reforca a ideia de que as DNases
produzidas por esta bactéria pode desempenhar um papel associado a patogenicidade ou
relacionado a prote¢do quanto a entrada de DNA exdgeno.

AvaliacOes referentes a expressdo dos trés genes identificados como DNases
(dns, aha e nuc) foram realizadas ao longo de 1, 3, 6 ¢ 12 h de crescimento, nos
diferentes meios de cultivo através de PCR em tempo real. A anélise comparativa entre
os meios de cultivo M9 e M9 acrescido de DNA, permitiram constatar uma expressao
basal de nuc com 1 h de crescimento, seguida por uma perda de expressao nos tempos
subsequentes, em ambos os casos (Figura 19 C e D). Considerando o gene aha, uma
maior taxa de expressdo foi observada em meio M9 acrescido de DNA quando

comparado ao meio MO.
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Diferencas relacionadas ao tempo e aos niveis de expressao foram detectadas em
ambos os meios. Em meio M9 a maior taxa de expressao do gene aha foi observada
com 6 h de cultivo com valor 0,43 vezes superior ao controle, enquanto que em meio
M9 acrescido de DNA a maior taxa de expressao foi observada no tempo 12 h com um
valor de 1,18 vezes superior ao controle (Figura 19 E e F). Ja para o gene dns uma
expressao basal foi constata com lh de crescimento, seguida por uma reducdo na
expressao génica nos tempos subsequentes em ambos os meios (M9 e M9 acrescido de
DNA).

A reducao mais pronunciada foi observada apds 3 h de crescimento em meio
M9, com uma taxa de expressdo 0,81 vezes inferior ao controle, seguida por uma perda
total em sua expressao nos tempos subsequentes. Em meio M9 acrescido de DNA a
redugdo da taxa de expressao apos 3h de crescimento foi menos pronunciada, com um
valor de 0,25 vezes inferior ao controle, seguida por uma perda total na expressdo em
tempo 6h e por uma pequena retomada na expressdo ap6s 12 h de crescimento (Figura
19 G e H). Apesar de aparentemente os niveis de expressdo ser maiores em meio M9
acrescido de DNA quando comparado aos niveis de expressao observados em meio M9,
a atividade DNaésica extracelular total (Figura 19 A e B) e o crescimento (Figura 19 I e
J), mostraram-se muito semelhante. Considerando que dns € aha sdo as responsaveis por
maior parte da atividade DNésica extracelular, a semelhanga observada entre as
atividades detectadas em ambos os meios de cultivo podem ser atribuidas a uma
compensagdo da expressdo de dns em detrimento a expressdo de aha verificada em
meio M9 acrescido de DNA. Como verificado anteriormente, a reducao na atividade
DNasica extracelular com 24 h de cultivo em ambos os meios de crescimento, pode ser
atribuida a ag@o de proteases, uma vez que a taxa de expressdo em meio M9 acrescido

de DNA no tempo de 12 h foi 1,18 vezes superior ao controle.
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A avaliacdo da expressao génica em meios M9 sem acréscimo de fosforo e M9
sem fosforo acrescido de 10 pug de DNA de esperma de salmdo, permitiram identificar
uma ampla variagdo no que se refere a expressao de dns, aha e nuc. Para o gene nuc, as
maiores expressoes foram observadas em M9 acrescido de DNA, com valores 0,19 (3 h)
e 19,19 (6 h) vezes superiores em comparacao ao controle em tempo 1h (Figura 20 D).
Em meio M9 sem fosforo, foi possivel observar apenas uma expressao basal com
subsequente perda na expressdo (Figura 20 C). Em ambos os meios uma perda total na
expressao de nuc foi observada com 12 h de crescimento (Figura 20 C e D).

Para o gene aha, foi possivel observar uma taxa de expressdo reduzida em
ambos os meios de cultivo, com diminui¢do nos niveis de expressao a partir de 3 h de
cultivo, para bactérias crescidas em meio M9 sem fosforo, e a partir de 1 h para
bactérias crescidas em M9 sem fosforo com acréscimo de DNA.

Em meio M9 sem fosforo a diminuigdo dos niveis de expressdo de aha foi
gradual, mantendo o mesmo nivel de expressdo inicial apés 3 h de cultivo, e
posteriormente caindo 0,32 e 0,49 vezes em relagdo ao controle em tempo 1h (Figura 20
E). Ja para o meio M9 sem fosforo acrescido de DNA uma diminui¢do na expressdo de
0,16 vezes foi observada apds 3h de cultivo, caindo 0,95 vezes em relagdo ao controle
apds 6h e chegando a zero com 12h de cultivo (Figura 20 F). Por fim, a avaliagdo
envolvendo o gene dns permitiu constatar uma maior expressdo em meio M9 sem
fosforo acrescido de DNA quando comparado ao meio M9 sem acréscimo de fosforo.
Uma expressdo de dns 0,38 vezes inferior ao controle foi observada com 3 h de
crescimento em meio M9 sem fosforo, no entanto, em meio M9 sem fosforo acrescido

de DNA um aumento de 3,96 vezes foi observado para o mesmo periodo de tempo.
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Outro fato observado foi que nenhuma expressdo de dns foi constatada em
tempos 6 e 12 h para o meio M9 sem fosforo, enquanto que para o meio M9 sem fosforo
acrescido de DNA uma taxa de expressao de 1,01 vezes superior ao controle, foi
observada com 6 h de cultivo.

Embora diferencas nos niveis de expressao foram observados para dns, aha e nuc
entre os meios M9 sem fosforo e M9 sem fosforo acrescido de DNA, a atividade
DNasica extracelular (Figura 20 A e B) e o crescimento (Figura 20 I e J), mostraram-se
muito semelhantes em ambos os meios de cultivo. Mais uma vez, a expressao
aumentada de dns em detrimento a aha para o meio M9 sem fosforo acrescido de DNA
parece compensar a atividade observada para o meio M9 sem fosforo.

A avalia¢do da expressdo génica em meios M9 sem acréscimo de nitrogénio e
M9 sem nitrogénio acrescido de 10 pg de DNA de esperma de salmdo permitiram
identificar uma maior expressao de aha frente aos demais genes dns e nuc em ambos 0s
meios de cultivo. Para o gene nuc uma maior expressao foi observada no tempo 3h com
um nivel de 1,06 vezes superior ao controle em tempo 1 h, no meio M9 sem nitrogénio
acrescido de DNA (Figura 21 D). Em meio M9 sem nitrogénio, considerando o tempo
de 3h de cultivo, observou-se uma redugdao na expressao de nuc de 0,20 vezes em
relacdo ao controle em tempo 1 h (Figura 21 C). Em ambos os meios de cultivo,
auséncia de expressdo de nuc foi observada apos 3 h de crescimento (Figura 21 C e D).

Para o gene aha elevados niveis de expressdo foram observados em meio M9
sem nitrogénio com taxa de expressao de 14,84, 19,95 e 31,58 vezes superior ao
controle (Figura 21 E). J4 em meio M9 sem nitrogénio acrescido de DNA uma taxa de
expressao 30,32 vezes maior que o controle foi observado apo6s 3h de cultivo, sendo esta

reduzida a zero nos tempos subsequentes (Figura 21 F).
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Para o gene dns nenhuma expressao foi observada apds 1 h de cultivo em meio
M9 sem nitrogénio (Figura 21 G), no entanto, em meio M9 sem nitrogénio acrescido de
DNA uma taxa de expressao 13,58 vezes maior que o controle foi observado com 3h de
crescimento, caindo para zero nos tempos subsequentes (Figura 21 H). Embora
diferencas marcantes tenham sido observadas na expressao de todos os genes avaliados,
novamente, as atividades DNasicas extracelulares (Figura 21 A e B) e o crescimento
(Figura 21 I e J) mostraram-se semelhantes, sendo apenas basais em ambos os casos.

Poucos trabalhos tém sido realizados objetivando caracterizar a expressao de
DNases extracelulares ao longo do crescimento em bactérias. Estes poucos trabalhos
restringem-se a estudos realizados em Staphylococcus aureus e Serratia marcescens
(Benedik & Strych 1998; Hu et al., 2012). Em S. aureus a expressdo de suas termo-
nucleases estdo sob controle de uma complexa rede regulatoria durante o ciclo de
crescimento, a qual envolve uma série de genes entre eles agr, sae, sarA, e sigB (Hu et
al., 2012). Ja em S. marcescens dois sistemas de regulagdo foram postulados. O
primeiro envolve a regulacdo de nucA, por nucC, uma proteina pertencente a familia P2
Org, correspondente a ativadores transcricionais em fagos. O segundo sinal ambiental
conhecido por regular a expressdo de nucleases em bactérias ¢ o sistema SOS (Ball et
al. 1990). Dentre os fatores que podem contribuir de forma direta ou indireta na
ativacdo deste sistema estdo danos ao DNA, privacdo nutricional, mudancas na
temperatura e exposicao a antibioticos. Este sistema ¢ particularmente ativado a partir
do surgimento de DNA de fita simples gerado diretamente por danos ou indiretamente
mediante reparo e/ou parada na replicacdo. O DNA fita simples gerado ¢ reconhecido e
ligado por RecA, uma recombinase bacteriana, formando complexos nucleoproteicos.
Estes complexos nucleoproteicos, por sua vez, estimulam a auto-clivagem do repressor

LexA levando a uma desrepressao de genes SOS, muitos dos quais, codificam para

99



Resultados & Discussdo

enzimas que promovem reparo, recombinagao e sintese do DNA (Foster, 2007).

Neste estudo, os resultados obtidos principalmente em meio M9 sem fosforo
acrescido de DNA e M9 sem nitrogénio acrescido de DNA nos leva a especular que a
limita¢dao nutricional leva a uma falha no sistema de replicagdo e/ou reparo, ativando
assim o sistema SOS, o que explica de certa forma o aumento de expressdo, em
particular, de dns e nuc em meio M9 sem fosforo acrescido de DNA e de dns, aha e nuc
em meio M9 sem nitrogénio acrescido de DNA.

Apesar de verificarmos um aumento na expressdao destes genes, reduzidas
atividades DNasicas extracelulares foram observadas. Diante deste fato, acreditamos
que a limitag¢ao nutricional possa ainda levar a bactéria a secretar uma série de “scouting
enzymes” dentre elas proteases, amilases, fosfatases, DNases, entre outras, na tentativa
de assimilar qualquer fonte de nutriente disponivel. Como estas enzimas em sua maioria
sdo secretadas por sistemas tipo Il ou sec, e este, por sua vez, funcionam mediante
necessidade de ATP, uma limitacdo nutricional poderia levar a uma deficiéncia na
geracdo de energia, ocasionando assim uma redu¢do na eficiéncia de secrecdo destas
enzimas para o meio extracelular, explicando desta forma as reduzidas atividades
DNasica observadas. Além disso, apesar destas enzimas serem secretadas de forma
ineficiente, a quantidade de proteases presentes no meio extracelular poderiam atuar
sobre as DNases degradando-as, fato este comprovado anteriormente, explicando assim
a queda na atividade DNasica ap6s um determinado periodo.

Considerando que dentre as DNases conhecidas em IBAerl19, dns e aha sao
responsaveis por maior parte da atividade DNasica extracelular, a clonagem e expressao

heter6loga destes genes foi realizada, assim como sua caracterizagao.
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5.7 Clonagem, expressao heteréloga, caracterizacio e modelagem proteica das

DNases extracelulares Dns e Aha de A. hydrophila IBAer119

Alguns genes de DNases extracelulares de linhagens A. hydrophila foram
clonados. Dentre estes genes estdo nuc e dns, sendo dns o com maior nimero de
trabalhos publicados. Um unico gene correspondente a nuc de A. hydrophila foi
clonado. Este gene foi clonado da linhagem de A. hydrophila JIMP636, expresso em E.
coli JIM109, a qual foi capaz de secretar para o meio extracelular uma enzima com
massa molecular de aproximadamente 114 KDa. A caracteriza¢do desta enzima no que
diz respeito a especificidade de substratos, requerimento de cofatores e sensibilidade a
agentes desnaturantes foi realizada (Dodd & Pemberton, 1996).

Trés genes correspondentes a dns de A. hydrophila envolvidos na produgio de
DNases extracelulares foram clonados e expressos. O primeiro deles foi clonado da
linhagem CHC-1, e expresso em E. coli IM109 a qual, foi capaz de secretar uma enzima
com massa molecular de aproximadamente 25 KDa para o meio extracelular (Chang et
al., 1992). O segundo gene correspondente a dns foi clonado a partir da linhagem de A.
hydrophila JMP636 e expresso em E. coli DH1, no entanto, os autores sugerem que esta
enzima apresenta uma localizacdo periplasmatica ou associada a membrana, ¢ nao
extracelular, divergindo do trabalho anteriormente realizado (Dodd & Pemberton,
1999). Por fim, o ultimo trabalho envolvendo a clonagem e expressdo de dns foi
realizada a partir da linhagem de A. hydrophila ATCC14715 e expresso em E. coli
JM105 (Nam et al., 2004). A analise de BLASTp revelou 87% e 85% de homologia
com as dns clonadas anteriormente. Uma caracterizagdo mais detalhada, porém nao
completa, foi realizada neste trabalho. Além disso, os autores caracterizaram esta
enzima como extracelular corroborando os resultados obtidos por Chang et al., (1992).

Com o intuito de contribuir com mais informagdes para uma melhor
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caracterizacdo desta classe de enzimas, duas DNases correspondentes a Dns e Aha
foram clonadas do isolado de A. hydrophila IBAerl19 e expressas em E. coli DH5a.
Nenhum trabalho foi realizado empregando o gene aha em Aeromonas, tornando este

estudo inédito.

5.7.1 Clonagem e expressao do gene dns de A. hydrophila IBAer119

Para a clonagem do gene dns, foi construido um par de primers designados
como dnsclonF e dnsclonR (item 4.11.1) com base nas sequéncias nucleotidicas de
Aeromonas spp. depositada no GenBank. Estes primers foram projetados de tal forma a
compreender a regido codificadora sem seu respectivo promotor, mas com seu
terminador traducional tomando o cuidado para manter a correta fase de leitura. Com
os primers mencionados anteriormente foi amplificado o segmento de 771pb (Figura
22), que foi ligado diretamente no vetor pCR™2.1 TOPO®, sendo esta mistura de

ligagdo utilizada para transformar a linhagem E. coli DH5a.

2027 pb - P
1500 pb -

-771 pb
600 pb -

100 pb -

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose (1,5%), correspondente a amplificagdo do
gene dns empregado na ligacdo. Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (1),
gene dns de IBAer119 (2, 3, 4), controle negativo (5).
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Apos a transformagao, as bactérias foram plaqueadas em meio LB acrescido de
30 ug/mL de canamicina e a expressdo e secrecao da nuclease confirmadas em meio
DNAse Test Agar (MERCK), acrescido de 0,01 g/L de Azul de Toluidina e 30 pug/mL de
canamicina. Com base na atividade demonstrada em placas de DNAse Test Agar o clone
designado como IBAerl119-dnsC5 foi selecionado. O DNA plasmidial de IBAerl19-
dnsC5 foi extraido empregando Kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel®),
conforme as recomendagdes do fabricante. Este transformante apresentou um plasmideo
com aproximadamente 4702 pb onde 3931 pb correspondem ao vetor e 771 pb
correspondem ao fragmento amplificado e clonado, contendo o gene dns. Um esquema

representando o mapa do vetor e do gene clonado pode ser apreciado na Figura 23.

pLac-LacZ alfa

puC ori

dns
PCR2.1-TOPO-dns
4702 bp

Ampr f1 ori

Kanr

Figura 23. Mapa representando a constru¢do do vetor contendo o gene dns.

Com o intuito de confirmar a clonagem do gene dns, o DNA plasmidial extraido
a partir do transformante IBAer119-dnsC5 foi submetido a um novo PCR empregando
os primers dns-1F e dns-1R (item 4.11.5). De acordo com o resultado obtido, podemos
observar um fragmento com aproximadamente 771 pb, concluindo assim que o

fragmento contendo o gene dns foi clonado com sucesso (Figura 24).
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2027 pb -
1500 pb -

-771 pb
600 pb -

100 pb -

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) para a confirmagdo da clonagem do
gene dns em IBAerl19-dnsC5. Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (1),
fragmento correspondente a regido codificadora do gene dns do transformante
IBAer119-dnsC5 (2), DH5a (3), fragmento correspondente a regido codificadora do
gene dns de IBAer119 (controle positivo) (4), e controle negativo (5).

Além disso, o DNA gendmico de IBAerl19 e o plasmideo do transformante
IBAer119-dnsC5 contendo o gene dns, foram submetidos a um novo PCR empregando
os primers dns-1F e dns-1R (item 4.11.5), e os fragmentos obtidos foram analisados
mediante sequenciamento. De acordo com os resultados obtidos, nenhuma alteracdo
nucleotidica foi observada quando comparados sequenciamentos obtidos a partir de
IBAer119 e IBAer119-dnsC5, confirmando mais uma vez a correta clonagem do gene
dns em E. coli DH5a.

Para determinar a expressdo da Dns clonada, a avaliagdo da relagdo entre o
diametro do halo de atividade e o diametro do crescimento bacteriano observados em
placas de DNAse Test Agar acrescido de 0,01 g/L. de azul de toluidina foi realizada
empregando a linhagem receptora DHS5a, a linhagem doadora A. hydrophila IBAer119 e
o transformante IBAer119-dnsC5 por um periodo de 24, 48 ¢ 72 h.

De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 14, nenhuma atividade foi
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observada na linhagem receptora DH5a, enquanto que o transformante apresentou uma
atividade DNasica relativa inferior a da linhagem doadora IBAer119. Isto pode estar
relacionado ao fato de IBAerl119 produzir, além de Dns, outras trés DNases, as quais
foram detectadas no meio extracelular, explicando assim a diferenga encontrada. Além
disso, podemos observar que o transformante apresentou atividade DNasica a partir de
24h de incubagdo, aumentando gradativamente com o passa do tempo, indicando deste
modo que E. coli DH5a foi capaz de processar e secretar a enzima Dns clonada.

Tabela 14. Atividade DNasica dos parentais e transformante em placas de DNase Test

Agar.
Atividade DNasica relativa'
Linhagem Estatus
24h 48 h 72h
DH5a Linhagem receptora E. coli 0,00£0,00  0,00+0,00  0,00+0,00¢

IBAer119 Linhagem doadora A. hydrophila  2,68+0,13"  4,28+0,09" 5,30+0,05*

IBAerl19-dnsC5 Transformante 1,14£0,05%  2,00£0,17®  3,11+0,09%

'Médias seguidas por letra distintas indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey’s
(p=0,05).

A andlise de crescimento e atividade DNasica extracelular (Figura 25), permitiu
verificar que a linhagem receptora de E. coli DH5a apresenta apenas atividade DNasica
residual durante o crescimento bacteriano, enquanto, a linhagem doadora IBAer119
exibe um aumento da atividade DNasica extracelular a partir das 4 h, inicio da fase
exponencial, atingindo atividade de 153,33+6,59 U/mL/min com 20 h, término de fase
exponencial e inicio de fase estaciondria. Ap6s 20 h, um decréscimo na atividade
DNasica foi observada, coincidindo com a entrada da bactéria em fase estacionaria de
crescimento. Este decréscimo na atividade DNasica era esperado em virtude da
linhagem doadora IBAerl19 produzir e secretar proteases capazes de atuar sobre as

DNases extracelulares, conforme visto nos resultados anteriormente reportados. Ja o
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transformante IBAer119-dnsC5 exibiu um aumento na atividade DNasica extracelular a
partir das 6 h de cultivo, atingindo o maximo de atividade 173,08+1,76 U/mL/min com
24 h de cultivo, permanecendo estavel mesmo apds 48 h de avaliagao.

O fato do transformante IBAerl19-dnsC5 apresentar uma atividade superior e
constante mesmo ap6s 24 h de cultivo, em comparagdo a atividade observada para a
linhagem doadora IBAer119, pode ser explicada em virtude da linhagem receptora de E.
coli DH5a nao produzir proteases capazes de afetar a enzima clonada, possibilitando

assim, um efeito cumulativo de Dns no meio extracelular.
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Figura 25. Curva de crescimento (A) e atividade DNasica extracelular (B) das
linhagens A. hydrophila IBAer119, E. coli DH5a e o transformante IBAer119-dnsC5

em meio LB.

A partir dos dados obtidos, passamos a realizar a caracterizagdo da enzima Dns
clonada, empregando o extrato extracelular proveniente do transformante IBAerl19-
dnsC5. Neste contexto, a DNase Dns foi caracterizada quanto ao efeito de diferentes

fatores fisicos e quimicos que possam afetar sua atividade.
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5.7.2 Caracterizaciao da atividade enzimatica da DNase recombinante Dns de A.

hydrophila IBAer119.

5.7.2.1 Efeito de cofatores (cations) na atividade enzimatica extracelular da DNase

recombinante Dns de A. hydrophila IBAer119

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes cofatores sobre a atividade
DNasica da Dns recombinante, extratos extracelulares proveniente do transformante
IBAer119-dnsC5 foram incubados na presenca de SmM de MgCl,, CaCl,, BaCl,,
MnCl,, ZnSO4, CuSO4 ou FeSOy4.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel constatar que a Dns
recombinante foi ativa mesmo na auséncia de adi¢do de qualquer ion metalico com uma
atividade de 30,16+0,23 U/mL/min. A atividade DNaésica foi estimulada pela presenca
de BaCl,, com uma atividade de 64,08+2,94 U/mL/min. As maiores atividades
DNaésicas foram observadas quando MgCl, ou MnCl, foram adicionados a reagdo, com
valores de 175,16£3,30 e 170,75+1,06 U/mL/min, respectivamente. Uma pequena
reducdo na atividade foi observada quando CacCl, foi adicionado a rea¢do. No entanto, a
combinagdo empregando SmM de MgCl, e 2mM de CaCl, ndo apresentou reducido na
atividade DNasica apresentando um nivel de atividade (170,83+0,00 U/mL/min)
bastante similar ao observado quando MgCl, foi adicionado de forma isolada. A adi¢ao
de ZnSO4, CuSO4 ou FeSO4 provocou uma forte redu¢do na atividade DNasica com
valores de 6,33+1,64, 3,08+0,60 e 7,16+3,06 U/mL/min, respectivamente. O grafico
representando as atividades em funcdo dos cofatores empregados na andlise esta

evidenciado na Figura 26.
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Figura 26. Relacao da atividade enzimatica da DNase recombinante Dns em funcao
dos diferentes cofatores empregados. 10mM Tris-HCl pH8 (A), acrescido de: 5mM
MgCl; (B), SmM CaCl, (C), SmM BacCl, (D), SmM MnCl; (E), SmM ZnSO; (F), SmM
CuSOq (G), 5SmM FeSO4 (H), e 5SmM MgCl, + 2mM CaCl, (I).

H4 muito tempo sabe-se que ions metalicos divalentes sdo requeridos por
DNases para a hidrolise de DNA (Laskowiski, 1966). Algumas DNases foram
reportadas como requerentes de cations divalentes para sua plena atividade (Maeda &
Taga, 1976a; Maeda & Taga, 1976b; Focareta & Manning, 1987; Meiss et al., 1998).
Neste estudo foi possivel observar que MgCl, e MnCl, sdo importante cofatores, os
quais estimulam a atividade DNasica de Dns. Os resultados encontrados no presente
trabalho corroboram aqueles encontrados por Nam et al. (2004), onde os autores
afirmam que a Dns clonada a partir da linhagem de A. hydrophila ATCC14715 ¢
dependente de Mg®" ou Mn®", indicando desta forma que Dns utiliza como cofator ao
menos um destes cations para sua atividade. Além disso, a nuclease Vvn de Vibrio
vulnificus, a qual apresenta alta homologia com Dns de A. hydrophila também requer
Mg*" para sua atividade (Wu er al., 2001). Outra nuclease denominada EndA de

Shewanella oneidensis MR-1, a qual apresenta elevado grau de homologia com Dns
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também apresentou um aumento significativo na atividade DNasica quando Mg>" ou
Mn?®" foram adicionados a reacio (Heun er al. 2012), apoiando assim os resultados
obtidos.

A redugdo na atividade DNasica observada quando Ca** Zn*" ou Cu*" foram
adicionados a reacao de forma independente, também foi constatada no estudo realizado
por Nam et al. (2004), sobre a Dns de A. hydrophila ATCC14715. No entanto, em
nosso estudo, a comparacao entre as atividades observadas com adigdes isoladas destes
cations em relacdo a atividade observada na adi¢do de 5SmM de MgCl, e 2mM de CaCl,
(concentragao padrao utilizada) permitiram constatar uma reducdo na atividade de
86,1% para solucdo contendo apenas CaCl,, 96,28% para solugdo contendo apenas
ZnSO4 e 98,24% para solugdo contendo apenas CuSOy, valores estes superiores a
aqueles encontrados por Nam et al. (2004), os quais corresponderam a 90% para Zn>",
77% para Ca*" ¢ 65% para Cu®’. Esta diferenga poderia ser atribuida ao tipo de sal
utilizado, no entanto, este fato ndo pode ser comprovado, pois nao ha qualquer mengao
a respeito do tipo sais utilizados no trabalho realizado por Nam et al. (2004). No estudo
realizado por Heun et al., (2012), a nuclease EndA de Shewanella oneidensis MR-1
(homologa de Dns) também apresentou uma reducdo na atividade DNésica quando
Ca2+, Zn>" ou Cu*" foram adicionados isoladamente a reagdo, corroborando desta forma

os resultados observados neste trabalho.

5.7.2.2 Efeito de inibidores na atividade enzimatica da DNase extracelular

recombinante Dns de A. hydrophila IBAer119

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes inibidores sobre a atividade
DNasica da Dns recombinante, extratos extracelulares proveniente do transformante
IBAer119-dnsC5 crescido por 24 h a 37°C em meio LB acrescido de 30 pg/mL de

Canamicina, foram incubados na presenca dos agentes quelantes EDTA, citrato de
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sodio, e fosfato de sodio a uma concentragdo final de 10 mM. O extrato extracelular
também foi incubado na presenca dos agentes redutores tiol DTT e B-Mercaptoetanol, a
uma concentragao final de 10 mM. Além disso, o extrato extracelular foi incubado na
presenca do detergente SDS a uma concentracao final de 1%.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que a DNase Dns
recombinante mostrou-se ativa mesmo na presen¢a dos agentes redutores tiol, com
atividades de 178,91+0,35 U/mL/min para extratos contendo DTT e 164,08+0,35
U/mL/min para extratos contendo B-Mercaptoetanol, indicando que estes compostos
ndo apresentam efeitos inibitorios significativos sobre a atividade desta DNase. No que
se refere aos agentes quelantes a atividade da Dns recombinante mostrou-se pouco
afetada na presenca de citrato de soédio ou fosfato de sodio, com valores de 144,08+0,82
U/mL/min (81,59% da atividade original) e 157,91+0,35 U/mL/min (89,42% da
atividade original), respectivamente (Figura 27).
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Figura 27. Efeito de diferentes inibidores sobre a atividade enzimatica da DNase
recombinante Dns. Controle sem adi¢ao de inibidores (A), EDTA 10mM (B), Citrato de
sodio 10mM (C), Fosfato de sodio 10mM (D), DTT 10mM (E), B-Mercaptoetanol
10mM (F) e SDS 1% (G).
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Por outro lado, Dns foi fortemente inibida quando EDTA foi adicionado a
reacdo, com valores de atividade caindo para 10,25+0,36 U/mL/min, correspondendo a
apenas 5,80% da atividade original. Dns também foi fortemente inibida quando o
detergente SDS foi adicionado a reag¢do, demonstrando uma atividade de apenas
6,3340,23U/mL/min, correspondendo a uma taxa inibitoria de 96,41% (Figura 27).

Algumas DNases foram caracterizadas quanto ao efeito de compostos inibidores
sobre a atividade enzimatica. Em Streptococcus suis, a DNase decodificada pelo gene
ssnA com um tamanho molecular de aproximadamente 114 KDa foi completamente
inibida quando 10 mM de EDTA foram adicionados a reagdo (Hass et al., 2014). Do
mesmo modo, a DNase NucM de Erwinia chrysanthemi (homologa a Dns), também foi
inibida por EDTA (Moulard et al. 1995).

Neste trabalho, 10 mM de EDTA foi capaz de inibir consideravelmente a
atividade de Dns. Considerando a capacidade que EDTA apresenta em sequestrar ions
divalentes positivos, o resultado obtido ¢ condizente com aqueles encontrados
anteriormente onde ficou evidente que Mg2+ ou Mn*" sdo utilizados como cofatores por
esta enzima. Desta forma a Dns recombinante clonada a partir de A. hydrophila
IBAer119 pode ser caracterizada como uma metalo-DNase. Os feitos de citrato de sodio
e fosfato de sddio foram menos pronunciados no que diz respeito a inibi¢ao de Dns.
Apesar de serem considerados agentes quelantes, ambos apresentam maior afinidade
por Ca®" (Zittle et al. 1956), explicando desta forma seu reduzido efeito inibitério, uma
vez que Dns nio requer preferencialmente Ca>" para sua atividade.

A nuclease EndA de Shewanella oneidensis MR-1 foi rapidamente inibida por
10 mM de DTT (Heun et al. 2012). Em Serratia marcescens a atividade nucleésica ¢é
dependente de pontes dissulfeto (Ball er al. 1992), indicando ser afetada por agentes

redutores como DTT ou B-Mercaptoetanol. Uma DNase com aproximadamente 24 KDa
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clonada a partir de Vibrio cholerae quando submetida a eletroforese empregando 5% [-
Mercaptoetanol no sample buffer, perdeu completamente a atividade, indicando que as
pontes dissulfetos presentes estdo envolvidas na manutengao da estabilidade da
conformagao tercidria da proteina (Focareta & Manning, 1987). Outra DNase homologa
a Dns de A. hydrophila, denominada NucM de Erwinia chrysanthemi, também foi
completamente inibida quando DTT foi adicionado a reagdo, no entanto, a concentragao
utilizada foi 10 vezes superior (100 mM) a que utilizamos neste estudo.

A Dns recombinante clonada a partir de uma linhagem de A. hydrophila,
demonstrou completa perda na atividade quando submetida a eletroforese empregando
B-Mercaptoetanol no sample buffer (Chang et al. 1992), resultado este, idéntico ao
observado para a DNase de Vibrio cholerae mencionada anteriormente. Embora os
resultados obtidos em nosso estudo sejam divergentes no que se refere a inibi¢ao por
DTT e B-Mercaptoetanol aos observados na maioria dos trabalhos, incluindo aquele
realizado por Chang et al., (1992), envolvendo uma Dns de A. hydrophila, cabe ressaltar
que as avaliagdes realizadas pela maioria dos autores foram efetuadas sobre a atividade
em gel. Além disso, a concentragdo de DTT ou B-mercaptoetanol foram superiores a
aquelas utilizadas neste estudo indicando que 10 mM nao sao suficientes para afetar a
atividade de Dns.

Por sua vez, SDS apresentou um consistente efeito inibitorio sobre a atividade de
Dns. Este resultado ¢ esperado uma vez que SDS apresenta capacidade de linearizar
proteinas modificando a sua estrutura terciaria mediante a adi¢do de cargas negativas a
proteina (Bhuyan, 2010). No estudo realizado por Moulard et al. (1995), a nuclease
NucM de Erwinia chrysanthemi também foi inibida por 0,1% de SDS, tornando os

resultados obtidos neste estudo compativeis com os observados por estes autores.

112



Resultados & Discussdo

5.7.2.3 Efeito do pH na atividade enzimatica extracelular da DNase recombinante

Dns de A. hydrophila IBAer119

Para a determinacdo do pH 6timo de acdo de Dns os extratos extracelulares do
transformante IBAer119-dnsC5 crescido por 24h a 37°C em meio LB acrescido de
30pg/mL de Canamicina, foram incubados em solu¢des com pHs variando de 3 a 9, em
dois diferentes tampdes, a uma concentragdo final de 20mM. Para pHs entre 3 e 6
utilizou-se tampao citrato, enquanto que, para pHs variando de 7 a 9 utilizou-se tampao
Tris-HCL

Conforme os resultados obtidos, Dns apresenta atividade em pH variando de 8,0
a 9,0, com atividades DNasicas de 157,25+0,35 U/mL/min para pH 8,0 e 157,50+0,23
U/mL/min para pH 9,0. Em pH 7,0 a atividade de Dns foi levemente inferior a
observada em pH 8,0 ou 9,0 com um valor de 139,50+1,64 U/mL/min. Em pHs

inferiores a 7,0, a atividade DNasicas de Dns foi bastante reduzida (Figura 28).
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Figura 28. Efeito do pH sobre a atividade enzimatica da DNase recombinante Dns de A.

hydrophila IBAer119.
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Alguns trabalhos avaliando o efeito do pH sobre a atividade de DNases foram
realizados. NucA de Anabaena spp. PCC 7120, apresenta pH oOtimo entre 5,5 ¢ 7,5
(Meiss et al. 1998). A nuclease Vvn de Vibrio vulnificus (homologa a Dns) apresentou
um pH de acao variando de 8,0 a 10,0 (Wu er al. 2001), valores estes similares a aqueles
observados neste estudo empregando Dns. Ja as nucleases vsEndA de Vibrio
salmonicida ¢ vcEndA de Vibrio cholerae, também homologos de Dns, apresentaram
pHs de agdo entre 8,5 ¢ 9,0 e 7,5 e 8,0, respectivamente (Altermark er al. 2006b),
corroborando os resultados obtidos em nosso trabalho. A nuclease NucM de Erwinia
chrysanthemi (homologa a Dns) apresentou mais que 50% de atividade em pHs
variando entre 6,5 e 9,0, com pH 6timo entre 7,5 e 8,2 (Moulard et al. 1995).

No estudo realizado por Nam er al. (2004), no qual a Dns de A. hydrophila
ATCC14715 foi clonada, o pH de agdo encontrado variou entre 6,5 ¢ 7,5. Apesar dos
resultados serem compativeis aos observados em nosso estudo, em nenhum momento os
autores mencionam a faixa de pH na qual a enzima foi testada. Além disso, um fato
importante a ser considerado ¢ que a Dns de A. hydrophila clonada por estes autores foi
fundida a uma proteina de ligacdo a maltose, sendo esta ndo clivada durante o processo
de purifica¢do sugerindo que o sitio de clivagem ndo se encontra acessivel para a agdo
da protease. Este fato poderia explicar a pequena divergéncia relacionada ao pH de agdo
de Dns observada. Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que Dns ¢ uma
DNase com agdo preferencial em pHs alcalinos, caracterizando-a assim como uma

DNase alcalina.

5.7.2.4 Efeito da temperatura na atividade enzimatica da DNase extracelular

recombinante Dns de A. hydrophila IBAer119

Para estipular a temperatura 6tima de a¢do de Dns os extratos extracelulares

provenientes do transformante IBAer119-dnsC5 crescido por 24 h a 37°C em meio LB
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acrescido de 30ug/mL de Canamicina, foram submetidos a analises de atividade
DNaésica em temperaturas de incubagao variando de 20 a 90°C.

Conforme os resultados mostrados na Figura 29, foi possivel constatar que a Dns
apresentou atividade em todas as temperaturas testadas, no entanto, a melhor
temperatura para a atividade desta enzima varia entre 37°C e 60°C, com valores de
atividade de 179,08+£3,41 U/mL/min a 37°C, 179,75+0,58 U/mL/min a 40°C,
180,66+4,47 U/mL/min a 50°C e 180,58+5,89 U/mL/min a 60°C. Apesar da melhor
temperatura para Dns variar entre 37°C e 60°C, elevadas atividades também foram
observadas quando esta enzima foi incubada a temperaturas de 30°C e 70°C, com
valores de atividade de 141,41+0,82 U/mL/min ¢ 160,33+5,89 U/mL/min,
respectivamente.

O estudo empregando DNases homologas a Dns permitiram observar que em V.
salmonicida a temperatura de acdo de vsEndA foi de aproximadamente 45°C, enquanto

que para vcEndA de V. cholerae a temperatura de acdo foi por volta de 50°C (Altermark

et al. 2006b). Estes valores sao condizentes com os resultados obtidos neste estudo.
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Figura 29. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica da DNase recombinante

Dns de A. hydrophila IBAer119.
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O Uunico trabalho realizado por Nam et al. (2004) caracterizando Dns de A.
hydrophila indica que a temperatura de acdo da enzima ¢ 30°C, no entanto, a Dns
estudada esta fundida a uma proteina de ligagdo a maltose podendo ser atribuido a este
fato a divergéncia observada. Além disso, novamente os autores nao mencionam a faixa

de temperatura na qual a enzima foi testada tornando dificil a comparacao dos
resultados.

5.7.2.5 Estabilidade térmica da DNase extracelular recombinante Dns de A
hydrophila IBAer119

Para avaliar a estabilidade térmica de Dns os extratos extracelulares do

transformante IBAer119-dnsC5 crescido por 24h a 37°C em meio LB acrescido de

30pg/mL de Canamicina, foram pré-incubados em temperaturas de 40, 60 ¢ 90°C por

tempos variando entre 5 e 60 min (Figura 30).
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Os dados obtidos mostram que Dns ¢ estdvel a temperatura de 40°C, mesmo
ap6s 60 min. de pré-tratamento, com valores de atividade variando de 181,75+0,82
U/mL/min sem tratamento térmico a 169,50+0,70 U/mL/min com 60 minutos de
tratamento. J4 em temperatura de 60°C, Dns apresenta uma gradual perda na atividade,
sendo esta mais acentuada nos 30 minutos iniciais de pré-tratamento. Quando Dns foi
pré-tratada a temperatura de 90°C, uma rapida redugdo na atividade DNasicas (69,96%)
foi observada logo com 5 minutos de pré-tratamento.

Os resultados neste experimento sao de certa forma, conflitantes em relagdo
aqueles observados na analise dos zimogramas (Figura 11), onde Dns apresenta elevada
capacidade de degradar o substrato mesmo apds 40 min. de tratamento a 100°C. Esta
aparente discordancia poderia ser explicada em virtude das metodologias de analise
empregadas em cada experimento. Para a avaliacdo dos zimogramas os extratos brutos
extracelulares foram tratados termicamente e apds submetidos a eletroforese, seguida
por um periodo de incubagdo de 12 h. Este periodo de incubacdo pode favorecer a
reestruturacao de Dns possibilitando assim a detec¢cdo de atividade DNésicas mesmo
apos o prolongado periodo de tratamento térmico. No caso dos resultados observados na
Figura 31, a avaliacdo da atividade extracelular quantitativa foi realizada empregando
extratos extracelulares brutos mantidos nas temperaturas mencionadas (40, 60 e 90°C)
por tempos variando entre zero € 60 min., podendo assim reduzir a capacidade de re-
estruturacao de Dns, levando a uma reducao na atividade DNasicas ao longo do tempo.

A nuclease NucM de E. chrysanthemi nao foi inativada apos 15 min. a 70°C, no
entanto, ela foi completamente inativada apds um tratamento térmico de 90°C por 15
minutos, sendo considerada pelos autores como sendo uma enzima bastante estavel
(Altermark et al. 2006b). Comparando este resultado ao obtido neste trabalho, podemos

afirmar que Dns ¢ uma DNase apresenta uma reduzida estabilidade térmica,

117



Resultados & Discussdo

considerando que esta enzima se mostrou ativa, mas com uma pequena atividade
(15,83+0,47 e 12,08+1,29 U/mL/min), quando submetida a 60°C e 90°C por 60 minutos,

respectivamente.

5.7.3 Analise de bioinformatica in silico da DNase Dns de A. hydrophila IBAer119

5.7.3.1 Analise de bioinformatica da sequéncia nucleotidica e proteica da DNase

Dns de A. hydrophila IBAer119

O produto de PCR com tamanho molecular de 771pb, correspondente ao
fragmento contendo a ORF (Open Read Frame) do gene dns de A. hydrophila
[BAerl19, foi clonado no vetor pCR™2.1 TOPO®. A anilise da sequéncia obtida

através de sequenciamento permitiu identificar uma ORF de 687 nt (Figura 31).

10 20 30 40 50

B S O T T I

IBAerll19-dnsC5 ATGTTTCGTCCCCTGCTCTCTCTCGCCCTGACCCTGCTGGTCAGTCTGCC
60 70 80 90 100
T e

IBAerl119-dnsC5 CCTGCATGCCCAGACTTTTCGCGCCGCCAAACAGGATCTGAACCGCCTCT
110 120 130 140 150

D S O T P e T I

IBAerl19-dnsC5 ATCAGGATCACCCGGTTACCTTCTACTGCGGCTGCAAGATTGACTATCAG
160 170 180 190 200

D S O e P O T I

IBAerl119-dnsC5 GGCAAGAAAATGAAGCCCGATCTGGCCAGTTGCGGCTATGAGCCGCGCAA
210 220 230 240 250
e I I e

IBAerl19-dnsC5 GCAGCCCAAGCGCGCCGCCCGCATCGAGTGGGAACACGTAGTCCCCGCCT
260 270 280 290 300

B S O T I

IBAerl19-dnsC5 GGGAGTTCGGCCACCAGCTGCAGTGCTGGCAGCAGGGTGGTCGCAAGAAC
310 320 330 340 350

T e L I I e

IBAerl119-dnsC5 TGCGAAAAAGCGAGCCCCGAGTTCAATAAGATGGAGGGGGACATGCACAA
360 370 380 390 400

D S O T P T T I

IBAerl19-dnsC5 CCTCTTCCCCGCCATCGGCGAAGTGAACGGCGATCGGGCCAACTTCCGCT
410 420 430 440 450

D O S e P T Y I

IBAerl19-dnsC5 TCTCCGACTGGAATGGCACCCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCGGATGCTG
460 470 480 490 500

T e L I e

IBAerl19-dnsC5 GTAGACTTCAAAAATCGCCAGGTGCAGCCGCCCAAGGGGCCGGTACGGGG
510 520 530 540 550

D T O e P e e I

IBAerl19-dnsC5 CCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTATATGAGCCAGCAGTATGGGCTGCGTC
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560 570 580 590 600

B S e e T I
IBAerl19-dnsC5 TGGCAGCGCAACAGCGTAAACTGTTCGAAGCCTGGGACAGGCAGTACCCG

610 620 630 640 650

T T L I I e
IBAerll19-dnsC5 GCCGACGGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAGGG

660 670 680

B T e I
IBAerl19-dnsC5 CAATACCAACCCCTTTATTGAAAAGCAGTGCCAATAA

Figura 31. Sequéncia nucleotidica correspondente a ORF da DNase Dns de A.
hydrophila IBAer119 clonada em E. coli DH5a. Nucleotideos adenina (verde), timina

(vermelho), citosina (azul) e guanidina (preto).

Com base no resultado do sequenciamento, uma busca por sequéncias
nucleotidicas homologas a ORF da DNase Dns de A. hydrophila 1BAerl119 foi
realizada. Esta busca inicialmente foi restrita a organismos do género Aeromonas e
baseada nos bancos de dados Nucleotide collection (nr/nt) e Whole-genome shotgun
contigs (wgs), disponiveis no NCBI. Os resultados obtidos permitiram identificar
diversas espécies de Aeromonas as quais apresentaram ORFs com elevado grau de
homologia com a ORF da DNase Dns de A. hydrophila 1BAer119. Uma anélise de
agrupamento empregando o algoritmo Neighbor-Joining com um bootstrap de 2000
replicatas foi executado com base em representantes do género Aeromonas.

Conforme pode ser observado na Figura 32, um elevado grau de homologia foi
evidenciado entre todas as espécies de Aeromonas analisadas. A andlise de agrupamento
evidencia que a DNase Dns de A. hydrophila IBAer119 apresenta maior semelhanga em
nivel nucleotidico com a maioria das A. hydrophila avaliadas, especialmente com
relacdo aos isolados ML09-119, AL09-71, pcl04A, J-1, ATCC7966, AL06-06 e

ATCC14751.

119



Resultados & Discussdo

gb.CP005966.1 A.hydrophila ML09-119
100 | 9b-CP007566.1 A.hydrophila AL09-71
gb.CP007576.1 A.hydrophila pc104A
26 gb.CP006883.1 A.hydrophila J-1
—— gb.CP010947.1 A.hydrophila AL0O6-06
0i.754645190 A.jandaei CECT 4228
= gb.CP000462.1 A.hydrophila ATCC 7966

@ A.hydrophila IBAer119
gb.AF004392.2 A.hydrophila ATCC14715

72 —9s|: gi. 754653901 A.popoffii CIP 105493

gi.757627618 A.piscicola LMG 24783

gb.CP000644.1 A.salmonicida A449

55 83
50 gi.754622607 A.fluvialis LMG 24681

gi.754634228 A.sobria CECT 4245

08 20 gb.CP007518.1 A.hydrophila YL17
gb.CP002607.1 A.veronii B565

R
99 gi. 756856087 A.allosaccharophila CECT...

gi.754604056 A.bivalvium CECT 7113

N —— 0i.492627175 A.molluscorum 848

34
10— gi.754658286 A.rivuli DSM 22539
9i.759911216 A.diversa CECT 4254

100 |
| gi. 754664813 A.simiae CIP 107798

9i. 756840504 A.encheleia CECT 4342
gb.CP006579.1 A.hydrophila 4AK4

gb.CP007567.1 A.media WS
gb.L78266.1 A.hydrophila JMP636

40
00 — gb-M99491.1 A.hydrophila CHC-1

1
50 I: gi.334363761 A.caviae Ae398

gi.754701925 A.sanarellii LMG 24682

99
E'jgi. 760127714 A.taiwanensis LMG 24683

97
39

0.01

Figura 32. Analise de agrupamento (Neighbor-Joining), baseado na sequéncia

nucleotidica de DNases Dns em representantes do género Aeromonas. Circulo preto (e),

indica a posi¢do A. hydrophila IBAer119, isolado empregado neste trabalho.
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Apesar do elevado grau de similaridade, pequenas diferencas intraespecificas
podem ser observadas particularmente entre os representantes de A. hydrophila, uma
vez que os isolados desta espécie se encontram distribuidos ao longo dos demais grupos
formados. Considerando o elevado grau de similaridade observado entre as diferentes
espécies de Aeromonas avaliadas, algumas sequéncias oriundas de genomas
completamente sequenciados ou clonadas, excluindo por tanto as sequéncias
provenientes de shotgun contigs, foram avaliadas com maiores detalhes.

A andlise comparativa de BLASTn empregando a sequéncia nucleotidica do
gene dns clonado a partir de A. hydrophila 1BAer119 em relagdo as sequéncias
nucleotidicas correspondentes a genes homologos de Aeromonas spp., depositadas no
banco de dados Nucleotide collection (nr/nt) do NCBI foi realizada. A avaliacao
permitiu identificar que a ORF de A. hydrophila 4AK4 anotada com 644nt e localizada
originalmente na posi¢do 1218784-1219427, na verdade apresenta uma ORF de 699 nt e
esta localizada na posigao 1218784-1219482, com o start codon localizados cerca de 55
nt upstream a posicao anotada originalmente. Para A. hydrophila YL17 a ORF anotada
com 643 nt, localizada originalmente na posi¢do 761848-762490, na verdade apresenta
uma ORF de 702 nt, localizada na posigdo 761848-762549, com um start cddon
localizado cerca de 59 nt upstream a posi¢do anotada originalmente. Ja, para A. veronii
B565 a ORF anotada com 645nt, localizada originalmente na posi¢do 3419991-
3420635, na verdade, apresenta uma ORF de 705 nt localizada na posi¢do 3419931-
3420635, com um start codon localizado cerca de 60 nt upstream da posicdo anotada
originalmente. Estes resultados indicam uma possivel falha na anotacao para este gene
em particular nestas linhagens.

Apbs realizar as corre¢cdes mencionadas anteriormente, foi possivel estabelecer

comparagdes mais precisas no que diz respeito ao tamanho da ORF, % de GC,
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identidade e cobertura dos genes dns avaliados.

A comparagao entre as sequéncias nucleotidicas do gene dns clonado a partir de
A. hydrophila IBAerl19 em relagdo aos genes dns homodlogos das espécies de
Aeromonas analisadas, permitiu constatar um percentual de GC variando entre 58,99 a
63,39%, estando o valor observado para gene dns clonado a partir de A. hydrophila
IBAer119 dentro desta faixa de variacao (Tabela 15). Por sua vez, a comparagdo entre
as sequéncias nucleotidicas do gene dns permitiu constatar coberturas variando entre 91
e 100% com identidades variando entre 84 ¢ 95%. A comparagdo entre os percentuais
de GC, tamanhos de ORF corrigidas, cobertura e identidade, do gene dns em relacdo aos
demais genes homologos, clonadas ou provenientes de genomas completamente
sequenciados sao mostrados na tabela 15.

Tabela 15. Comparacao entre a composicao nucleotidica (GC), cobertura e identidade
da ORF do gene dns de Aeromonas.

Composic¢do
Espécies*® ORF™  nucleotidica  Cobertura Identidade Referéncia/Acesso NCBI
— o
Ah- IBAerl119 687nt 60,99 - - Este estudo
Ah- ATCC14715  684nt 61,26 100% 91% Nam et al. (2004)*
Ah- IMP636 711nt 63,31 91% 86% Dodd & Pemberton (1999)"
Ah- CHC-1 694nt 62,91 100% 84% Chang et al. (1992)°
Ah-4AK4 699nt 63,09 94% 88% NCBI (CP006579.1)
Ah-AL09-71 684nt 61,70 100% 95% NCBI (CP007566.1)
Ah-ATCC7966 684nt 61,70 100% 95% NCBI (CP000462.1)
Ah-ML09-119 684nt 61,70 100% 95% NCBI (CP005966.1)
Ah-pc104A 684nt 61,70 100% 95% NCBI (CP007576.1)
Ah-YL17 702nt 63,39 93% 91% NCBI (CP007518.1)
Am-WS 692nt 63,87 99% 86% NCBI (CP007567.1)
As-A449 690nt 58,99 100% 88% NCBI (CP000644.1)
Av-B565 705nt 61,84 93% 91% NCBI (CP002607.1)

*Ah- Aeromonas hydrophila, Am- Aeromonas media, As- Aeromonas salmonicida, Av- Aeromonas
veronii; -~ ORF corrigidas com base na analise de BLASTn. * Acesso NCBI AF004392.2, BAcesso NCBI
L78266.1,  Acesso NCBI M99491.1
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ApoOs a avaliagdo de BLASTn, as sequéncias nucleotidicas obtidas a partir da
busca realizada no banco de dados do NCBI foram submetidas a andlise de alinhamento
empregando o programa BioEdit 7.0 (ANEXO I).

De acordo com os resultados obtidos a menor homologia em nivel nucleotidico ¢
observada na regido inicial da ORF (entre 1-105nt), com diferengas marcantes para as
linhagens de A. hydrophila YL-17, CHC-1, JMP636, 4AK4 ¢ para as linhagens de A.
veronii B565 e A. media WS. Estas varia¢des indicam a existéncia de diversidade tanto
inter, quanto intraespecifica para a ORF do gene dns em Aeromonas.

A partir da sequéncia obtida através de sequenciamento do gene dns de A.
hydrophila 1BAer119, foi possivel deduzir sua sequéncia de aminoacidos
correspondente. Conforme pode ser observado na Figura 33, a ORF correspondente ao
gene dns de A. hydrophila 1BAer119 apresentou uma sequencia de aminoacidos
constituida por 228aa com uma massa molecular tedrica de 26585,36 Da, estimada

empregando as ferramentas disponiveis no ambiente virtual ExPasy.

1 ATG TTT CGT CCC CTG CTC TCT CTC GCC CTG ACC CTG CTG GTC AGT 45
1 Met Phe Arg Pro Leu Leu Ser Leu Ala Leu Thr Leu Leu Val Ser 15
46 CTG CCC CTG CAT GCC CAG ACT TTT CGC GCC GCC AAA CAG GAT CTG 90
16 Leu Pro Leu His Ala Gln Thr Phe Arg Ala Ala Lys Gln Asp Leu 30
91 AAC CGC CTC TAT CAG GAT CAC CCG GTT ACC TTC TAC TGC GGC TGC 135
31 Asn Arg Leu Tyr Gln Asp His Pro Val Thr Phe Tyr Cys Gly Cys 45

136 AAG ATT GAC TAT CAG GGC AAG AAA ATG AAG CCC GAT CTG GCC AGT 180
46 Lys Ile Asp Tyr Gln Gly Lys Lys Met Lys Pro Asp Leu Ala Ser 60

181 TGC GGC TAT GAG CCG CGC AAG CAG CCC AAG CGC GCC GCC CcGC ATC 225
61 Cys Gly Tyr Glu Pro Arg Lys Gln Pro Lys Arg Ala Ala Arg Ile 75

226 GAG TGG GAA CAC GTA GTC CCC GCC TGG GAG TTC GGC CAC CAG CTG 270
76 Glu Trp Glu His Val Val Pro Ala Trp Glu Phe Gly His Gln Leu 90

271 CAG TGC TGG CAG CAG GGT GGT CGC AAG AAC TGC GAA AAA GCG AGC 315
91 Gln Cys Trp Gln Gln Gly Gly Arg Lys Asn Cys Glu Lys Ala Ser 105

316 CCC GAG TTC AAT AAG ATG GAG GGG GAC ATG CAC AAC CTC TTC CCC 360
106 Pro Glu Phe Asn Lys Met Glu Gly Asp Met His Asn Leu Phe Pro 120

361 GCC ATC GGC GAA GTG AAC GGC GAT CGG GCC AAC TTC CGC TTC TCC 405
121 Ala Ile Gly Glu Val Asn Gly Asp Arg Ala Asn Phe Arg Phe Ser 135

406 GAC TGG AAT GGC ACC CCG GAT CAG TAC GGC CAG TGC CGG ATG CTG 450
136 Asp Trp Asn Gly Thr Pro Asp Gln Tyr Gly Gln Cys Arg Met Leu 150
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451 GTA GAC TTC AAA AAT CGC CAG GTG CAG CCG CCC AAG GGG CCG GTA 495
151 Val Asp Phe Lys Asn Arg Gln Val Gln Pro Pro Lys Gly Pro Val 165

496 CGG GGC CAG ATC GCC CGC GCC TAC CTC TAT ATG AGC CAG CAG TAT 540
166 Arg Gly Gln Ile Ala Arg Ala Tyr Leu Tyr Met Ser Gln Gln Tyr 180

541 GGG CTG CGT CTG GCA GCG CAA CAG CGT AAA CTG TTC GAA GCC TGG 585
181 Gly Leu Arg Leu Ala Ala Gln Gln Arg Lys Leu Phe Glu Ala Trp 195

586 GAC AGG CAG TAC CCG GCC GAC GGC TGG GAG TGC GAG CGC AAC CGC 630
196 Asp Arg Gln Tyr Pro Ala Asp Gly Trp Glu Cys Glu Arg Asn Arg 210

631 CGC ATC GGC AAG CTG CAG GGC AAT ACC AAC CCC TTT ATT GAA AAG 675
211 Arg Ile Gly Lys Leu Gln Gly Asn Thr Asn Pro Phe Ile Glu Lys 225

676 CAG TGC CAA TAA
226 Gln Cys Gln End

Figura 33. Sequéncia de amino4cidos (aa), deduzida a partir da ORF do gene dns de A.
hydrophila IBAer119.

Conforme os resultados observados e considerando que a DNase Dns apresenta
uma localizacdo extracelular, uma busca visando identificar a regido correspondente a
sequéncia lider (peptideo sinal) foi realizada utilizando o programa SignalP 4.1
(Petersen et al., 2011). Os resultados obtidos indicam a presenca de um peptideo sinal
de 20 aa (D score=0,881) com um sitio de clivagem entre as posi¢oes 20 e 21 gerando
uma proteina madura de 208 aa com uma massa molecular tedrica de 24397,60 Da.

A andlise comparativa visando identificar os peptideos sinais das proteinas
homologas a Dns em representantes do género Aeromonas foi realizada (Tabela 16).
Todas as demais espécies de Aeromonas apresentam um peptideo sinal e uma proteina
matura de tamanho molecular condizente a aqueles observados nas espécies
representadas. (Dados ndo mostrados).

Conforme pode ser observado na Tabela 16, o tamanho do peptideo sinal para
Dns variou entre 20 e 27 aa. Por sua vez a proteina madura apresentou tamanhos
variando entre 207 e 210 aa. A presen¢a de peptideos sinal indica que esta proteina ¢é
secretada por meio de um sistema Sec-dependente, o qual emprega uma translocase para

realizar o transporte através da membrana citoplasmatica (Tomas, 2012).
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Tabela 16. Sequéncias de peptideo sinal, posi¢ao de clivagem, D score e proteina Dns
madura de Aeromonas. | indica o ponto de clivagem.

Espécie* Sequéncia P0§igﬁo de D.. score Proteina

clivagem SignalP madura
Ah- IBAer119 MFRPLLSLALTLLVSLPLHA |QTFRAAKQDL 20-21 0,881 208aa
Ah- ATCC14715 MFRPLLSFTLARLVSLPLHA |QTFRAAKQDL 20-21 0,699 207aa
Ah- IMP636 MSRPSRVLGLPLLSLGLTLLVSTPLQA |QEA 27-28 0,832 209aa
Ah- CHC-1 MFRPLLSLCLALLVSAPAHA |DNIQTFRAAK 20-21 0,910 210aa
Ah-4AK4 MFRSLFTLSVGLLISLPFISSPLQA |QTFRA 25-26 0,779 207aa
Ah-AL09-71 MFRPLLSLALTLLVSLPLHA |QTFRAAKQDL 20-21 0,882 207aa
Ah-ATCC7966 MFRPLFSFTLALLVSLPLHA |QTFRAAKQDL 20-21 0,843 207aa
Ah-ML09-119 MFRPLLSLALTLLVSLPLHA |QTFRAAKQDL 20-21 0,882 207aa
Ah-pc104A MFRPLLSLALTLLVSLPLHA |QTFRAAKQDL 20-21 0,882 207aa
Ah-YL17 MRLISSLALTLLAGLPLLSAPLHA |QTFREA 24-25 0,849 209aa
Am-WS MFRPLISLCLALLVSAPAHA | QAPQTFRAAK 20-21 0,924 210aa
As-A449 MFRPLLSVALTLLVSLPLHA |QTFRTAKQDL 20-21 0,862 209aa
Av-B565 MRFISSLALTLLAGLPLLSAPLHA |QTFREA 24-25 0,846 210aa

* Ah- Aeromonas hydrophila, Am-Aeromonas media, As-Aeromonas salmonicida, Av-Aeromonas veronii.
As variagdes observadas no que se refere ao peptideo sinal pode representar

diferentes eficiéncias na secre¢do da enzima, uma vez que estas sequéncias facilitam o

transporte da proteina através da membrana interna (Dodd & Pemberton, 1999).

A andlise comparativa da Dns madura de IBAer119 foi realizada empregando a
ferramenta BLASTp com base no banco de dados Non-redundant protein sequence (nr)
disponivel no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). A comparacdo revelou identidades
variando entre 86 e 97%, e positividades variando de 90 a 97%. Considerando apenas as
espécies representativas de A. hydrophila, a menor identidade (86%) foi observada para
as proteinas correspondentes as linhagens JMP636 e 4AK4 (Tabela 17). A linhagem
JMP636 apresentou a menor positividade entre todas as sequéncias de A. hydrophila
avaliadas com um valor de 90% (Tabela 17).

Elevados indices de identidade e positividade foram constatados para as
proteinas Dns correspondentes as linhagens AL09-71, ATCC7966, ML09-119 e
pcl04A. Além disso, elevados indices de identidade e positividade também foram
observados quando a Dns madura de A. hydrophila 1BAer119 foi comparada as

linhagens de A. media WS, A. salmonicida A449 e A. veronii B565 (Tabela 17).

125



Resultados & Discussdo

Tabela 17. Comparacao da proteina Dns de A. hydrophila IBAer119 com relagdo a seus
homologos em Aeromonas.

Espécie* Identidade Positividade E value RE{? g;;llc)la
Ah- IBAerl19 100% 100% 0.0 -

Ah- ATCC14715 92% 97% 6e-145 AAB61738.2
Ah- IMP636 86% 90% le-136 AABO01347.1
Ah- CHC-1 88% 91% 3e-139 AAA21942.1

Ah-4AK4 86% 91% 9e-138 AHE48665.1
Ah-AL09-71 97% 97% 8e-154 AHX33766.1
Ah-ATCC7966 97% 97% Se-153 ABK37189.1
Ah-ML09-119 97% 97% 8e-154 AGM45134.1
Ah-pcl104A 97% 97% 8e-154 AHX70567.1
Ah-YL17 90% 93% 3e-145 AHV34340.1
Am-WS 86% 91% 6e-138 AHX60038.1
As-A449 89% 92% 3e-142 ABO89307.1
Av-B565 91% 94% Se-147 AEB51060.1

* Ah- Aeromonas hydrophila, Am-Aeromonas media, As-Aeromonas salmonicida, Av-Aeromonas veronii.

A andlise de BLASTp permitiu identificar que a Dns de A. hydrophila IBAer119
pertence a super familia da endonuclease I (EC:3.1.21.1) e apresenta dominios
conservados correspondentes a PRK15137, EndA e Endonuclease I. Os dominios
correspondentes a super familia da endonuclease I (EC:3.1.21.1) estdo sinalizados na
Figura 34.

O dominio PRK 15137 corresponde a endonuclease I DNA especifica e apresenta
um carater provisorio. J4 o dominio EndA corresponde a endonuclease I envolvida em
processos de replicagdo, recombinagao e reparo. Por sua vez, o dominio Endonuclease I
corresponde a nuclease bacteriana periplasmatica ou secretada EC: 3.1.21.1 com papel
biologico ainda desconhecido (Focareta & Manning, 1987; Nakamura ef al. 1992; Jakel
& Wackernagel, 1995).

O alinhamento entre a sequencia de aminoacidos da Dns madura de A.
hydrophila 1BAer119 e as proteinas homodlogas dos representantes de Aeromonas foi
realizado (Figura 34). Os resultados revelaram a presenga de regides conservadas entre
todos os representantes de Aeromonas avaliados, embora pequenas diferengas foram
constatadas nas proteinas alinhadas de A. hydrophila IMP636, A. hydrophila CHC-1 e

A. media WS, A. hydrophila YL17, A. salmonicida A449 e A. veronii B565 (Figura 34).
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A analise de predicdo da estrutura secundaria foi realizada empregando
PROMALS web server (Pei & Grishin, 2007) e DALI web server (Holm & Rosenstrom,
2010). A predigao da estrutura secundaria de Dns permitiu identificar a presengas de 10
regides correspondentes a a-hélices e 8 regides correspondentes a B-folhas (Figura 35).
Conforme pode ser observado na andlise de predicdo, as alteragdes constatadas
anteriormente podem ser atribuidas a SNPs sem nenhum significado funcional teorico,
visto que esta DNase apresenta elevada frequéncia em Aeromonas.

A andlise permitiu ainda identificar oito residuos de cisteina altamente
conservados entre as diferentes espécies de Aeromonas avaliadas. Estes mesmos
residuos também se encontram conservados nas mesmas posigdes em endonucleases
homologas, tais como, Dns de V. cholerae, Vvn de V. vulnificus, NucM de E.
chrysanthemi (Dickeya chrysanthemi) e Endol de E. coli (Li et al., 2003) (Figura 35).
Este fato sugere a formacdo de pontes dissulfeto, as quais provavelmente sdo

fundamentais para a correta conformacgao da proteina.

Conservation: 55599992599994599224955295999929 44995929944999949
AEB51060.1-A. veronii B56 1 —-—--QTFHEAKQDIHVKIYRSAHAVTTFYCGCDIDYOGKKMSPDLASOGY[EH
AB089307.1-A. salmonicida A449 1 ——-QTFHTAKQDHVKIYHTAHTYTTFYCGCDIRYOGKKMSPDLASOGY[EH
AHV34340.l—A._hydrophila_YLl7 1 -—--QTFHEAKQDIVKIYQSQAHAVTTIYCGCNIDYQGKKMSPDLASCOGY[HH
AHX70567.l—A._hydrophila_pClO4A 1 -—--QTFHAAKQDINRIYQDHH-4VTFYCGCKIDYQGKKMSPDLASCOGY[HH
AGM45134.1-A. hydrophila ML09-119 1 —-—--QTFHAAKQDINRIYIQDHHE-VTFYCGCKIDYOGKKMSPDLASOGY[EH
AHX33766.1-A. hydrophila AL09-71 1 —-—-QTFHAAKQDINRIYIQDHH-VTFYCGCKIDYOGKKMSPDLASOGY[EH
ABK37189.1-A. hydrophila ATCC7966 1 —---QTFHAAKQDINRIY|QDOHE-VITFYCGCKIDYQGKKMSPDLASGY[EH
A. hydrophila IBAerll9 1 ---QTFHAAKQDINRIY|QDOHH-VITFYCGCKIDYQGKKMKPDLASGY[EH
AAB61738.2-A. hydrophila ATCC14715 1 ---QTFHAAKQDINRIY|QDHH-VTFYCGCKIEYQGKKMSPDLASOGYHH
AHE48665.1-A. hydrophila 4AK4 1 —-—-QTFHAAKQDINKIYIQSHH-TTFYCGCNIKFSGKOMAPDWE SAGY|LH
AHX60038.1-A. media WS 1  QAPQTFHAAKQDINKIY|QSHE-TTFYCGCNIKESGK(MAPDWESOGY|[{H
AAA21942.1-A. hydrophila CHC-1 1 DNIQTFHAAKQDINKIYQSHH-4VTFYCGCNIKEFSGKKMAPDWESJGY|H
AAB01347.l—A._hydrophila_JMP636 1 -EAQTFHAVKQDUHVKIYQSHH-4STFYCGCNIKEFSGKKMAPDWESJGY|[H
Consensus_ss: hhhhhHhhhhh L eeee L L
T al B1
Conservation: 9942992999999999999999995999 99999929552999299999
AEB51060.l—A._Veronii_B56 48 AKIRAARTEWEHVVPAWHFGHJIIOCWJGAGGRKNCEKAS HE FNKMEGDM
AB089307.1-A. salmonicida A449 48 HKIRAAR ITHWEHVVPAWHFGHQUOCWAOGGRKNCIK- SOF FNKMEGONM
AHV34340.1-A. hydrophila YL17 48 HKIRAAR ITHWEHVVPAWHFGHQUKCWQOGGRKNAGK- SOFEFNOMEGONM
AHX70567.l—A._hydrophila_pclO4A 46 HKIRAARTHWEHVVPAWHEFGHQULOCWQOGGRKN(GK-SOFFNOMEGONM
AGM45134.l—A._hydrophila_ML09—ll9 46 HKIRAARTHWEHVVPAWHEFGHQULOCWQOGGRKN(GK-SOFFNOMEGONM
AHX33766.l—A._hydrophila_AL09—7l 46 HKIRAAR THWEHVVPAWHEFGHQILOCWQOGGRKN(GK-SOFFNOMEGONM
ABK37189.l—A.ihydrophilaiATCC7966 46 HKIRAAR ITHWEHVVPAWHFGHQUOCWAOGGRKNAGK- SOFEFNOMEGONM
A.ihydrophilailBAerll9 46 HKIRAAR ITHWEHVVPAWHFGHQUOCWOOGGRKNCHKAS HE FNKMEGONM
AAB61738.2—A._hydrophila_ATCCl47l5 46 RANRIHWEHVVPAWHEFGHQLOCWQOGGRKN(GK-TOEEFNOMEGONM
AHE48665.l—A._hydrophila_4AK4 46 IRASRIEWEHVVPAWHFGHQIOCWQEGGRKN(GK-SOHEFNKMEGOM
AHX60038.1—A.7mediaiws 49 RASHIHWEHVVPAWHFGHQUOCWOEGGRKN(GK-SOFFNKMEGONM
AAA21942.l—A._hydrophila_CHC—l 49 RASHIHWEHVVPAWHFGHQUOCWYDGGRKN(GK-SOKFNRMEGONM
AAB01347.l—A._hydrophila_JMP636 48 IRAARTHWEHVVPAWHFGHQULOCWQEGGRKN(GK- SAEFNKMEGONM
Consensus_ss: hhh | gedeee hhh hhhhjhhhhhhhH | || hhhhh | |
B3 a3 a4 ab
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Conservation: 99999959999599994999999949299949599999925499999955
AEB51060.1-A. VeroniiiB56 98 HNLFPATQEVNGDRA PDOYGQCOMIVIDFKDRRVOPPKGHY] 147
AB0O89307.1-A salmonicida7A449 97 HNLFPATQEVNGDRA PDOYGQCOMIVIDFKERRVRPPKGIIV| 146
AHV34340.1-A. hydrophila YL17 97 HNLFPAYEEVNGDRA PDOYGQCRMIVDFKERRVOPPKGHI| 146
AHX70567.1-A. hydrophila pcl04A 95 HNLFPATQGEVNGDRA PDOYGQCRMIVDFKNRQVOPPKGIV| 144
AGM45134.1-A. hydrophilaiML09—ll9 95 HNLFPATQEVNGDRA PDOYGQCRMIVIDEFKNROVOPPKGIY] 144
AHX33766.1-A. hydrophilaiAL09—7l 95 HNLFPATQEVNGDRA PDOYGQCRMIVIDEFKNROVOPPKGIYV| 144
ABK37189.1-A. hydrophila ATCC7966 95 HNLFPAJGEVNGDRA PDOYGQCRMIVDFKNRQVOPPKGIV| 144
A. hydrophila IBAerll9 96 HNLFPATGEVNGDRA PDOYGQCRMIVDFKNRQVOPPKGHY| 145
AAB61738.2-A hydrophila_ATCCl4715 95 HNLFPATGEVNVDRA PHOYGQCOMIVDFKERQVOPPKGIV| 144
AHE48665.1-A. hydrophila74AK4 95 HNLFPATQEVNGDRA PNOYGKCGMI{VIDFKDRRVDPPKGHY| 144
AHX60038.1-A. mediaiws 98 HNLFPATQEVNGDRA PNOYGKCGMI{VIDFKDRRVRPPKGHY| 147
AAA21942.1-A. hydrophila CHC-1 98 HNLFPAJQGEVNGDRA PNOYGKCOMIVDFKERQVOPPKGHY| 147
AAB01347.1-A. hydrophila JMP636 97 HNLFPATGEVNGDRA PNOYGKCOMIVDFKEQRVOPPKGHY| 146
Consensus_ss eee¢ | hhhhhh ege [geleee ce Hhh
R4 a6 B5 B6 B7 B8

Conservation: 99999999999559595599999999599999999952999999599999
AEB51060.1-A. VeroniiiB56 148 HAOIARAYT] QY|GLRLA WOHRQAVBAHGWEQHRNARIGKLY 197
AB089307.1-A. salmonicida A449 147 HQIARAYT OHGLRLA WOHRQYBADYWEQHRNHRIGKY 196
AHV34340.1-A. hydrophila YL17 147 HOIARAYT QY|GLRLA WOHRQYBADAWEAQHERNHRIGKY 196
AHX70567.1-A. hydrophilaipclO4A 145 HGEOJARAYT QY|GLRLA WIHRAYRADGWEQHERNHRIGKI 194
AGM45134.1-A. hydrophilaiMLO9—ll9 145 HGEOJARAYT QY|GLRLA WIHRQAYRADGWEQHERNHRIGKI 194
AHX33766.1-A. hydrophila AL09-71 145 HOIARAYT QY|GLRLA WIOHRQYBADGWEQHRNRRIGHL 194
ABK37189.1-A. hydrophila ATCC7966 145 HQQIARAYI QY|GLRLA WIOHRQYBADGWEQHRNRRIGHL 194
A.ihydroph ila IBRerll9 146 HEOIARAYT QY|GLRLA WIHRAYRADGWEQHERNHRIGKI 195
AAB61738.2-A. hydrophilaiATCCl47l5 145 HQEOJARAYT QY|GPGLA WIHRQAYRADGWEQHERNHRIGKI 194
AHE48665.1-A. hydrophila 4AK4 145 HOIARAYT QY|GLRLA WIOHRQYBADHWEQHRNYRIGHL 194
AHX60038.1-A. media WS 148 HOIARAYT QY|GLRLA WIOHRQYBADHWEQHRNYRIGHL 197
AAA21942.1-A. hydrophila7CHC—l 148 HEOQIARAYT QY|GLRLA WIHRQAYBRADHWEQHERNHRIGKL 197
AAB(01347.1-A. hydrophilaiJMP636 147 HGOJARAYT QY|GLRLA WIHRAYBRADHWEQHERNHRIGKI 196
Consensus_ss (hhhhhhhH h \hhh | || | [HHhHHhhHHhHHh

a7 a9
Conservation: 9999999999994
AEB51060.1-A. veronii B56 198 PFIEKQCQ 210
ABO89307.1-A. salmonicida A449 197 PFIFKQCR 209
AHV34340.1-A. hydrophilaiYLl7 197 PFIHKQCQ 209
AHX70567.1-A. hydrophila pcl04A 195 PFIFKQCR 207
AGM45134.1-A. hydrophila ML09-119 195 PFIEKQCR 207
AHX33766.1-A. hydrophila AL09-71 195 PFIEKQCR 207
ABK37189.1-A. hydrophilaiATCC7966 195 PFIHKQCR 207
A. hydrophila IBAerll9 196 PFIHKQCQ 208
AAB61738.2-A. hydrophila ATCC14715 195 PFIEKQCQ 207
AHE48665.1-A. hydrophila 4AK4 195 PFIEKQCR 207
AHX60038.1-A. media WS 198 PFIHKQCQ 210
AAA21942.l—A.ihydrophila7CHC—l 198 PFIHKQCQ 210
AAB01347.1-A. hydrophila JMP636 197 PFIHKQCQ 209
Consensus_ss: hH

alO

Figura 34. Anadlise de alinhamento e predicdo da estrutura secundéaria da DNase Dns de
A. hydrophila IBAer119 em relacdo aos seus homologos. Letras em coloragdo vermelha
indicam a-hélices, letras em coloragdo azul indicam B-folhas. Numeros na parte superior
das sequéncias indicam o nivel de conservacdo de cada aminoacido. Os residuos
conservados de cisteina estdo grifados em coloragdo amarela. Quadrantes indicam

dominios conservados correspondentes a super familia endonuclease I (EC: 3.1.21.1).

Com o objetivo de comparar a sequéncia deduzida de aminoécidos da Dns de A.
hydrophila IBAer119 com sequéncias de aminodcidos correspondentes a proteinas

homologas de outras espécies bacterianas, uma nova analise de BLASTp foi realizada
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sendo consideradas apenas proteinas com identidades superiores a 55% e com
coberturas superiores a 90%.

Os resultados obtidos mostram que Dns de A. hydrophila 1BAer119 apresenta
homologia com DNases de diversas espécies dos géneros Aliivibrio, Dickeya,
Shewanella, Serratia, Vibrio ¢ Erwinia. Além disso, a Dns de A. hydrophila 1BAer119
também apresentou homologia com DNases de Escherichia coli e Oceanimonas
SMIrnovii.

A andlise comparativa dos resultados permitiu observar uma maior identidade e
positividade para a DNase de Oceanimonas smirnovii com valores de 69 e 81%,
respectivamente. Ja a endonuclease (Endl/EndA) de E. coli apresentou identidade de
62% e positividade de 72%. Considerando o género Aliivibrio, a comparacdo de Dns de
IBAer119 em relacdo aos seus homologos permitiu identificar identidades variando
entre 58 e 61% com positividades de 72%. Para o género Dickeya, a analise permitiu
identificar identidades variando entre 57 e 59% e positividade variando entre 71 ¢ 73%.
Por sua vez identidades entre 60 e 62% e positividades entre 71 e 73% foram
observadas entre a Dns de IBAer119 e seus homologos correspondentes em bactérias do
género Serratia. Ja para o género Shewanella, as DNases com homologia a Dns de
IBAer119 apresentaram identidades variando de 58 a 64% e positividades variando
entre 70 e 77%. Por fim, quando comparada a Dns de IBAer119 com seus homologos
correspondentes entre bactérias do género Vibrio, a andlise permitiu identificar
identidades entre 58 e 64% e positividades variando entre 70 e 77%. Esta similaridade
pode ser visualizada em um conjunto de representantes destes géneros representada na
Figura 36. O resultado obtido indica que a Dns de A. hydrophila IBAer119 apresenta
uma maior relagdo com DNases dos géneros Serratia, Shewanella e Vibrio em

comparag¢ao aos demais géneros avaliados. (ANEXO II).
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A andlise de alinhamento empregando representantes de cada género, com
elevado grau de similaridade foi realizada (Figura 35). A avalia¢do permitiu identificar
regides altamente conservadas entre as diferentes espécies analisadas, indicando assim
que a DNase Dns apresenta uma origem evolucionaria em comum entre estas bactérias
Gram-negativas (Focareta & Manning, 1987; Jekel & Wackernagel, 1995; Wu et al.,
2001; Nam et al., 2004). Além disso, a analise de predi¢ao de peptideo sinal permitiu
identificar sequéncias lideres em todos os representantes avaliados com tamanhos
variando entre 17 aa (O. smirnovii) a 30 aa (S. oneidensis), indicando que esta classe de
DNase ¢ clivada durante o transporte do meio citoplasmatico para o meio extracelular
resultando em uma proteina madura com tamanho molecular de aproximadamente 22-
25 KDa (Li et al., 2003). A comparacao dos resultados obtidos em nosso estudo com
aqueles descritos por Li er al. (2003), o qual avaliou a estrutura da DNase Vvn
homologa a Dns de Aeromonas, mostram a presenca de 8 sitios conservados
caracterizados pela presenga de cisteinas em todas as espécies avaliadas, indicando,
conforme mencionado anteriormente, que estas cisteinas provavelmente sao
fundamentais para a correta conformacdo da proteina. Outro fato importante a ser
considerado consiste na presenca de dois sitios de ligagdo a metais, os quais sdo
representados por um 4cido glutdmico (E) e uma asparagina (N) sendo estes

conservados em todas as espécies avaliadas, inclusive A. hydrophila 1BAer119 (Figura

35).
10 20 30 40 50
T S O S e e I
A. hydrophila IBAerll9 = —————————————- MFRPLLS TLLVSLPL-HAQTFRAAKQDLNRLYQ
ABB72353.1 Aliivibrio wodanis = = = -—------ MT---LIRLVISITAITFSFSALSAPP--SSFSKAKKLAVKIYL
WP_027710818 .1 Dickeya chrysanthemi ----- MLR---NLVVFAVLGAGLTIPALSAAQD-INNFTQAKAAAVKIHQ
WP_004155466.1 Erwinia amylovora  ----- MSRKIFSSIALSLLFPPLFCHALSQGNYQONNFSQAKAWAAQIHH
WP_000286508.1 Escherichia coli = = ----- MYR--YLSIAAVVLSAAFSGPALAEG---INSFSQAKAAAVKVHA
WP_019934082.1 Oceanimonas smirnovii --------------- MR-YFILFLSLCSSLAYGEALSFRQAKKVAPEIYK
KGY49168.1 Serratia marcescens =  ----- MLR---RILFMAVFAAG----- AVQOAHG-INNFSQAKAAAAKINQ
WP_011071125.1 Shewanella oneidensis MLNNTSIALRSRQVLLCLFSWLAVSASANASPSHPSSFSQAKVLSQSLYQ
WP_032481929.1 Vibrio cholerae = = ------ MM---IFRFVTTLAASLP--LLTFAAP--MSFSHAKNEAVKIYQ
WP_017789838.1 Vibrio vulnificus = ----- MKR---LFIFIASFTAFA----IQAAPP--SSFSAAKQQAVKIYQ
Clustal Consensus A A :
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A. hydrophila IBAerll9

ABB72353.1 Aliivibrio wodanis
WP_027710818.1 Dickeya chrysanthemi
WP_004155466.1 Erwinia amylovora
WP_000286508.1 Escherichia coli
WP_019934082.1 Oceanimonas smirnovii
KGY49168.1 Serratia marcescens
WP_011071125.1 Shewanella oneidensis
WP_032481929.1 Vibrio cholerae
WP_017789838.1 Vibrio vulnificus
Clustal Consensus
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WP_019934082.1 Oceanimonas smirnovii
KGY49168.1 Serratia marcescens
WP_011071125.1 Shewanella oneidensis
WP_032481929.1 Vibrio cholerae
WP_017789838.1 Vibrio vulnificus
Clustal Consensus
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KGY49168.1 Serratia marcescens
WP_011071125.1 Shewanella oneidensis
WP_032481929.1 Vibrio cholerae
WP_017789838.1 Vibrio vulnificus
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9

ABB72353.1 Aliivibrio wodanis
WP_027710818.1 Dickeya chrysanthemi
WP_004155466.1 Erwinia amylovora
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WP_019934082.1 Oceanimonas smirnovii
KGY49168.1 Serratia marcescens
WP_011071125.1 Shewanella oneidensis
WP_032481929.1 Vibrio cholerae
WP_017789838.1 Vibrio vulnificus
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9

ABB72353.1 Aliivibrio wodanis
WP_027710818.1 Dickeya chrysanthemi
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Figura 35. Alinhamento de sequéncias predita de aminodcidos da Dns de A. hydrophila

IBAer119 em relacdo a representantes dos géneros Escherichia, Oceanimonas,

Aliivibrio, Dickeya, Erwinia, Serratia, Shewanella ¢ Vibrio. Peptideos sinais localizados

na regido N-terminal estdo representados em amarelo. Residuos conservados de cisteina

estdo mercados em verde e residuos responsaveis pela ligacdo a metais estdo marcados
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em vermelho.

A modelagem tridimensional da DNase Dns madura de A. hydrophila IBAer119
foi realizada empregando o web server Phyre’ (Kelley & Sternberg, 2009). Todos os
residuos foram modelados com um grau de confianca superior a 90% com base na
estrutura cristalografica da endonuclease 1uouA, a qual corresponde a nuclease Vvn de V.
vulnificus, e subsequente exibida empregando o programa Swis PdbViewer versao 4.1. A
comparagdo entre 0 modelo gerado para a Dns de A. hydrophila IBAer119 e estrutura da
endonuclease 1uouA de V. vulnificus, pode ser observada na Figura 36.

Conforme pode ser visto, apesar da elevada similaridade, algumas diferencas
podem ser verificadas, as quais, se referem a auséncia de uma folha-f apés a segunda
hélice-o. ¢ a um maior tamanho nas trés ultimas folhas-f localizadas mais proximo a

regido C-terminal da Dns de A. hydrophila IBAer119.

Figura 36. Modelo estrutural tridimensional da proteina Dns de A. hydrophila
IBAer119 (A), baseado na endonuclease 1uouA de V. vulnificus (B). Circulos tracejados

indicam diferencas entre o modelo de Dns e luouA.

A andlise da Dns de A. hydrophila 1BAer119 revelou ainda que esta enzima

apresenta uma estrutura em formato de V. com quatro pontes dissulfeto localizadas entre
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as posicoes Cys25-Cys4l correspondendo a uma ligacdo P-a, Cys23-Cysl27
correspondendo a uma ligacao entre duas regides de coils, Cys72-Cys81 correspondendo
a uma ligacdo entre duas regides contendo a-hélices e por fim Cys186-Cys207

correspondendo a uma ligagao entre a-hélice e coil (Figura 37).

Figura 37. Modelo estrutural tridimensional da proteina Dns de A. hydrophila
IBAer119 representando as quatro ligacdes dissulfeto.

Estes resultados sdo compativeis com aqueles observados por Li ef al. (2003) em
seu estudo envolvendo a endonuclease Vvn de V. vulnificus, refor¢ando assim a ideia de
que estas pontes dissulfeto sdo de fundamental importancia para a manutencdo da
estrutura espacial e a atividade desta enzima.

A anélise de predicdo de sitios de ligacdo a metais foi realizada empregando o
web server 3DligandSite (Wass et al., 2010) e subsequentemente exibida empregando o
programa Swis PdbViewer versdo 4.1. A avalia¢do possibilitou a identificagdo de um
cluster formado por cinco ligantes correspondendo a quatro moléculas de magnésio (Mg)
e uma molécula de célcio (Ca). As coordenadas de ligagdo foram identificadas como
correspondentes as posicdes GluS58 e Asn106. Detalhes referentes aos sitios de liga¢do a

metais podem ser visualizados na Figura 38.
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Figura 38. Visdo geral (A) e detalhada (B) do cluster correspondente ao sitio de ligacdo
a metais da proteina Dns de A. hydrophila IBAer119.

Estes resultados sdo similares a aqueles observados por Li er al. (2003) em seu
estudo envolvendo a endonuclease Vvn de V. vulnificus e suportam aqueles anteriormente
discutidos no presente estudo os quais mostram que a Dns de A. hydrophila IBAer119
consiste em uma DNase magnésio dependente.

A andlise de predigdo de sitios cataliticos presentes na DNase Dns de A.
hydrophila 1BAer119 foi realizada empregando o web server EXIA2 (Lu et al., 2014) e
posteriormente exibida empregando o programa Swis PdbViewer versdo 4.1. Esta
avalia¢do permitiu identificar que a Dns madura apresenta quatro residuos (Glu58, His59,
Asnl06 e Argl09), com alta probabilidade de estarem envolvidos na formagao do sitio
catalitico desta enzima. Estes residuos sdo compativeis com aqueles evidenciados na
endonuclease Vvn caracterizada por Li er al. (2003). Conforme pode ser observado, este
sitio catalitico contém duas folhas-f antiparalelas e uma a hélice C-terminal com um ion
divalente metélico localizado no centro (Figura 39 A). Este tipo de topologia (Bpo-metal)
tem sido revelado em regides de sitio ativo de muitas endonucleases (Friedhoff er al.,

1999), entre elas, uma nuclease de Serratia (Miller et al, 1994), Vvn de V. vulnificus (Li
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et al. 2003), além de outras como endonuclease I-Ppol (Flick et al., 1998), fago T4 endo
VII (Raaijmakers et al., 1999), H-N-H ColE7 (Cheng et al., 2002) e ColE9 (Kleanthous
et al., 1999). Dentre estas DNases, [-Ppol ¢ a tunica endonuclease sitio especifica
reconhecida e cliva DNA dupla fita com uma sequéncia especifica del13-15pb (Ellison,

1993).

I; 58 104

A. hydrophila IBAerll9 RIEWEBHV---[41]---IGEVNGDRA
ABB72353.1 Aliivibrio wodanis RIE H&———[41]———IGE GDRS
WP_027710818.1 Dickeya chrysanthemi RIEWEBHV---[40]---IGEVNGDRG
WP_004155466.1 Erwinia amylovora RIE 3§———[40]———IGE GDRG
WP_000286508.1 Escherichia coli RVE ---[40] ---VGEVNGDRG
WP_019934082.1 Oceanimonas smirnovii RIEWHHV---[41]---IGEVNGDRS
KGY49168.1 Serratia marcescens RIE HP———[40]———IGE GDRN
WP_011071125.1 Shewanella oneidensis RIEWHHI---[41]---IGEVNGDRS
WP_032481929.1 Vibrio cholerae RIEWEHV---[41]---IGEVNGDRS
WP_017789838.1 Vibrio vulnificus RIE H&———[41]———IGE GDRS
Clustal Consensus LR L B LR e et PRk kkkokk

Figura 39. Representacao do sitio ativo da DNase Dns de A. hydrophila 1IBAer119 (A).
Alinhamento correspondente a regido do sitio ativo em diferentes espécies de bactérias
(B). Letras amarelas e vermelhas representam os residuos correspondentes ao sitio ativo
da enzima. Letras marcadas na coloracdo vermelha indicam residuos responsaveis pela

ligacdo a metal. Quadrantes tracejados correspondem a His59, residuo importante para a

hidrolise de DNA.
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A nuclease de Serratia spp e a de ColE7 sdo nucleases ndo especificas e clivam
DNA fita simples, fita dupla e RNA com pouca preferéncia por sequéncias especificas
(Friedhoff et al., 1996; Ku et al., 2002). Ja a nuclease endo T4 VII reconhece
perturbagdes estruturais no DNA, clivando uma variedade de estruturas ramificadas do
DNA, tais como, jungdes holliday, DNA cruciforme, bases simples despareadas e sitios
abasicos (Greger & Kemper, 1998).

A andlise do alinhamento das proteinas de A. wodanis, D. chrysanthemi, E.
amylovora, E. coli, O. smirnovii, S. marcescens, S. oneidensis, V. cholerae e V.
vulnificus, homologas a Dns de A. hydrophila IBAer119 revelou que os residuos Glu5S,
His59, Asn106 e Argl09 sdo conservados entre as diferentes espécies avaliadas (Figura
40 B), indicando que estes residuos podem desempenhar um papel similar nestas DNases.
Outro evento importante a ser considerado ¢ que His59 a qual corresponde a His80 no
alinhamento realizados por Li e al. (2003), pois os autores consideraram a sequéncia
correspondente ao peptideo sinal da nuclease Vvn de V. vulnificus, indica desempenhar
um papel critico na hidrolise do DNA, pois uma mutacdo em His80 para uma alanina
aboliu a atividade endonucleésica de Vvn.

A similaridade observada na regido correspondente ao sitio ativo da DNase Dns
de A. hydrophila 1BAerl19 em relacdo a outras bactérias Gram-negativas e
particularmente a endonuclease Vvn de V. vulnificus (Li et al., 2003) indica que estas

enzimas podem utilizar o mesmo mecanismo catalitico para hidrolisar DNA.

5.7.4 Clonagem e expressao do gene Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Para a clonagem do gene, foi construido um par de primers designados como
ahaclonF e ahaclonR (item 4.11.1) com base nas sequéncias de Aeromonas depositada
no GenBank. Estes primers foram projetados de tal forma a compreender o gene

estrutural sem seu respectivo promotor, mas com seu terminador. Utilizando os primers
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desenhados foi amplificado um segmento de 2245pb (Figura 40), que foi ligado
diretamente no vetor pCR™2.1 TOPO®, sendo esta mistura de ligacdo utilizada para

transformar a linhagem E. coli DH5a.

2027 pb - -2245pb

1500pb -

600 pb -

100 pb -

Figura 40. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) correspondente a amplificagdo do
fragmento contendo a ORF do gene aha3441 empregado na ligagdo. Marcador de peso
molecular 100 pb DNA Ladder (1), fragmento contendo a ORF do gene aha3441 de
IBAer119 (2,3,4), controle negativo (5).

Apos a transformacao, as bactérias foram plaqueadas em meio LB acrescido de
30pug/mL de Canamicina e os clones provenientes destas placas foram posteriormente
confirmados em meio DNAse Test Agar (MERCK), acrescido de 0,01g/L de azul de
toluidina e 30pg/mL de canamicina. Com base na atividade demonstrada em placas de
DNAse Test Agar o clone designado como IBAerl19-ahaC8 foi selecionado. O DNA
plasmidial de IBAerl19-ahaC8 foi extraido empregando Kit NucleoSpin® Plasmid
(MN), conforme as recomendacdes do fabricante. Este transformante apresentou um
plasmideo com aproximadamente 6176 pb onde 3931 pb correspondem ao vetor e 2245
pb correspondem ao fragmento contendo a ORF do gene aha3441. Um esquema
representando o mapa do vetor e do gene clonado pode ser apreciado na Figura 41.

Com o objetivo de confirmar a clonagem do gene aha3441, o DNA plasmidial

extraido a partir do transformante IBAerl19-ahaC58 foi submetido a um novo PCR
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empregando os primers aha3441-1F, aha3441-1R e aha3441-2F, aha34412R (item
4.11.5), sendo os dois fragmentos correspondentes a cada um dos pares de primers

submetidos a analise de sequenciamento.

pUC ori pLac-LacZ alfa

Amp 1 pCR2.1-TOPO-aha
Y 6176 bp aha3441

Kanr

f1 ori

Figura 41. Mapa representando a construg@o do vetor contendo o gene aha3441.

De acordo com o resultado obtido, podemos observar dois fragmentos, um com
aproximadamente 1043 pb, o qual corresponde a regido inicial da ORF do gene
aha3441 e o segundo fragmento com aproximadamente 1290 pb correspondendo a

regido final da ORF do gene aha3441. (Figura 42).

2027 pb -

1500 pb -
-1290 pb

-1043 pb

600 pb -

100 pb -

Figura 42. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) para a confirmacdo da clonagem do
gene aha3441 em IBAerl19-ahaC8. DH5a (1), gene aha3441 amplificado com os
primers aha3441-1F e aha3441-1R no transformante IBAer119-ahaC8 (2 e 3), controle
positivo amplificado com os primers aha3441-1F, aha3441-1R no isolado IBAer119
(4), Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (5), gene aha3441 amplificado
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com os primers aha3441-2F e aha3441-2R no transformante IBAerl19-ahaC8 (6 ¢ 7),
controle positivo amplificado com os primers aha3441-2F, aha3441-2R no isolado

IBAer119 (8), controle negativo (9).

Nenhuma alteracdo nucleotidica foi observada quando comparados
sequenciamentos obtidos a partir de IBAer119 e IBAerl19-ahaC8, confirmando mais

uma vez a correta clonagem do gene aha3441 em E. coli DH5a.

Com o objetivo de determinar a expressdo da proteina Aha3441 recombinante, a
avaliacdo da relacdo entre o didametro do halo de atividade ¢ o diametro do crescimento
bacteriano observados em placas de DNAse Test Agar acrescido de 0,01g/L de azul de
toluidina foi realizada empregando a linhagem receptora DH5a, a linhagem doadora A.
hydrophila IBAer119 e o transformante IBAerl19-ahaC8 por um periodo de 24, 48 e
72h.

Conforme pode ser observado na Tabela 18, nenhuma atividade foi verificada
para linhagem receptora DH5a independente o tempo de avaliacdo. Por outro lado, a
linhagem doadora IBAer119 apresentou uma elevada atividade DNasica em virtude de
este isolado produzir um conjunto de enzimas com atividade sobre DNA. Por sua vez, o
transformante exibiu atividade DN4asica apos 48h de incubagdo, a qual aumentado apds
72h indicando desta forma que E. coli DH5a foi capaz de processar e secretar a enzima
Aha3441 clonada.

Tabela 18. Atividade DNésica dos parentais e transformante em placas de DNAse Test

Agar.
Atividade DNasica relativa'
Linhagem Estatus
24h 48 h 72 h
DH5a Linhagem receptora E. coli 0,00£0,00  0,00£0,00  0,00+0,00°
IBAer119 Linhagem doadora A. hydrophila  2,68+0,12*  4,57+0,23*  528+0,09*
IBAer119-dnsC5 Transformante 0,00+0,00®  1,09+0,10® 1,83+0,16"

'Médias seguidas por letra distintas indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey’s
(»=0,05).
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A avaliagdo do crescimento e da atividade DNasica extracelular (Figura 43),
permitiu observar que a linhagem receptora DH5a apresenta apenas atividade DNasica
residual durante o crescimento bacteriano, enquanto, a linhagem doadora IBAerl119
exibe um aumento da atividade DNasica extracelular a partir das 4 h mostrando um
decréscimo apods 20 h de crescimento, coincidindo com a entrada da bactéria em fase
estacionaria de crescimento, conforme mencionado anteriormente. J4 o transformante
IBAerl19-ahaC8 exibiu um aumento na atividade DNasica extracelular a partir das 8 h
de cultivo, atingindo o méaximo de atividade (49,58+0,35 U/mL/min) com 24 h de

crescimento, permanecendo relativamente estavel mesmo apos 48 h de avaliagao.

,—®— DH5-alfa A 1—®— DH5-alfa B

IBAer119-ahaCs 180 IBAer119-ahaCs
20 q—A—IBAer119 A — ‘ *‘ 1—4— I1BAer119
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Figura 43. Curva de crescimento (A) ¢ atividade DNasica extracelular (B) das

linhagens A. hydrophila IBAer119, E. coli DH5a e o transformante IBAerl19-ahaC8

em meio LB.

Considerando que o crescimento bacteriano da linhagem doadora IBAer119 e do
transformante IBAer119-ahaC8 foi semelhante, uma analise da relacdo entre o maximo
da atividade DNasica total da linhagem doadora em relagdo ao maximo da atividade
DNaésica do transformante, indicou que a atividade DNésica do transformante
IBAer119-ahaC8 corresponde a 32,33% da atividade total observada para a linhagem
doadora IBaer119. Uma comparagdo entre as atividades DNasicas das duas enzimas

clonadas a partir do isolado de A. hydrophila IBAer119 (Dns e Aha3441), foi realizada.
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De acordo com os resultados observados, os transformante IBAerl119-dnsC5 e
IBAerl19-ahaC8 apresentaram um crescimento bastante similar. A avaliacao da curva
de atividade DNasica permitiu observar um aumento na atividade a partir de 6h de
crescimento para o transformante IBAerl19-dnsC5, enquanto que para o transformante
IBAer119-ahaC8 o aumento na atividade foi observado com 8h de cultivo. Ambos os
transformante apresentaram um maximo de atividade DNasica com 24h de cultivo, com
valores de 173,08+1,76 U/mL/min e 49,58+0,35 U/mL/min para o transformante
IBAer119-dnsC5 e IBAerl19-ahaC8, respectivamente. Estes resultados indicam que a
enzima Aha3441 apresenta uma menor taxa de expressdo e/ou eficiéncia na
translocagdo para o ambiente extracelular em comparagao a DNase Dns. Isto pode estar
associado ao tamanho molecular de cada DNase uma vez que Dns apresenta uma massa
molecular de aproximadamente 22 KDa, enquanto que Aha3441 apresenta uma massa
molecular de cerca de 85 KDa.

A partir dos resultados obtidos, foi a realizada a caracterizagdo da enzima
Aha3441 clonada, empregando o extrato extracelular proveniente do transformante
IBAer119-ahaC8. Neste contexto, a DNase Aha3441 foi caracterizada quanto ao efeito

de diferentes fatores fiscos e quimicos que possam afetar sua atividade.

5.7.5 Caracterizacao enzimatica da DNase Aha3441 recombinante de A. hydrophila
IBAerl119.
5.7.5.1 Efeito de cofatores (cations) na atividade enzimatica extracelular da DNase

recombinante Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes cofatores sobre a atividade
DNasica da enzima Aha3441, extratos extracelulares proveniente do transformante

IBAer119-ahaC8 crescido em meio LB acrescido de 30pg/mL de canamicina a 37°C
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por 18 h, foram incubados na presenga de MgCl,, CaCl,, BaCl,, MnCl,, ZnSO,4, CuSO4
e FeSO4 a uma concentracao final de SmM. O grafico representando as atividades em

func¢do dos diferentes cofatores empregados na analise esta evidenciado na Figura 44.
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Figura 44. Relagdo da atividade DNasica da enzima recombinante Aha3441 em fungao
dos diferentes cofatores empregados. 10 mM Tris-HCI pH8 (A), acrescido de: 5 mM
MgCl, (B), 5 mM CaCl, (C), 5 mM BaCl, (D), 5 mM MnCl; (E), 5 mM ZnSOq (F), 5
mM CuSOy (G), 5 mM FeSO4 (H), e 5 mM MgCl, + 2 mM CaCl, ().

De acordo com os resultados obtidos, ¢ possivel observar que Aha3441
recombinante foi ativa mesmo na auséncia de adi¢dao de qualquer ion metalico com uma
atividade de 9,25+0,82 U/mL/min, valor este similar aos observados quando 5 mM de
CacCl; ou BaCl, ou MnCl, forma utilizados, com valores de atividade correspondentes a
11,08+0,35 e 10,33+2,12 U/mL/min, respectivamente. Um pequeno estimulo na
atividade DNasica foi observado quando MnCl, foi adicionado a reag¢do, com valor
correspondente a 18,25+£1,06 U/mL/min. As maiores atividades DNasicas foram
observadas quando 5 mM MgCl, ou a combina¢ao de 5 mM MgCl, e 2 mM CaCl,
foram adicionados a reagdo, com valores de 33,00+1,88 ¢ 37,16+0,47 U/mL/min,

respectivamente. A adi¢do de ZnSQO4, CuSO4 ou FeSO,4 provocou uma forte redugdo na
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atividade DNasica com valores de 5,25+0,11, 5,25+0,35 e 2,25+0,36 U/mL/min,
respectivamente, sendo um comportamento similar a este também observado para a
DNase Dns avaliada neste estudo.

Um forte efeito inibidor foi observado quando Cu®" ou Fe’* foram utilizados
como cofatores na avaliagdo da atividade DNasica de uma nuclease designada como
GBSVI-NSN clonada a partir do bacteriofago GBSVI, indicando que estes metais
podem afetar a atividade DNasica (Zhang & Song, 2008).

Assim como para a DNase Dns, as maiores atividades correspondentes a DNase
Aha3441 foram observadas quando MgCl, ou a combinagdo de MgCl, e CaCl, foram
adicionados a reagdo, indicando desta forma que Aha3441 utiliza magnésio como co-

fator.

5.7.5.2 Efeito de inibidores na atividade enzimatica da DNase extracelular

recombinante Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Com o intuito de avaliar o efeito de inibidores sobre a atividade DNasica de
Aha3441 recombinante, extratos extracelulares proveniente do transformante IBAer119-
ahaC8 crescido por 18 h a 37°C em meio LB acrescido de 30 pg/mL de canamicina,
foram incubados na presencga dos agentes quelantes EDTA, citrato de sodio, e fosfato
de sodio a uma concentragao final de 10 mM. O extrato extracelular também foi
incubados na presenga dos agentes redutores tiol DTT e P-mercaptoetanol, a uma
concentragdo final de 10 mM. Além disso, o extrato extracelular foi submetido ao
tratamento na presenca do detergente SDS a uma concentragao final de 1%.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que a enzima
Aha3441 mostrou-se ativa mesmo na presenc¢a do agente redutor DTT, com atividade

de 36,50+0,23 U/mL/min, indicando que este composto ndo apresenta efeito inibitorio
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significativos sobre a atividade desta DNase. Para extratos tratados com  [3-
mercaptoetanol uma reducao de 24,11% em relacao a atividade DNasica sem inibidores
foi constatada. No que se refere aos agentes quelantes a atividade de Aha3441 mostrou-
se pouco afetada na presenca de citrato de sodio, com valores de 36,16+1,17 U/mL/min,
correspondendo a 96,01% da atividade original (Figura 45).

409Controle Citrato

T DTT
35+
E 30 p-Me
E | T
75’ 95 ] Fosfato
=)
o 20+
L
2]
3 154
[a] ]
Z 104 SDS
< 4 T
5 EDTA
0 [ I
1 v 1 v 1 1 T M 1 v L]
A B c D E F G
Inibidores

Figura 45. Efeito de diferentes inibidores sobre a atividade enzimatica da DNase
recombinante Aha3441. Controle sem adicao de inibidores (A), EDTA 10 mM (B),
Citrato de s6dio 10 mM (C), Fosfato de sdédio 10 mM (D), DTT 10 mM (E), B-
mercaptoetanol 10mM (F) e SDS 1% (G).

O emprego de fosfato de sodio apresentou um efeito inibidor intermedidrio, com
atividade DNasica de 23,91+011 U/mL/min, a qual corresponde a uma redugdo de
36,51% em relacao a atividade original. Por outro lado, Aha3441 foi consideravelmente
inibida quando EDTA foi adicionado a rea¢do, com valores de atividade caindo para
2,25+1,06 U/mL/min, correspondendo a apenas 5,97% da atividade original. A enzima
Aha3441 também foi fortemente inibida quando o detergente SDS foi adicionado a
reacdo, mostrando uma atividade de apenas 7,504+0,94 U/mL/min, correspondendo a

uma reduc¢ao na atividade DNasica de 80,08%.
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Os resultados observados no presente trabalho mostram que 10mM de EDTA foi
capaz de inibir consideravelmente a atividade de Aha3441. Considerando a capacidade
que EDTA apresenta em sequestrar ions divalentes positivos, o resultado obtido ¢
condizente com aqueles encontrados anteriormente onde ficou evidente que Mg*™ ¢é
preferencialmente utilizado como cofator por esta enzima.

Os resultados sugerem que a enzima Aha3441 clonada a partir de A. hydrophila
IBAerl119 pode ser caracterizada como uma metalo-DNase. Da mesma forma que
observado para a enzima Dns anteriormente clonada, o feito de citrato de sddio e fosfato
de soédio foram menos pronunciados no que diz respeito a inibicdo da DNase Aha3441.
Assim como mencionado anteriormente, apesar de serem considerados agentes
quelantes, ambos apresentam maior afinidade por Ca”" (Zittle et al. 1956), tornando
plausivel desta forma seu reduzido efeito inibitorio, uma vez que Aha3441 também nao

. 2+ ..
requer preferencialmente Ca” para sua atividade.

5.7.5.3 Efeito do pH na atividade enzimatica da DNase extracelular recombinante

Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Para determinar o pH de acdo da DNase Aha3441 recombinante, os extratos
extracelulares do transformante IBAer119-ahaC8 crescido por 18 h a 37°C em meio LB
acrescido de 30 pg/mL de Canamicina, foram incubados em solu¢des com pHs variando
de 3 a 9, em dois diferentes tampdes, a uma concentragcdo final de 20 mM. Para pHs
entre 3 e 6 utilizou-se tampao citrato, enquanto que, para pHs variando de 7 a 9 utilizou-

se tampao Tris-HCI.
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Conforme os resultados obtidos, Aha3441 recombinante apresenta um pH de
acdo variando de 7,0 a 9,0, com melhor atividade DNasicas em pH 8,0. As atividades
DNaésicas observadas para os pHs 7,0 e 9,0 foram bastante similares, com valores de
31,75+0,11 U/mL/min e 33,58+2,24 U/mL/min, enquanto que para o pH 8,0 a atividade
DNésica foi de 37,58+0,23 U/mL/min, correspondendo a um incremento na atividade de
15,51% em relagdo ao pH 7,0 e 10,64% em relagdo ao pH 9,0. Em pHs inferiores a 7,0,
a atividade DNasicas de Aha3441 foi bastante reduzida, com valores de 5,25+0,35,

5,66+0,23, 8,66+0,70 e 8,83+0,23 U/mL/min para os pHs 3, 4, 5 e 6, respectivamente

(Figura 46).
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Figura 46. Efeito do pH sobre a atividade enzimatica da DNase Aha3441 recombinante
de A. hydrophila IBAer119.

A DNase Aha3441 apresentou um comportamento bastante similar a DNase Dns
anteriormente clonada. No entanto, uma pequena diferenga foi observada no que se
refere a faixa de pH de agdo correspondente a cada uma das DNases. Enquanto que para
Dns a melhor faixa de agdo foi entre pH 8,0 € 9,0, para Aha3441, a melhor faixa de ag¢do
foi restrita ao pH 8,0, embora elevadas atividades tenham sido observadas em pHs 7,0 e

9,0. Da mesma forma que para a DNase Dns, podemos concluir que a DNase Aha3441 ¢
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uma enzima com melhor acdo em pHs alcalinos, podendo ser caracterizada como uma

DNase alcalina.

5.7.5.4 Efeito da temperatura na atividade enzimatica da DNase extracelular

recombinante Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

Para estipular a temperatura Otima de acdo de Aha3441 recombinante, os
extratos extracelulares provenientes do transformante IBAer119-ahaC8 crescido por 18h
a 37°C em meio LB acrescido de 30 pg/mL de Canamicina, foram submetidos a
analises de atividade DNasica em temperaturas de incubagao variando de 20 a 90°C.

Conforme os resultados mostrados na Figura 47, foi possivel constatar que a
DNase Aha3441 apresentou atividade em todas as temperaturas testadas, no entanto, o
otimo de temperatura para a atividade desta enzima varia entre 37°C e 50°C, com
valores de atividade de 37,41+0,35 U/mL/min a 37°C, 37,08+0,36 U/mL/min a 40°C e
34,41£2.24 U/mL/min a 50°C. Apesar do o6timo de temperatura variar entre 37°C ¢
50°C, elevadas atividades também foram observadas quando Aha3441 foi incubada a

temperaturas de 30°C, com valores de atividade de 29,41+2,00 U/mL/min.
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Figura 47. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica 6tima da DNase

recombinante Aha3441 de A. hydrophila IBAer119.
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Conforme pode ser observado, temperaturas de incubacgdo superiores a 50°C
reduzem de forma consistente a atividade DNasica de Aha3441. Quando os extratos
extracelulares contendo enzima Aha3441 foram incubados a temperaturas de 60°C,
70°C e 80°C, as atividades observadas foram de 14,00+1,64 U/mL/min, 13,50+0,23
U/mL/min e 12,16+2,83 U/mL/min, respectivamente. J& os extratos extracelulares
contendo enzima Aha3441 incubados a 90°C apresentaram atividades DNasica de
3,16+£0,24 U/mL/min, correspondendo a 8,44% da atividade observada quando
Aha3441 foi incubada a 37°C.

A comparagdo entre as faixas de temperatura nas quais Dns e Aha3441 foram
incubadas foi realizada, tornando possivel observar que Aha3441 apresentou elevadas
atividades em temperaturas variando entre 37°C e 50°C, j4 Dns apresentou elevadas
atividades em temperaturas variando de 37°C a 60°C, indicando assim que a DNase
Aha3441 ¢ mais afetada pela temperatura, apresentando uma faixa de temperatura de

acdo mais restrita, em relacdo a DNase Dns.

5.7.5.5 Estabilidade térmica da DNase extracelular recombinante Aha3441 de A.

hydrophila IBAer119

Para avaliar a estabilidade térmica da DNase Aha3441 recombinante, os extratos
extracelulares do transformante IBAer119-ahaC8 crescido por 20 h a 37°C em meio LB
acrescido de 30pg/mL de Canamicina, foram pré-incubados em temperaturas de 40, 60
e 90°C por tempos variando entre 5 e 60 min.

Os resultados obtidos mostram que Aha3441 apresenta pequena reducdo na
atividade ap6és 5 min. de pré-tratamento a temperatura de 40°C, se mantendo
relativamente estavel entre 10 ¢ 50 min. de pré-tratamento. Embora outra queda na
atividade tenha sido observada com 60 min. de pré-tratamento a 40°C, a atividade
detectada foi de 27,58+0,59 U/mL/min, correspondendo a uma atividade remanescente
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de 68,38% em relacdo a amostra ndo pré-tratada. J& em temperaturas de 60°C e 90°C, o
comportamento da DNase Aha3441 foi bastante similar apresentando uma rapida
redug¢do na atividade entre 5 ¢ 10 min. com uma gradual redu¢dao nos tempos de
tratamentos subsequentes. Mesmo apds 60 min. de pré-tratamento térmico a 60°C ou
90°C atividades DNasicas foram observadas, no entanto estas atividades correspondem

em média a 16,41% da atividade da enzima sem pré-tratamento térmico (Figura 48).
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Figura 48. Efeito do pré-tratamento térmico sobre a atividade enzimatica da DNase
recombinante Aha3441 de A. hydrophila IBAer119.

Assim como para a DNase Dns, Aha3441 se manteve ativa, embora com uma
pequena atividade (6,83+0,23 U/mL/min), mesmo quando submetida a um pré-
tratamento térmico de 90°C por 60 min. Desta forma podemos afirmar que Aha3441 ¢
uma DNase com relativa estabilidade térmica em temperaturas de 60 e 90°C, sob as

condicdes testadas.
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5.7.6 Anadlise de Bioinformatica in silico da DNase Aha3441 de A. hydrophila

IBAer119

5.7.6.1 Analise de Bioinformatica da sequéncia nucleotidica e proteica da DNase

Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

O produto de PCR com tamanho molecular de 2245pb, correspondente ao
fragmento contendo a ORF (Open Read Frame) do gene aha3441 de A. hydrophila
IBAerl19, foi clonado no vetor pCR™2.1 TOPO®. A analise da sequéncia obtida

através de sequenciamento permitiu identificar uma ORF de 2145 nt (Figura 49).

10 20 30 40 50

B S O O O T I

IBAerll9-ahaC8 ATGAAAGGAACACGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTTGCGCTCGC
60 70 80 90 100
e T I I e

IBAerll9-ahaC8 CTCCCCGTCCGTCTATGCAGCCGGCTTCAGCTGCCCGGCCGACAGCGCCC
110 120 130 140 150

B S e T I

IBAerll9-ahaC8 TCACCCCGATCCCGGTCATTCAGGGCAGCGGCGACAAGAGCCCGCTCATT
160 170 180 190 200

B T T O T I

IBAerll9-ahaC8 CCCGCCGACAAGTTCGAAAGCCCCCAGAGTGTCATGGTCAAGGCAGTGGT
210 220 230 240 250
e e L e

IBAerll9-ahaC8 CTCTGGCCTTGGCGAGAGCCTCAACAAAGGGTTCTACCTGCTGGATGTGC
260 270 280 290 300

B S T O O e I

IBAerll9-ahaC8 AGGGAGACGGCAACCCCCAGACCTCGGACGGCATCTTCGTCTTCCTGAAC
310 320 330 340 350

T e I e

IBAerll19-ahaC8 GACAAGAACTTCGCCAGCAAGTACCCGGACATCAAGCCGGGTGCCGAAGT
360 370 380 390 400

B S O e T I

IBAerll9-ahaC8 CTGCCTGGAGGCCAAGGTCGAGGAGTATTACAACCACACCCAGCTCAAGC
410 420 430 440 450

B S O T P e T I

IBAerll9-ahaC8 CGGTGTTTGACAGCGGTACCCCGCGCCTGCAGGTCGTCGCCCAGGGCTCG
460 470 480 490 500

e e e e

IBAerll9-ahaC8 GTCCCGGCCGCCATCCCGCTGCGGGTGCTGGAAAACGAGACCCTGGCCCG
510 520 530 540 550

B S O T P e A I

IBAerll9-ahaC8 GGCGCTGGAGCGCCACGAAGGGATGCGGGTACGGCTCGATGCCGACAGCG
560 570 580 590 600

T e L I e

IBAerll9-ahaC8 CGCTCAAAATCAGCCGCAACTTCAGCTACGACTACGCCGCCCGGCGCAAC
610 620 630 640 650

T e e L e
IBAerll9-ahaC8 AACCTGGTGCTCTCCCACCAGGCGCCGCTGATGAAACCAACCCAGCTGCA
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IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

IBAerll9-ahaC8

660 670 680 690 700
B O T I
CGACGCCGACAGCAAGGCTGCCAAGGCGCTGGCCAAGGCCAACGCCGGCA

710 720 730 740 750
B e e T I I e
ACAGGGTGTTCCTCGAATCGGACTTCAAGGCCGCCGACGGCAAACTGCCC

760 770 780 790 800
T e L I I
TGGCTGCCGGCCTGGGAGCCTGAGCAGGGTTACCTGCGCATCGGCGACGC

810 820 830 840 850
B e e e T I
CCCGGTCAATCTGGGCGCCATGGTGGGCTACAGCTACAACGAGTACCGGC

860 870 880 890 900
e e L I I e
TGATCGTGCCGCAGGATCAGGTGATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACC

910 920 930 940 950
B S O T I
AGCGACAACGACCGCCAGAGCGCCCCGGCCCGTGCCGACGGCACCGATCT

960 970 980 990 1000
T T e L I e
GCGCGTCGGCAGCTTCAACGTGCTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCG

1010 1020 1030 1040 1050
T e e I I e
TGGGCGGTGCCCTCAACGTGCTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCGGACAGC

1060 1070 1080 1090 1100
B S O e T I
GCCAAGGGCTGCAACCGCGGCGCCAAGAACCTGGAAGATTTCCAGAAACA

1110 1120 1130 1140 1150
T e e e L I I e
GCGCGCCAAGATCGTCAACGCCATCACCGAGATGGATGCCGACCTGCTCG

1160 1170 1180 1190 1200
B T T P O T I
GCCTGATGGAGATGGAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCCGCCATCAGC

1210 1220 1230 1240 1250
T e e e L I I e
GACCTGGTGCAAGCCCTCAACGCCCAACAGAAAGAGGCGGGCAAGCAGTA

1260 1270 1280 1290 1300
T e I e
CGCCTTCGTCACCCTGCCCAAGGCGCTGCTGCAGGGCGAGCACTACTTCG

1310 1320 1330 1340 1350
B T O T P O T I
GTGGCGACGCCATCATGGTGGCCATGATCTACCGGCCGGCCAAGCTGGCA

1360 1370 1380 1390 1400
T e T I I e
CCGCAAGGGGACGCCAACGTCATCACCCTGCCGGTGCAGAAATACTTGGA

1410 1420 1430 1440 1450
B S O T P e e I
TGCCAAAGGGGTCGAGAAACAGGCCTCTCAGCGTGACTCCCTGGTGCAGA

1460 1470 1480 1490 1500
e e e I I e
CCTTCACCGTCGAGGGCAGCAAGGATCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCAC

1510 1520 1530 1540 1550
e e L I e
CTGAAATCCAAGGGTTCAGGCTGCCTCGAGAACCTGGACGGCAAGGAGCC

1560 1570 1580 1590 1600
B S O T P e e I
GGCCGATCTGCAGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCAGTGCCGCCAAGG

1610 1620 1630 1640 1650

e e I e
TGCTGGGCGACGCGGTGAGCAAGCTGCCCGGCCAGGTGCTGCTGGTGGGC
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1660 1670 1680 1690 1700
B O T I
IBAerll9-ahaC8 GACTTCAACTCCTACGCCCGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTA
1710 1720 1730 1740 1750
B e e T I I e
IBAerll9-ahaC8 TGTGCCGACCGACGGTCAGCGCAAGATTGTCTCCGCCTCCCAGACCTTCC
1760 1770 1780 1790 1800
T e e L I I e
IBAerll9-ahaC8 TCGGTGACCAGGTCTTTGAGCAGACCGGCAGCGAAGTGGCCAAGAGCTAC
1810 1820 1830 1840 1850
B T T T I
IBAerll9-ahaC8 GGTCTGGTGGACATGAACGTCAAGTTCAACAAGGAGAAAGCCATCTCCTA
1860 1870 1880 1890 1900
e e L I I e
IBAerll9-ahaC8 CAGCTACGAGGCCGAGCTCGGCACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGG
1910 1920 1930 1940 1950
B S O T I
IBAerll9-ahaC8 CGCTGGCCGGCAAGGTGATCGCCGTGGCCGACTGGCACATCAACTCGTTC
1960 1970 1980 1990 2000
T T e L I e
IBAerll9-ahaC8 GAGAGCAACCTGTTCGAGTACGGCCGGGACTTCACCAGCGACATGATCAA
2010 2020 2030 2040 2050
T e I I e
IBAerll9-ahaC8 GTCGGACAACCCGTTCAGCGCCTCCGACCACGACCCCATCATCGTCGACC
2060 2070 2080 2090 2100
B S e T I
IBAerll9-ahaC8 TCAAGCTGAAAGAGGAGAGCAACGGCGGTGGTGGTGCCATGGGCGCCCTG
2110 2120 2130 2140

B L T I I e
IBAerll9-ahaC8 CTGCTGGCGCTGTTGCCGCTGGCCTGGCGTCGTCGCCACGGCTGA

Figura 49. Sequéncia nucleotidicas correspondente a ORF da DNase aha3441 de A.
hydrophila 1BAer119. Nucleotideos adenina (verde), timina (vermelho), citosina (azul)
e guanidina (preto).

Com base no resultado do sequenciamento, uma busca por sequéncias
nucleotidicas homologas a ORF da DNase Aha3441 de A. hydrophila 1BAer119 foi
realizada. Esta busca foi restrita a organismos do género Aeromonas e baseada nos
bancos de dados Nucleotide collection (nr/nt) e whole-genome shotgun contigs (wgs),
disponiveis no NCBI. Os resultados obtidos permitiram identificar diversas espécies de
Aeromonas as quais apresentaram ORFs com elevado grau de homologia com a ORF da
DNase Aha3441 de A. hydrophila IBAer119. Uma analise de agrupamento empregando
o algoritmo Neighbor-Joining com um bootstrap de 2000 replicatas foi executado com
base em algumas espécies de Aeromonas representativas do género. Conforme pode ser

observado na Figura 50, um elevado grau de homologia foi evidenciado entre todas as
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espécies de Aeromonas analisadas.

gb.CP007566.1 A.hydrophila AL09-71
100 | gb.CP006883.1 A.hydrophila J-1
gb.CP005966.1 A.hydrophila ML0O9-119
gb.CP007576.1 A.hydrophila pc104A
100 @ A.hydrophila IBaer119
gb.CP000462.1 A.hydrophila ATCC 7966
63— gb.CP010947.1 A.hydrophila AL06-06
100 —— gb.CP007518.1 A.hydrophila YL17
gb.CP000644.1 A.salmonicida A449
gi.759865894 A.bestiarum CECT 4227
gi. 754651820 A.popoffii CIP 105493

100

100

84 gi. 757631149 A.piscicola LMG 24783
% gi. 756837540 A.encheleia CECT 4342
gi.756827222 A.eucrenophila CECT 4224
o7 — gb.CP006579.1 A.hydrophila 4AK4
100 0i.334363906 A.caviae Ae398
W'i gi. 754703160 A.sanarellii LMG 24682

gi. 754639815 A.enteropelogenes CECT 4487
0i.754644722 A.jandaei CECT 4228
100 gb.CP002607.1 A.veronii B565
99 gi.756857100 A.allosaccharophila CECT...

—
0.02

Figura 50. Analise de agrupamento (Neighbor-Joining) baseado na sequéncia
nucleotidica de DNases Aha3441 em representantes do género Aeromonas. Circulo
preto (e) indica a posi¢ao de A. hydrophila 1BAerl19, isolado empregado neste
trabalho.

A analise de agrupamento evidencia que a DNase Aha3441 de A. hydrophila
IBAer119 apresenta uma grande semelhanca em nivel nucleotidico com a maioria das
A. hydrophila avaliadas, especialmente com relagdo aos isolados ML09-119, AL09-71,
pcl04A, J-1, YL17, ATCC7966 e AL06-06. Apesar do elevado grau de similaridade,
pequenas diferengas intraespecificas podem ser observadas particularmente entre os
representantes de A. hydrophila, uma vez que apenas o isolado 4AK4 se encontrou em

um grupo distinto a aquele representado pela maioria dos isolados de A. hydrophila.
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Considerando o elevado grau de similaridade em nivel nucleotidico observado
entre as diferentes espécies de Aeromonas avaliadas, assim como visto anteriormente
para a DNase Dns, algumas sequéncias oriundas de genomas completamente
sequenciados, excluindo por tanto as sequéncias provenientes de shotgun contigs, foram
avaliadas com maiores detalhes.

Sendo assim, a analise comparativa da ORF correspondente a DNase Aha3441
de A. hydrophila IBAerl19 em relacao as sequéncias nucleotidicas de Aeromonas
obtidas a partir do banco de dados Nucleotide collection (nr/nt) disponiveis no NCBI,
permitiu observar que o tamanho da ORF da DNase clonada a partir de A. hydrophila
IBAerl119 ¢ idéntica aquela verificada para os isolados de A. hydrophila J-1, A.
hydrophila pcl04, A. hydrophila AL09-71, A. hydrophila ML09-119, A. hydrophila
ATCC7966 e A. hydrophila YL17. Diferencas no tamanho foram observadas quando
comparadas a ORF correspondente a DNase Aha3441 de A. hydrophila IBAer119 em
relacdo a ORF correspondente de A. hydrophila 4AK4, a qual, apresentou um tamanho
de 2214 nt, cerca de 69 nt maior que a ORF da enzima clonada. Outra diferenga no que
se refere ao tamanho da ORF foi observada quando comparada a ORF da DNase
Aha3441 de A. hydrophila 1BAer119 em relacdo as ORFs correspondentes de A.
salmonicida A449 e A. veronii B565, as quais, apresentaram um tamanho de 2133 nt e
2190 nt, respectivamente. Estas diferengas representam ORFs 12 nt menor para A.
salmonicida A449 e 45 nt maior para A. veronii B565 em relacdo a ORF da enzima
clonada. Nenhuma outra espécie de Aeromonas depositada no banco de dados do NCBI
apresentou sequéncias com homologia significativa em nivel de nucleotideos com a
DNase Aha3441 de A. hydrophila IBAer119.

A partir destes resultados, uma nova avaliagdo foi realizada. A nova avaliagdo

permitiu identificar que a ORF de A. hydrophila 4AK4 anotada com 2214 nt e
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localizada originalmente posicdo 926064-928277, na verdade apresenta uma ORF de
2148 nt, e esta localizada na posi¢do 926064-928211, com o start codon localizados
cerca de 66 nt downstream a posi¢ao anotada originalmente. Para A. salmonicida A449
a ORF anotada com 2133 nt, localizada originalmente na posicdo 897218-899351, na
verdade apresenta uma ORF de 2146 nt, localizada na posigao 897218-899364, com um
start codon localizado cerca de 13 nt upstream a posig¢ao anotada originalmente. Mesmo
ap6s as corregdes realizadas na sequéncia de A. salmonicida A449, um problema foi
observado ao realizar a tradugdo da proteina com base na sequéncia nucleotidica
corrigida. Este problema consistiu em um erro de leitura, gerando um stop codon apds a
traducdo de 71 aa. Uma avaliagdo mais criteriosa foi realizada especificamente para esta
sequéncia e permitiu identificar a presen¢a de uma timina (T) na posi¢do 141 do gene,
aparentemente inexistente, a qual é responsavel pelo erro no quadro de leitura da
proteina.

ApOs esta avaliacao os resultados obtidos mostram que em A. salmonicida A449
a ORF correspondente ao gene aha3441 apresenta um tamanho de 2145 nt, sendo este
idéntico a aquele observado para as linhagens de A. hydrophila. Desta forma, o
conjunto de resultados observados para as linhagens de A. hydrophila 4AK4 e A.
salmonicida A449 indicam, uma possivel falha no sequenciamento ou na anotagao para
o gene correspondente a DNase aha3441 nestas linhagens em particular.

A analise da sequéncia nucleotidica correspondente ao gene aha3441 clonado a
partir de A. hydrophila 1BAer119 permitiu estabelecer sua composicao nucleotidica, a
qual, foi de GC=64,29% . Uma comparagdo entre os percentuais de GC em relacdo aos
demais genes correspondentes a aha3441 e provenientes de genomas completamente
sequenciados sdo mostrados na Tabela 19.

A comparacdo entre isolados de A. hydrophila permitiu constatar que o
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percentual de GC de aha3441 variou de 64,29% (IBAer119 e ATCC7966) a 65,66%
(4AK4). J4 a comparagdo do percentual de GC do gene aha3441 entre todas espécies de
Aeromonas disponiveis permitiu constatar percentuais de GC de 61,60% para A.
salmonicida A449 e 59,59% para A. veronii B565 (Tabela 19).

Tabela 19. Comparagdo entre a composi¢ao nucleotidica (GC) cobertura e identidade
do gene correspondente a aha3441 de Aeromonas

Composic¢do
Espécies* ORF™  nucleotidica  Cobertura Identidade Referéncia/Acesso NCBI
—rec
Ah- IBAerl119 2145nt 64,29 - - Estes estudo

Ah-J1 2145nt 64,85 100% 98% NCBI (CP006883.1)
Ah-pc104A 2145nt 64,85 100% 98% NCBI (CP007576.1)
Ah-AL09-71 2145nt 64,85 100% 98% NCBI (CP007566.1)
Ah-ML09-119 2145nt 64,85 100% 98% NCBI (CP005966.1)
Ah-ATCC7966  2145nt 64,29 100% 97% NCBI (CP000462.1)
Ah-YL17 2145nt 64,52 100% 97% NCBI (CP007518.1)
Ah-4AK4 2148nt 65,69 99% 84% NCBI (CP006579.1)
As-A449 2145nt 61,63 99% 90% NCBI (CP000644.1)
Av-B565 2190nt 59,59 57% 80% NCBI (CP002607.1)

*Ah- Aeromonas hydrophila, As-Aeromonas salmonicida, Av-Aeromonas veronii.. ORFs corrigidas com
base na analise de BLASTn.

A avaliacdo comparativa empregando BLASTn baseada na sequéncia
nucleotidica do gene aha3441 clonado a partir de A. hydrophila IBAer119 em relagao as
sequéncias nucleotidicas correspondentes a genes homodlogos de Aeromonas,
depositadas no banco de dados Nucleotide collection (nr/nt) do NCBI foi realizada
(Tabela 19). A comparagdo entre as sequéncias nucleotidicas do gene aha3441 de A.
hydrophila 1BAer119 em relagdo a outras A. hydrophila, permitiram constatar
identidades variando de 84% (4AK4) a 98% (J1, pc104A, AL09-71 e ML09-119). Ja
quando as sequéncias nucleotidicas do gene aha3441 foram comparadas as sequéncias
das demais espécies de Aeromonas, as identidades foram de 90% para A. salmonicida

A449 e 80% para A. veronii B565 (Tabela 19). Apdés a avaliagdo de BLASTn, as
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sequéncias nucleotidicas obtidas a partir da busca no banco de dados do NCBI foram
submetidas a analise de alinhamento empregando o programa BioEdit 7.0 (ANEXO III).

De acordo com os resultados observados no ANEXO III, uma menor homologia
a nivel nucleotidico ¢ observada na regido inicial do gene (entre 70-230 nt), com
diferencas observadas para a linhagem de A. veronii B565, a qual apresentou uma
delecao de trés nucleotideos entre as posigdes 72-75 seguidas por multiplas inser¢des
variando de um a oito nucleotideos entre as posi¢des 100-229. Outra diferenca foi
observado entre as posicdes 450-457, caracterizada pela insercdo de seis nucleotideos
em A. veronii B565. Além disso, uma delecdo de trés nucleotideos foi observada entre
as posicdes 1433-1436 para as linhagens de A. hydrophila 4AK4 e A. veronii B565.
Uma inser¢do de trés nucleotideos foi constatada entre as posi¢cdoes 1581-1585,
novamente para as linhagens de A. hydrophila 4AK4 e A. veronii B565. A maior
insercao (15nt) foi observada para A. veronii BS65 entre as posi¢coes 2115-2131. Estas
variagdes indicam a existéncia de uma diversidade em nivel nucleotidico para o gene
aha3441 entre as diferentes espécies de Aeromonas avaliadas, mas principalmente em
relacdo a A. veronii B565.

A partir da sequéncia obtida através de sequenciamento do gene aha3441 de A.
hydrophila 1BAer119, foi possivel deduzir sua sequéncia de aminoacidos
correspondente. Conforme pode ser observado na figura 51, a ORF correspondente ao
gene aha3441 de A. hydrophila 1BAer119 apresentou uma proteina constituida por
714aa com uma massa molecular tedrica de 77137,25 Da, estimada empregando as

ferramentas disponiveis no ambiente virtual ExPasy.
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2026 GAC CAC GAC CCC ATC ATC GTC GAC CTC AAG CTG AAA GAG GAG AGC 2070
676 Asp His Asp Pro Ile Ile Val Asp Leu Lys Leu Lys Glu Glu Ser 690

2071 AAC GGC GGT GGT GGT GCC ATG GGC GCC CTG CTG CTG GCG CTG TTG 2115
691 Asn Gly Gly Gly Gly Ala Met Gly Ala Leu Leu Leu Ala Leu Leu 705

2116 CCG CTG GCC TGG CGT CGT CGC CAC GGC TGA 2145
706 Pro Leu Ala Trp Arg Arg Arg His Gly End

Figura 51. Sequéncia de aminoécidos (aa), deduzida a partir da ORF do gene aha3441
de A. hydrophila IBAer119.

Considerando que a DNase Aha3441 apresenta uma localizagcdo extracelular,
uma busca visando identificar a regido correspondente a sequéncia lider (peptideo sinal)
foi realizada utilizando o programa SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011). Os resultados
obtidos indicam a presenca de um peptideo sinal de 23aa (D score=0,921) com um sitio
de clivagem entre as posigoes 23 e 24 gerando uma proteina madura de 691aa com uma
massa molecular tedrica de 74835,47 Da.

A analise comparativa visando identificar os peptideos sinais nas demais

proteinas homologas a Aha3441 em Aeromonas foi realizada (Tabela 20).

Tabela 20. Sequéncias de peptideo sinal, posicdo de clivagem, D score e proteina
Aha3441 madura de Aeromonas. | indica o ponto de clivagem.

Espécie® Sequéncia Posiciode  D. score Proteina

P ! clivagem SignalP madura
Ah- IBAerl19 MKGTRTLLSLAVGLALASPSVYA | AGFSCPA 23-24 0,921 691aa
Ah-J1 MKGTRTLLSLAVGLALASPSVYA | AGFSCPA 2324 0,921 691aa
Ah- pc104A MKGTRTLLSLAVGLALASPSVYA | AGFSCPA 2324 0,921 691aa
Ah-AL09-71 MKGTRTLLSLAVGLALASPSVYA | AGFSCPA 23-24 0,921 691aa
Ah-MLO09-119 MKGTRTLLSLAVGLALASPSVYA | AGFSCPA 23-24 0,921 691aa
Ah-ATCC7966 MKGTRTLLSLAVGLALASPSVYA | AGFSCPA 23-24 0,921 691aa
Ah-YL17 MKGTRTLLSLAVGIALASPSVYA | AGFSCPA 23-24 0,902 691aa
Ah-4AK4 MKGRPTLLSLAVGLALASPSLHA | AGFSCPA 2324 0,916 692aa
As-A449 MKGTRALLSLAVGLALASPSVHA | ASFSCPA 23-24 0,928 691aa
Av-B565 23-24 0,943 706aa

MKGTRTLLSLAVGLALASSGAHA | AFVCPSD

* Ah- Aeromonas hydrophila, As-Aeromonas salmonicida, Av-Aeromonas veronii.
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Conforme pode ser observado na Tabela 20, todas as Aeromonas analisada
apresentaram um peptideo sinal para a DNase Aha3441 com tamanho de 23aa. No
entanto, diferencas no tamanho da proteina Aha3441 madura foram observadas para as
linhagens de A. hydrophila 4AK4 e A. veronii B565 com tamanhos de 692aa ¢ 706aa,
respectivamente. Assim como visto anteriormente para a DNase Dns, a presenca de
peptideos sinal para a DNase Aha3441 indica que esta proteina ¢ secretada por meio de
um sistema Sec-dependente, o qual emprega uma translocase para realizar o transporte
através da membrana citoplasmatica (Tomas, 2012).

A analise comparativa da DNase Aha3441 madura de IBAer119 foi realizada
empregando a ferramenta BLASTp com base no banco de dados Non-redundant protein
sequence (nr), disponivel no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). A comparacdo entre a
DNase Aha3441 madura de A. hydrophila 1BAerl19 e as proteinas homologas
representativas de bactérias do género Aeromonas revelou identidades variando entre 66
e 99%, e positividades variando de 78 a 99%. Considerando apenas as espécies
representativas de A. hydrophila, a menor identidade (82%) e positividade (89%) foi

observada para a proteina correspondente a linhagem 4AK4 (Tabela 21).

Tabela 21. Comparacao da proteina Aha3441 de A. hydrophila IBAer119 com relagao a
seus homodlogos em Aeromonas.

Espécie* Identidade Positividade E value Rflt\}eg]:;llc)la
Ah- IBAer119 100% 100% 0.0 -
Ah-J1 99% 99% 0.0 AJE35162.1
Ah-pcl104A 99% 99% 0.0 AHX70859.1
Ah-AL09-71 99% 99% 0.0 AHX34058.1
Ah-ML09-119 99% 99% 0.0 AGM45435.1
Ah-ATCC7966 99% 98% 0.0 YP857930.1
Ah-YL17 98% 98% 0.0 AHV34042.1
Ah-4AK4 82% 89% 0.0 AHE48385.1
As-A449 91% 95% 0.0 ABOg&9007.1
Av-B565 66% 78% 0.0 AEB48891.1

* Ah- Aeromonas hydrophila, As-Aeromonas salmonicida, Av-Aeromonas veronii.
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Elevados indices de identidade e positividade foram constatados para a proteina
Aha3441 correspondente a linhagem de A. salmonicida A449, com valores de
identidade de 91% e positividade de 95%. A menor identidade e positividade foram
observadas quando a enzima madura Aha3441 de A. hydrophila 1BAerl19 foi
comparada a seu homologo em A. veronii B565, com valores de identidade e
positividade de 66% e 78%, respectivamente (Tabela 21).

A andlise de BLASTp permitiu identificar que a DNase Aha3441 de A.
hydrophila IBAer119 apresenta dominios conservados pertencentes a super familia
Exonuclease-Endonuclease-Phosphatase (EEP), a qual inclui dominios cataliticos de
diversos conjuntos de proteinas incluindo representantes da familia Exolll
apurinica/apirimidinica (AP) endonuclease, inositol fosfolipase 5-fosfatase (INPPS),
neutral esfingomielenase (nSMases), deadenilase (tais como aquelas em vertebrados
envolvidas na regulagdo do reldgio circadiano noturno), toxina B citoletal bacteriana
distendida (CdtB), desoxiribonuclease 1 (DNase I), um dominio de endonuclease non-
LTR retrotransposon LINE-1, além de outros dominios relacionados.

Estas diversas enzimas apresentam um mecanismo em comum de clivagem
catalitica de ligagdes fosfodiesteres e seus substratos variam de 4cidos nucléicos,
fosfolipidios e eventualmente proteinas. Aha3441 apresenta ainda um non-specific hits
caracteristico de Mycoplasma pulmonis MnuA, uma nuclease associada a membrana e
relacionada a desoxiribonuclease I (DNase I - EC. 3.1.21.1), cujo papel in vivo
permanece indeterminado. Os dominios conservados relativos a MnuA estdo
representados por quadrantes continuos na Figura 53. Além disso, a andlise de
dominios conservados permitiu observar a presenga de um dominio YhcR-OBF-like, o
qual pertence a subfamilia de dominios OB folds, similar aqueles observados em

Bacillus subtilis. YhcR consiste em uma nuclease aglicar ndo especifica a qual € ativa na

162



Resultados & Discussdo

presenca de Ca®" e Mg®" e cliva RNA com acio endonucleasica gerando nucleosidios 3’
monofosfatos. Em Bacillus subtilis YheR parece ser ativada preferencialmente por Ca*
e sua localizagdo pode estar associada a parede celular (Marchler-Bauer et al., 2015). Os
dominios conservados relativos a YhcR-OBF-Like estao representados por quadrantes
tracejados na Figura 52.

O alinhamento entre a proteina Aha3441 madura de A. hydrophila IBAer119 em
relacdo as proteinas homologas dos representantes de Aeromonas foi realizado
empregando o programa BioEdit 7.0 (Figura 52). Os resultados obtidos revelaram a
presenca de regides altamente conservadas entre todos os representantes de Aeromonas
avaliados. No entanto, diferengas marcantes foram constatadas entre as posi¢oes 39-49 e
674-680 exclusivas para proteina alinhada de A. veronii B565. Estas diferengas foram
caracterizadas pelas inser¢des de nove aminoacidos (Gly-Lys-Ile-Ser-Thr-Gly-Thr-Phe-
Asn) entre as posicdes 39-49, e cinco aminoacidos (Glu-Ser-Asp-Ala-Thr) entre as
posicdes 674-680 (Figura 52).

A andlise de predicdo da estrutura secundaria (Figura 52), foi realizada
empregando PROMALS web server (Pei & Grishin, 2007) e DALI web server (Holm &

Rosenstrom, 2010).

A anélise de predicao da estrutura secundaria de Aha3441 permitiu identificar a
presencas de 11 regides correspondentes a a-hélices e 30 regides correspondentes a [3-
folhas (Figura 52). Conforme pode ser observado na andlise de predi¢do, com excegao
das regides B3 e B7, todas as demais alteracdes observadas se encontram em regioes
preditas como coils indicando desta forma, que tais modificagdes provavelmente nao
afetam a funcionalidade da proteina Aha3441. Além disso, a analise permitiu identificar
6 residuos de cisteina altamente conservados entre as diferentes espécies de Aeromonas

avaliadas, sugerindo a existéncia de pontes dissulfeto, as quais provavelmente sdao
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importantes para a correta conformagao da proteina.
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Figura 52. Analise de alinhamento e predi¢do da estrutura secundaria da DNase

Aha3441 de A. hydrophila 1BAer119 em relacdo aos seus homologos. Letras em

coloragdo vermelha indicam o-hélices, letras em coloracdo azul indicam [-folhas.
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Resultados & Discussdo

Quadrantes continuos indicam dominios conservador correspondentes a nuclease MnuA
(EEP) de Mycoplasma pulmonis. Quadrantes tracejados indicam dominios conservador
correspondentes a YhcR-OBF-Like. Numeros na parte superior das sequéncias indicam
o nivel de conservacdo de cada aminoacido. Os residuos conservados de cisteina estao

grifados em coloragdo amarela.

A analise de predi¢do da estrutura secundaria de Aha3441 permitiu identificar
a presencas de 11 regides correspondentes a a-hélices e 30 regides correspondentes a 3-
folhas (Figura 52). Conforme pode ser observado na analise de predi¢do, com exce¢do
das regides B3 e B7, todas as demais alteracdes observadas se encontram em regides
preditas como coils indicando desta forma, que tais modificagdes provavelmente nao
afetam a funcionalidade da proteina Aha3441. Além disso, a analise permitiu identificar
6 residuos de cisteina altamente conservados entre as diferentes espécies de Aeromonas
avaliadas, sugerindo a existéncia de pontes dissulfeto, as quais provavelmente sdo
importantes para a correta conformagao da proteina.

Uma nova analise empregando BLASTp foi realizada visando comparar a
sequéncia de aminoacidos da proteina Aha3441 de A. hydrophila IBAerl119 com outras
proteinas de Aeromonas e surpreendentemente permitiu observar que a enzima Aha3441
apresenta certo grau de homologia com outra nuclease presente neste género bacteriano
descrita como Nuc, a qual apresenta um tamanho de 1072 aa. A analise de BLASTp
comparando a enzima Aha3441 de A. hydrophila IBAer119 em relagdo a enzima Nuc
permitiu identificar identidades e positividades variando entre 47-49% e 61-63%,

respectivamente, em diversas espécies de Aeromonas (Tabela 22).
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Tabela 22. Analise comparativa entre a DNase Aha 3441 de A. hydrophila IBAer119 e
a DNase Nuc de diferentes espécies de Aeromonas.

Espécie Cobertura Ident. Posit. E value Referéncia (NCBI)
A. hydrophila IBAer119 100% 100% 100% 0.0 -

A. bestiarum 64% 49% 63% 0.0 WP 043555630.1
A. bivalvium 61% 47% 61% 0.0 WP 041997062.1
A. caviae 62% 49% 62% 0.0 WP 039039123.1
A. diversa 61% 48% 61% 0.0 WP 043598038.1
A. encheleia 62% 48% 62% 0.0 WP 042654783.1
A. hydrophila AL09-71 65% 49% 63% 0.0 AHX 32875.1
A. hydrophila J1 65% 49% 63% 0.0 AJE 36284.1
A. hydrophila ATCC7966 64% 49% 63% 0.0 YP 856704.1
A. hydrophila ML09-119 65% 49% 63% 0.0 AGM 44204.1
A. hydrophila pc104A 65% 49% 63% 0.0 AHX 69673.1
A. hydrophila YL17 64% 49% 63% 0.0 AHV 35117.1
A. piscicola 64% 49% 62% 0.0 WP 042871862.1
A. popoffii 67% 48%  62% 0.0 WP 042037654.1
A. rivuli 62% 48% 61% 0,0 WP 042043199.1
A. salmonicida A449 70% 48% 62% 0.0 ABO 90268.1
A. sanarellii 63% 49% 63% 0.0 WP 042077492.1
A. taiwanensis 65% 49% 62% 0.0 WP 043807984.1

A andlise baseada no banco de dados de dominios conservados (CDD),
possibilitou identificar em Nuc 5 dominios disposto na orientagdo N-terminal para C-
terminal descritos como: (1) LTD (Lamin Tail Domain), encontrado em varias proteinas
bacterianas associado com hidrolases de membrana como metalo-beta-lactamases,
synaptojanin e calcineurin-like pertencentes a superfamilia fosfoesterase, (ii) YhcR-
OBF-like, conforme descrito anteriormente, (iii) EEP (Endonuclease-Exonuclease-
Phosphatase) conforme descrito anteriormente, (iv e v) Calx-beta, correspondendo a
dominios caracterizados pela troca de Na-Ca e integrina subunidade beta 4. Dentre estes
dominios, dois deles, correspondendo aos dominios YhcR-OBF-like e EEP sdo
idénticos a aqueles observados para a enzima Aha3441, indicando uma intima relagao
entre as duas proteinas. Uma representagdo comparativa entre os dominios conservados
observados na enzima Aha3441 e aqueles observados na enzima Nuc ¢ apresentada na

Figura 53.
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DNase Aha 714aa

A !
YhcR_OBF_like superfamilia EEP
L { —
DNase Nuc 1072aa
B | ]
LTD YhcR_OBF_like superfamilia EEP calx-beta calx-beta
— = { H

Figura 53. Representagdao esquematica dos dominios conservados das DNases Aha3441
(A) e Nuc (B), mostrando os dominios comuns a ambas as enzimas.

Com o intuito de comparar a sequéncia de aminoacidos da DNase Aha3441 de
A. hydrophila IBAer119 com sequéncias de aminodcidos correspondente a proteinas
homologas de outras espécies bacterianas, uma nova analise de BLASTp foi realizada
sendo consideradas apenas proteinas com identidades iguais ou superiores a 45% e com
coberturas superiores a 90%.

Os resultados obtidos mostram que a enzima Aha3441 de A. hydrophila
IBAer119 apresenta homologia com DNases de diversas espécies dos géneros
Photobacterium, Shewanella, Enterovibrio, Grimontia, Vibrio e Aliivibrio (ANEXO

V).

Considerando o género Aliivibrio, a comparacdo da DNase Aha3441 de
IBAerl119 em relagdo aos seus homoélogos permitiu identificar identidades de 45% e
positividades de 61%. Para o género Enterovibrio, a anélise permitiu identificar
identidades 48% e positividade variando entre 71 e 73%. Por sua vez identidades entre
45 e 52% e positividades entre 64 ¢ 68% foram observadas entre a DNase Aha3441 de
IBAer119 e seus homodlogos correspondentes em bactérias do género Photobacterium.
Ja para o género Shewanella, as DNases com homologia a Dns de IBAerl19

apresentaram identidades variando de 48 a 53% e positividades variando entre 61 e
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67%. A comparagdo entre a DNase Aha3441 de IBAer119 com seus homodlogos
correspondentes entre bactérias do género Vibrio, permitiu identificar identidades entre
45 e 47% e positividades variando entre 60 e 62%. O Unico representante do género
Grimontia apresentou uma identidade de 48% e uma positividade de 68%, sendo esta, a

maior entre todas as bactérias avaliadas.

De um modo geral, considerando a média das identidades observadas entre os
diferentes géneros bacterianos analisados, a DNase Aha3441 apresenta maior
similaridade com as DNases de bactérias do género Photobacterium, seguida por
bactérias do género Shewanella, Grimontia, Enterovibrio, Vibrio e Aliivibrio. Este
resultado indica que a DNase aha3441 de A. hydrophila IBAer119 apresenta uma maior
relacgdo com DNases dos géneros Photobacterium, Shewanella, Grimontia e
Enterovibrio em comparagdo aos outros dois géneros (Aliivibrio e Vibrio).

Um fato curioso observado foi que os valores de identidade e positividade
obtidos quando a DNase aha3441 de A. hydrophila 1BAerl119 foi comparada com
espécies de outros géneros bacterianos, mostraram-se bastante similares a aqueles
observados quando Aha3441 foi comparada com a DNase Nuc presente em outras
espécies de Aeromonas, indicando mais uma vez a possibilidade de ocorréncia de uma
evolugdo convergente entre as DNases avaliadas. Um alinhamento envolvendo um
representante de cada género avaliado foi realizado e est4 representado no ANEXO V.

A andlise de predicao de peptideo sinal permitiu identificar sequéncias lideres
em todas os representantes avaliados com tamanhos variando entre 21 aa e 24 aa,
indicando que esta classe de DNase ¢ clivada durante o transporte do meio
citoplasmatico para o meio extracelular. Além disso, os resultados obtidos mostram a
presenga de 6 sitios, sendo 4 deles conservados, caracterizados pela presenca de

cisteinas em todas as espécies avaliadas, indicando, que estas cisteinas provavelmente
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sao fundamentais para a correta conformagao da proteina. As 12 regides
correspondentes a superficies genéricas de ligacdo identificadas no dominio YhcR-
OBF-like, parecem desempenhar um importante papel na ligagdo a acidos nucléicos.
Em um estudo realizado por Chang et al. (2011), avaliando uma nuclease designada
como nuclease A (SpnA) de Streptococcus pyogenes os autores identificaram dois
possiveis  dominios  sendo  estes caracterizados como: (i)  possivel
oligossacarideo/nucleotideo binding, similar ao dominio YhcR-OBF-like, e (ii) um
possivel dominio Exo/Endonuclease/Phosphatase. Os resultados obtidos por Chang et
al. (2011), sugerem que as regides correspondentes ao dominio OBF de SpnA iniciam
um importante papel na ligagdo a 4cidos nucléicos, sendo que ao menos dois entre os
trés motifs OBF identificados, sao necessarios para a atividade de SpnA. Neste sentido
podemos especular que na DNase Aha3441 as regides correspondentes aos sitios de
ligacdo genéricos observados dentro do dominio YhcR-OBF-like, podem apresentar a
mesma importancia que aquela observada para a nuclease SpnA de Streptococcus
pyogenes.

Outro fato importante observado consiste na presenca de dois sitios de ligacao
a metais, os quais sdo representados por um acido glutdmico (E) e uma asparagina (N)
sendo estes conservados em todas as espécies avaliadas, inclusive A. hydrophila
IBAer119 (ANEXO V). O possivel sitio catalitico foi identificado e apresenta 8
residuos caracterizados pela presenca dois residuos de asparagina (N), um residuo de
acido glutamico (E), dois residuos de histidina (H), e trés residuos de 4cido aspartico
(D). Por fim, trés residuos caracterizados como histidina (H), asparagina (N) e acido
aspartico (D), formam um possivel sitio de ligacdo a fosfato (ANEXO V).

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que em termos

estruturais a DNase Aha3441 de A. hydrophila IBAer119 ¢ mais semelhante a nuclease
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de Photobacterium halotolerans, considerando que ambas as bactérias ndo apresentam a
regido correspondente ao dominio LTD, e apresentam todos os demais dominios
correspondentes, conforme mostrado no ANEXO V.

A modelagem tridimensional da DNase Aha3441 madura de A. hydrophila
[BAerl19 foi realizada empregando o web server Phyre’ (Kelley & Sternberg, 2009).
Dentre os 691 aminoécidos que constituem a DNase madura Aha3441, 68% dos residuos
foram modelados com um grau de confianca superior a 90% utilizando 11 templates
baseados em heuristics para maximizar a confianga, o percentual de identidade e a
cobertura do alinhamento. Apenas 193 residuos o que corresponde a 28% de todos os
aminodacidos analisados foram modelados empregando o método ab initio. Informagdes a
respeito dos modelos cristalograficos empregados na modelagem de Aha3441 podem ser
observados na Tabela 23.

Tabela 23. Rela¢do dos modelos cristalograficos empregados na modelagem da DNase
Aha3441 de A. hydrophila IBAer119.

Cobertura do

Template Alinhamento Confianca Identidade Informacdes do Template
280-665 0 o Ccr4-not: Hidrolase/subunidade
c3ngoA (55%) 100% 16% 6-like do complexo de transcri¢ac
de DNA humano.
293-666 0 0 EEP: Hidrolase/ EEP de
cAruwA (53%) 100% 23% Beutenbergia cavernae dsm
12333
dadobl  ZEO 0% 17% DNase I-like
)
c3mprB 2(9523_36)4 100% 22% EEP: Hidrolase/ EEP de
° Bacteroides thetaiotaomicron
c3gbsA 292_06 64 100% 21% EEP: Hidrolase/ EEP de
(53%) .
Bacteroides vulgatus
294-664 0 o Proteina ndo caracterizada de
c3lwE (53%) 99,9% 19% Enterococcus faecalis v583

Continua.
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Cobertura do

Template Alinhamento Confianca Identidade Informacdes do Template
36-114 Proteina de ligacdo ao DNA.
c4joiA (11%) 95,6% 16% Complexo cst subunidade stnl.
° Complexo telomérico humano
stnl-tenl.
36-121 o o , N
c4gopB (12%) 95.,4% 15% Proteina de ligacdo ao DNA.
0
36-121 o o Proteina stnl: Complexo stnl-
c3kf6A (12%) o4,3% 13% ten-1 de Schizosaccharomyces
pombe
10-117 0 0 Dominio correspondente a um
c3dm3A (15%) 94,2% 16% fator de replicagdo a2 de
Methanocaldococcus jannaschii
OB-fold: proteina de ligacdo a
dlqzea 34-149 56.8% 15% acidos nucléicos. Dominio de

(16%) ligagdo ao DNA fita simples
SSB, em Schizosaccharomyces

pombe.

EEP: Endonuclease/Exonuclease/Phosphatase.

A estrutura tridimensional da DNase Aha3441 de A. hydrophila IBAer119 gerada
empregando o web server Phyre’ foi exibida com auxilio do programa Swis PdbViewer

versdo 4.1. (Figura 54) R

Figura 54. Modelo estrutural tridimensional da DNase Aha3441 de A. hydrophila
IBAer119. (A) Dominio YhcR-OBF-like e (B) Dominio EEP (Endonuclease-

Exonuclease-Phosphatase).
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Para avaliar a consisténcia estrutural da proteina Aha3441, o modelo gerado
foi submetido a uma avaliagdo empregando grafico de Ramachandran. De acordo com
os resultados observados, embora a maior parte dos residuos se encontre em regioes de

conformagao apropriada, cerca de 120 aa encontram-se fora destas regides (Figura 55).
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Figura 55. Gréfico de Ramachandran baseado no modelo tridimensional da DNase
Aha3441 de A. hydrophila IBAer 119.

Nos 68% da proteina Aha3441 modelada com um indice de confianga superior
a 90%, encontram-se as regides correspondentes aos dois dominios, definidos como
YhcR-OBF-like e EEP (Endonuclease-Exonuclease-Phosphatase). Diante deste fato, os
dois dominios foram novamente modelados de forma separada para uma melhor
visualizac¢ao dos detalhes.

A nova modelagem empregando de forma isolada o dominio YhcR-OBF-like
bem como a andlise empregando o grafico de Ramachandran foi realizada (Figura 56).
O modelo empregando de forma isolada o dominio YhcR-OBF-like permitiu constatar
que 78% dos residuos foram modelados com um indice de confianca superior a 90%
utilizando 6 templates baseados em heuristics para maximizar a confianga, o percentual

de identidade e a cobertura do alinhamento. Além dos modelos c4gopB, c3dm3A e
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c4joiA utilizados anteriormente, outros dois modelos correspondentes a c4owxB
(proteina de ligacdo ao DNA pertencente ao complexo SOS subunidade bl) e c2k50A
(Dominio correspondente a um fator de replicacdo de Methanobacterium
thermoautotrophicum) foram utilizados na nova modelagem. Apenas 28 residuos foram
modelados empregando o método ab initio. A estrutura tridimensional obtida permitiu
observar que as cisteinas localizadas nas posi¢cdes Cys5 e Cys95, parecem ter uma
importante participagdo na conformacao deste dominio, considerando que estes sitios
sdo conservados em outras espécies bacterianas conforme mostrado no ANEXO 1V,
posigdes 198 e 292 do alinhamento. Os resultados obtidos mediante avaliacdo do
grafico de Ramachandran permitiu observar também que a grande maioria dos residuos

encontra-se em regides conformacionais apropriadas.
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Figura 56. Modelagem tridimensional do dominio YhcR-OBF-like (A), e grafico de
Ramachandran correspondente a modelagem do dominio YhcR-OBF-like da DNase

Aha3441 de A. hydrophila IBAer 119 (B).

Assim como para o dominio YhcR-OBF-like, uma nova modelagem
empregando exclusivamente o dominio EEP bem como a andlise do grafico de
Ramachandran foi realizada (Figura 57). Considerando apenas o modelo tridimensional
do dominio EEP correspondente a DNase Aha3441 de A. hydrophila IBAer119 foi

possivel observar que dentre os quatro sitios correspondentes a cisteinas, dois deles
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(Cys192 e Cys208), parecem apresenta uma maior importdncia na manutengado
estrutural do dominio EEP, em relagdo aos sitios Cys26 e Cys38 (Figura 60). Os sitios
correspondentes as posigdes Cys192 e Cys208 sdao extremamente conservados em outras
espécies bacterianas conforme mostrado no ANEXO V, posi¢oes 711 e 731 do
alinhamento. Novamente, os resultados obtidos mediante avaliagdo do grafico de
Ramachandran permitiu observar que a grande maioria dos residuos encontra-se em

regides conformacionais apropriadas.
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Figura 57. Modelagem tridimensional do dominio EEP (Endonuclease-Exonuclease-
Phosphatase) (A), e grafico de Ramachandran correspondente a modelagem do dominio
EEP (Endonuclease-Exonuclease-Phosphatase) da DNase Aha3441 de A. hydrophila
IBAer 119 (B).

O modelo empregando de forma isolada o dominio EEP permitiu constatar que
92% dos residuos foram modelados com um indice de confianga superior a 90%
utilizando 6 templates baseados em heuristics para maximizar a confianga, o percentual
de identidade e a cobertura do alinhamento.

Os modelos empregados na nova modelagem correspondem aos mesmo
utilizados anteriormente (c311wWE, cd4ruwA, d2a40bl, c3mprB, c3g6sA e c3ngoA).
Apenas 29 residuos foram modelados empregando o método ab initio. Apesar dos seis

modelos empregados como moldes na modelagem da DNase Aha3441 apresentarem
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elevado grau de confianga, um fato chamou atenc¢ao. Ao analisar o trabalho realizado
por Chang et al. (2011), o qual estudou uma DNase designada como SpnA de
Streptococcus pyogenes foi possivel observar que o modelo (latn) utilizado pelo autor
na modelagem de parte da enzima SpnA consiste na subunidade D da DNase I de
pancreas bovino (BP DNase I). Observando cautelosamente o modelo foi possivel
identificar que, do mesmo modo que para SpnA, o modelo gerado para DNase Aha3441
de A. hydrophila IBAer119 apresenta semelhancas estruturais com BP DNase I (Figura
59). O fato do modelo latn correspondente a BP DNase I, ndo ter sido empregado na
modelagem de Aha3441 pode estar relacionado a baixa identidade encontrada entre as
duas enzimas, considerando que o web server Phyre’ leva em consideragio este
parametro. Apesar disso, a avaliagdo das regides que constituem o sitio catalitico de
ambas as estruturas apresentam um consideravel nivel de conservagao (Figura 59).

Dentre os 9 residuos que formam o sitio catalitico da BP DNase I (Asn7, Glu39,
Glu78, His134, Asp168, Asnl170, Asp212, Asp251 e His252), 8 residuos (Asn7, Glu71,
His184, Asp235, Asn237, Asp311, Asp360 e His361) coincidem com aqueles
observados para o dominio EEP correspondente a DNase Aha3441 de A. hydrophila
IBAerl119. Assim como para BP DNase I, o dominio EEP correspondente a DNase
Aha3441 de A. hydrophila 1BAer119, apresenta uma conformag¢ao composta por dois
conjuntos de folhas-f dobradas sobre si formando uma estrutura central tipo sanduiche.
Além disso, os dois conjuntos centrais de folhas-B sdo flanqueados por algumas a-

hélices, evidenciando mais uma vez a similaridade estrutural dos modelos (Figura 58).
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Figura 58. Modelo tridimensional do dominio EEP correspondente a DNase Aha3441
de A. hydrophila 1BAer119 (A). Modelo tridimensional da cadeia D da DNase
pancreatica bovina BP DNase I (B). Regido central representada por pontos coloridos
correspondem aos sitios cataliticos.

A analise de predicao de sitios de ligacdo a metais foi realizada empregando o
web server 3DligandSite (Wass et al., 2010) e subsequente exibida empregando o
programa Swis PdbViewer versdo 4.1. A avaliagdo possibilitou a identificagdo de um
cluster formado por magnésio (Mg) e calcio (Ca). As coordenadas de ligacdo foram
identificadas no modelo, nas posi¢des Glu71 e Asp306, correspondendo as posigdes
Glu577 e Asp891 do alinhamento mostrado no ANEXO V. Além disso, uma analise
utilizando informagdes contidas no NCBI, permitiu estabelecer quais os possiveis sitios
de ligacdo a fosfato. Estes sitios compreendem os residuos His184, Asn237 e Asp360,
os quais correspondem as posi¢cdes His703, Asn760 e¢ Asp891 do alinhamento
representado no ANEXO V. Detalhes referentes aos sitios de ligacdo a metais e aos

sitios de ligacdo a fosfato podem ser visualizados na Figura 59.
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L

Figura 59. Representacdo dos sitios de ligacdo a metais (A) e sitios de liga¢do a fosfato
(B), observados no dominio EEP da DNase Aha3441 de A. hydrophila IBAer119.

Estes resultados s3o condizentes com aqueles anteriormente discutidos no
presente estudo os quais mostram que a Aha3441 de A. hydrophila IBAer119 consiste em
uma DNase magnésio dependente.

A anadlise de predicdo de sitios cataliticos presentes na DNase Aha3441 de A.
hydrophila IBAer119 foi realizada empregando o web server EXIA2 (Lu et al., 2014) e
posteriormente exibida empregando o programa Swis PdbViewer versao 4.1. Esta
avaliagdo permitiu identificar que o dominio EEP contido na DNase Aha3441 apresenta
oito residuos (Asn7, Glu71, His184, Asp235, Asn237, Asp311, Asp360 e His361),
conforme mencionado anteriormente, com alta probabilidade de estarem envolvidos na

formagao do sitio catalitico desta enzima (Figura 60).
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Figura 60. Representacdo do sitio catalitico da DNase Aha3441 de A. hydrophila
IBAerl19.

Considerando que os residuos que constituem o sitio catalitico sao conservados
entre as diferentes espécies bacterianas avaliadas (ANEXO V), e mesmo em relacao a
enzima BP DNase I, os resultados sugerem que estes residuos podem desempenhar um
papel similar nestas DNases, levando a crer que estas enzimas compartilham um mesmo

mecanismo de acao.

5.8 Atividade das DNases extracelulares recombinantes Dns e Aha3441 sobre RNA

e DNA plasmidial linearizado

Para determinar a especificidade por substratos aproximadamente 1 pg de RNA
de Torula (USB®), ou do plasmideo pCAMBIA 1303 linearizado foi incubado com 5 pL
do extrato bruto extracelular contendo as enzimas recombinantes Dns ou Aha3441. As
reagdes foram realizadas em um volume de 20pL em tampao 20mM de Tris-HCl (pH
8,0), SmM de MgCl,, 2mM de CaCl,, e incubadas a 37°C por 1h. Como controles
positivos da reacdo o extrato bruto extracelular contendo as enzimas clonadas Dns ou
Aha3441 foi substituido por 1 pL de RNase A (20 mg/mL) ou DNAse I (2U/uL)
incubadas sob as mesmas condi¢des. Apds o periodo de incubacdo a reagdo foi

analisada através de eletroforese em gel de agarose 1,5% (Figura 61).
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Figura 61. Digestdo de RNA e DNA plasmidial por Dns e Aha3441. 1- RNA e DNA

plasmidial ndo tratado enzimaticamente, 2- RNA e DNA plasmidial tratado com a
enzima Dns, 3- RNA e DNA plasmidial tratado com a enzima Aha3441, 4- Controle
positivo, RNA e DNA plasmidial tratado com RNase A (RNA) ou DNAse I (DNA
plasmidial).

Os resultados obtidos mostram que ambas as enzimas (Dns e Aha3441)
apresentam capacidade de degradar ambos os substratos testados, indicando que estas
enzimas correspondem a nucleases aglicar ndo especifica. Estes resultados confirmam
aqueles observados por Nam et al. (2004) para a enzima MBP-Nuc de A. hydrophila
homologa a Dns avaliada neste estudo. Estas mesmas caracteristicas foram reportadas
para as enzimas Vvn de V. vulnificus e NucM de E. chrysanthemi (Moulard et al., 1993;
Wu et al. 2001). O conjunto de resultados observados para a enzima Aha3441, indica
tratar-se de uma nova nuclease aglicar ndo especifica caracterizada pela primeira vez
neste trabalho. Conforme apontam os resultados obtidos, tanto Dns quanto Aha3441,
parecem nao estar envolvidas no metabolismo intracelular de 4cidos nucléicos tais como
recombinacdo e reparo, sugerindo que estas nucleases estdo mais relacionadas a
protecdo quanto a entrada de DNA exogeno, captacdo de nucleotideos ou fosfatos
provenientes do ambiente extracelular, ou mesmo a eventos de viruléncia associados a

outros fatores de patogenicidade.
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6. CONCLUSOES

1-

Com base nos resultados obtidos ¢ possivel tecer as seguintes conclusdes:

Bactérias do género Aeromonas apresentam ampla variagdo intra e
interespecifica na atividade DNasica extracelular. Aeromonas hydrophila
apresenta maior atividade do que outras espécies do género, mas ndo foi
constatada diferenga significativa entre isolados clinicos e ambientais desta
espécie.

A avaliagdo dos perfis de DNases extracelulares, por zimogramas, permitiu a
identificacdo de seis bandas de degradagdo de DNA correspondendo a proteinas
com massas moleculares aparentes entre 22 e 119 KDa. A analise de
agrupamento UPGMA ndo permitiu a formac¢ao de grupos espécie-especificas
ou de relacdo entre isolados clinicos ¢ ambientais.

As DNases com massas moleculares aparente de 22 e 85 KDa caracterizadas
como Dns e Aha, respectivamente, foram as mais frequentes entre todos os
isolados de Aeromonas spp. avaliados, indicando uma elevada importancia
destas enzimas para o género. Por outro lado, a DNase com massa molecular
aparente de 32 KDa foi a que apresentou menor frequéncia sendo o gene
responsavel por sua codificacdo ainda ndo determinado.

De um modo geral, as DNases de 22, 32 e 85 KDa apresentaram uma maior
estabilidade térmica em relagao as demais DNases avaliadas.

As DNases produzidas e secretadas por A. hydrophila 1BAer119 sao afetadas
pela acdo de proteases extracelulares, as quais promovem uma reducdo na

atividade DNasica extracelular.
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6- Dentre as quatro DNases observadas no isolado de A. hydrophila 1BAer119,
apenas a DNase de 103 KDa sugere apresentar uma tendéncia comportamental
caracteristica de regulagdo por “quorum sensing”.

7- A avaliagao da expressdo dos genes dns, aha e nuc de A. hydrophila IBAer119
permitiu observar elevadas taxa transcricionais para os genes dns € aha, sendo
estas detectadas com 12h de crescimento, coincidindo com o pico de atividade
DNasica extracelular.

8- As DNases parecem nao desempenham, de modo preferencial, um papel
nutricional em A. hydrophila 1BAer119 sugerindo que sua fungdo estd mais
relacionada a protecdo quanto a entrada de DNA exdgeno ou a eventos
relacionados a patogenicidade.

9- O gene dns de A. hydrophila IBAer119 foi clonado e expresso com sucesso em
E. coli DH50. A proteina recombinante foi secretada para o ambiente
extracelular.

10- A DNase Dns de A. hydrophila IBAer119 utiliza preferencialmente magnésio
como cofator, sendo caracterizada como uma metalo-DNase. Foi possivel
observar ainda que a DNase Dns ¢ fortemente inibida por EDTA e por SDS.

11-Os melhores pHs e temperaturas de agdo da DNase Dns de A. hydrophila
IBAer119 variaram entre 7 e 9 e entre 37°C e 60°C, respectivamente.

12- A DNase Dns de A. hydrophila IBAer119 mostrou elevada estabilidade térmica
quando mantida a 40°C por at¢ 50 minutos. No entanto, uma reducdo na
estabilidade térmica € observada quando a enzima ¢ mantida por longos periodos

de tempo em temperaturas de 60°C ou 90°C.
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13- A andlise da sequéncia deduzida de aminoacidos de Dns permitiu identificar um
peptideo sinal de 20aa, possibilitando sua secrecao para o ambiente extracelular
através de sistema secll.

14- A DNase Dns de A. hydrophila IBAer119 apresenta um dominio caracteristico
correspondente a superfamilia da endonuclease I. A comparagdo com outras
DNases permitiu observar que Dns apresenta elevado grau de homologia com
DNases de bactérias dos géneros Aliivibrio, Dickeya, Shewanella, Serratia,
Vibrio e Erwinia, além de DNases de E. coli e Oceanimonas smirnovii.

15- O modelo tridimensional proposto da DNase Dns apresenta uma estrutura em
formato de “V” com quatro pontes disulfeto, conservadas tanto em Aeromonas
quanto em outras bactérias, indicando que estas ligacdes desempenham um
importante papel na conformagado desta enzima.

16- Além disso, o modelo tridimensional da DNase Dns apresenta sitios de ligacdo a
calcio e a magnésio, e um sitio catalitico com topologia BPa-metal, tipicos de
endonuclease identificadas em outros organismos.

17- O gene aha3441 de A. hydrophila IBAer119 foi clonado e expresso com sucesso
em E. coli DH5a. A proteina codificada pelo gene foi secretada para o ambiente
extracelular.

18-Do mesmo modo que para Dns, Aha3441 utiliza preferencialmente magnésio
como cofator, sendo caracterizada como uma metalo-DNase. Foi possivel
observar ainda que a DNase Aha3441 ¢ inibida por EDTA e por SDS.

19- A DNase Aha3441 apresenta alta atividade em pHs variando entre 7 ¢ 9, e
temperaturas de 37°C a 50°C.

20- A DNase Aha3441 de A. hydrophila 1BAer119 mostrou elevada estabilidade

térmica quando mantida a 40°C por até 50 minutos. No entanto, uma reducao
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estabilidade térmica ¢ observada quando a enzima ¢ mantida por longos periodos
de tempo em temperaturas de 60°C ou 90°C.

21-A andlise da sequéncia deduzida de aminoacidos de Aha3441 permitiu
identificar um peptideo sinal (secll) de 23aa, o qual ¢ responsavel por sua
secrecdo para o ambiente extracelular.

22-A DNase Aha3441 de A. hydrophila 1BAer119 apresenta  dominios
caracteristicos correspondentes aos da superfamilia EEP e da subfamilia OB
folds. Estes dominios sdo similares a aqueles observados em outra nuclease de
Aeromonas denominada Nuc, indicando uma intima relagao entre estas enzimas.

23- A comparagdo com outras DNases permitiu observar que Aha3441 apresenta
elevado grau de homologia com DNases de bactérias dos géneros Aliivibrio,
Photobacterium, Shewanella, Enterovibrio, Vibrio e Grimontia.

24- 0O modelo tridimensional de Aha3441 permitiu observar elevada similaridade
conformacional com a cadeia D da DNase pancredtica bovina BP DNase 1. Os
sitios de ligacdo a metais, sitios de ligacdo a fosfato e sitio catalitico sdo bastante
conservados dentro do género Aeromonas, entre as demais bactérias avaliadas e
mesmo a cadeia D da DNase pancreatica bovina (BP DNase I), indicando que
estas enzimas compartilham o mesmo mecanismo de agao.

25- Tanto Dns quanto Aha3441 apresentaram capacidade de degradar RNA e DNA
plasmidial linearizado, sendo assim caracterizadas como nucleases agucares nao
especificas. Embora estudos ainda se facam necessarios, ambas as enzimas

apresentam um potencial para utilizacdo em processos biotecnoldgicos.
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7. PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras deste trabalho se encontram:
1- A identificacdo e clonagem do gene que codifica a DNase de 32 KDa.

2- Clonagem, purificacdo e estudos de cinética enzimdtica das DNases de 32 KDa, Dns

e Aha3441.

3- O desenvolvimento de linhagens de Aeromonas spp. rompidas para as quatro DNases
identificadas no isolado de A. hydrophila IBAer119 com o objetivo de estabelecer seu

papel fisiologico ou como fator de patogenicidade em modelos animais.
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9. ANEXOS

Anexo I. Andlise de alinhamento da sequéncia nucleotidicas correspondente ao gene

dns de A. hydrophila IBAer119 em relagdo aos seus homologos.
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ATGTTTCG TCCCCTGC TCTCTCTCGCCC
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TG ACC CTGCTGGTCAGTCTGCCCCTGCATG

TGCTGGCCGGTTTACCGCTGCTCAGCGCCCCCCTGCACG
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ACT CTGTTGGTCAGCCTGCCCCTTCATG
ACC CTGCTGGTCAGTCTGCCCCTGCATG
ACC CTGCTGGTCAGTCTGCCCCTGCATG
ACC CTGCTGGTCAGTCTGCCCCTGCATG
GCC CTGCTGGTCAGCCTGCCCCTGCATG
GCC CGGCTGGTCAGCCTGCCCCTGCATG
GCC CTGCTGGTCAGTGCCCCGGCCCATGCCCAGGCCC
GCC CTGCTGGTCAGCGCCCCGGCCCATGCCGACAACA
ACC CTGCTGGTCAGTACGCCGCTCCAGGCGCAAGAGG
GGC TTGCTCATCAGCCTGCCGTTCATCAGCTCGCCCCTG
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CCCAGACTTTTCGCGCCGCCAAACAGGATCTGAACCGCCTCTATCA

CCCAGACCTTTCGCGAAGCCAAGCAGGATCTGGTGAAGCTCTACCG
CCCAGACCTTTCGCGAAGCCAAGCAGGATCTGGTCAAGCTCTACCA
CCCAGACTTTTCGCACCGCCAAGCAGGATCTGGTCAAGCTCTATAA
CCCAGACTTTTCGCGCCGCCAAACAGGATCTGAACCGCCTCTATCA
CCCAGACTTTTCGCGCCGCCAAACAGGATCTGAACCGCCTCTATCA
CCCAGACTTTTCGCGCCGCCAAACAGGATCTGAACCGCCTCTATCA
CCCAGACTTTTCGCGCCGCCAAACAGGATCTGAACCGCCTCTATCA
CCCAGACCTTTCGCGCCGCCAAGCAGGATCTGAACCGCCTCTATCA
CCCAGACCTTTCGCGCCGCCAAGCAGGATCTGAACAAGCTCTATCA
TCCAGACCTTTCGCGCCGCCAAGCAGGATCTGAACAAGCTCTACCA
CCCAGACCTTCCGCGCCGTCAAGCAGGATCTCGTCAAGCTCTATCA

CAGGCCCAGACCTTTCGCGCCGCCAAGCAGGATCTGAACAAGCTCTATCA
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CACCCGGT TACCTTCTACTGCGGCTGCAAGATTGACTATC

CAGCCAGCCTGCGGTCACCACCTTCTACTGCGGCTGTGACATCGACTATC
GAGCCAGCCCGCTGTCACCACCATCTACTGCGGTTGCAACATCGACTATC
AACCCAGCCCACAGTCACCACCTTCTACTGCGGCTGCGACATTCGCTATC

GGATCACCCGGT
GGATCACCCGGT
GGATCACCCGGT
GGATCACCCGGT
GGATCACCCCGT
GAGCCACCCCAC
GAGCCACCCTGT
GAGCCATCCCAG
GAGCCACCCCAC

CACCTTCTATTGCGGCTGCAAGATTGACTATC
CACCTTCTATTGCGGCTGCAAGATTGACTATC
CACCTTCTATTGCGGCTGCAAGATTGACTATC
CACCTTCTATTGCGGCTGCAAGATTGACTATC
CACCTTCTACTGCGGCTGCAAGATTGAGTATC
CACCTTCTATTGCGGCTGCAACATCAAGTTCA
CACCTTCTACTGCGGCTGCAACATCAAGTTCA
CACCTTCTACTGCGGCTGCAACATCAAGTTCA
CACCTTCTATTGCGGCTGCAACATCAAGTTCA
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AAGCAGCCCAAGCGCGCCGCCCGCATCGAGTGGGAACACGTGGTACCGGC
AAGCAGGCCAAGCGCGCCAACCGCATAGAGTGGGAACACGTGGTGCCTGC
AAGCAGGCCAATCGCGCCTCTCGCATCGAGTGGGAGCACGTGGTGCCCGC
AAACAGGCCGAGCGGGCCTCCCGCATCGAATGGGAGCACGTGGTGCCCGC
AAGCAGGCCAATCGCGCCGCCCGTATCGAGTGGGAGCACGTGGTGCCCGC
AAGCAGGCCAATCGCGCCTCTCGCATCGAGTGGGAGCACGTGGTCCCCGC

310 320 330 340
T e O O AT
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTGCAGTGCTGGCAGCAGGGTGGTCGCAAGA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTGCAATGCTGGCAGGCTGGCGGTCGCAAGA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTCAAGTGCTGGCAGCAGGGCGGTCGCAAGA
CTGGGAATTTGGCCATCAACTGCAGTGCTGGCAGCAGGGTGGACGCAAAA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTGCAGTGCTGGCAACAGGGTGGCCGCAAGA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTGCAGTGCTGGCAACAGGGTGGCCGCAAGA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTGCAGTGCTGGCAACAGGGTGGCCGCAAGA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTGCAGTGCTGGCAGCAGGGCGGTCGCAAGA
CTGGGAATTCGGCCACCAGCTGCAGTGCTGGCAGCAGGGTGGTCGCAAGA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTCCAGTGCTGGCAGGAGGGCGGGCGCAAGA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTCCAGTGCTGGCAGGACGGGGGTCGCAAGA
CTGGGAATTTGGCCACCAGCTGCAGTGCTGGCAGGAAGGGGGTCGCAAGA
CTGGGAGTTCGGCCACCAGCTCCAGTGCTGGCAAGAGGGCGGGCGCAAGA

350

360 370 380 390 400

e S e O s
ACTGCGAAAAAGCGAGCCCCGAGTTCAATAAGATGGAGGGGGACATGCAC
ACTGCGAAAAAGCGAGCCCCGAGTTCAACAAGATGGAGGGGGACATGCAC

ACTGCGGCAA GAGCGACGAGTTCAACCAGATGGAGGGGGACATGCAC
ATTGCAGCAA GAGCGATGAGTTCAACAAGATGGAGGGGGACATGCAC
ATTGTGGCAA GAGCGACGAGTTCAACCAGATGGAGGGGGACATGCAC
ATTGTGGCAA GAGCGACGAGTTCAACCAGATGGAGGGGGACATGCAC
ATTGTGGCAA GAGCGACGAGTTCAACCAGATGGAGGGGGACATGCAC
ATTGCGGCAA GAGCGACGAGTTCAACCAGATGGAGGGGGACATGCAC
ACTGCGGCAA GACCGACGAGTTCAACCAGATGGAGGGGGACATGCAC
ACTGCGGCAA GAGCGACGAGTTCAACAAGATGGAGGGGGACATGCAC
ATTGCGGCAA GAGCGACGAGTTCAACAGGATGGAGGGAGACATGCAC
ACTGCGGCAA GAGCGCCGAGTTCAACAAGATGGAGGGAGACATGCAC
ACTGCGGCAA GAGCGACGAGTTCAACAAGATGGAGGGGGACATGCAC

410 420 430 440 450

P e T T
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAAGTGAACGGCGATCGGGCCAACTTCCG
AACCTCTTCCCCGCCATTGGCGAGGTGAACGGCGATCGGGCCAACTACCG
AACCTCTTCCCCGCCGTTGGCGAGGTGAACGGCGATCGGGCCAACTTCCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTAAATGGCGATCGGGCCAACTACCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTGAACGGTGATCGGGCCAACTTCCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTGAACGGTGATCGGGCCAACTTCCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTGAACGGTGATCGGGCCAACTTCCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTGAACGGTGATCGGGCCAACTTCCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTGAACGTTGATCGGGCCAACTACCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTGAACGGCGATCGGGCCAACTACCG
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M99491.1- A. hydrophila CHC-1
L78266.1- A. hydrophila JMP636
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
Clustal Consensus

A.hydrophila
1-a
1-A.

CP002607.
CP007518.
CP000644.
CP005966.
CP007566.
CP007576.
CP000462.
AF004392.
CP007567.
M99491.1- A.
L78266.1- A.

IBAell9

hydrophila

hydrophila

.hydrophila
.hydrophila
.media WS

hydrophila
hydrophila

.veronii B565

YL17

1-A.salmonicida A449
1-A.hydrophila
1-A.hydrophila
1-A.
1-a
2-A
1-a

ML09-119
AL09-71
pclO4Aa
ATCC 7966
ATCC 14715

CHC-1
JMP636

CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
Clustal Consensus

A.hydrophila
1-A.
.hydrophila
.salmonicida A449
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila

CP002607.
CP007518.
CP000644.
CP005966.
CP007566.
CP007576.
CP000462.
AF004392.
CP007567.
M99491.1- A.
L78266.1- A.

1-
1-
1-
1-
1-
1-
2-
1-

By

IBAell9

veronii B565

media WS
hydrophila
hydrophila

YL17

ML09-119
AL09-71
pcl04A
ATCC 7966
ATCC 14715

CHC-1
JMP636

CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
Clustal Consensus

A.hydrophila
1-A.
.hydrophila
.salmonicida A449
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
.media WS

CP002607.
CP007518.
CP000644.
CP005966.
CP007566.
CP007576.
CP000462.
AF004392.
CP007567.
M99491.1- A.
L78266.1- A.

1-
1-
1-
1-
1-
1-
2-
1-

NN

IBAell9

veronii B565

hydrophila
hydrophila

YL17

ML09-119
AL09-71
pcl04A
ATCC 7966
ATCC 14715

CHC-1
JMP636

CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
Clustal Consensus

A.hydrophila
1-A.
.hydrophila
.salmonicida A449
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
.media WS

CP002607.
CP007518.
CP000644.
CP005966.
CP007566.
CP007576.
CP000462.
AF004392.
CP007567.
M99491.1- A.
L78266.1- A.

1-
1-
1-
1-
1-
1-
2-
1-

BN

IBAell9

veronii B565

hydrophila
hydrophila

YL17

ML09-119
AL09-71
pcl04A
ATCC 7966
ATCC 14715

CHC-1
JMP636

CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
Clustal Consensus

A.hydrophila
1-A.

CP002607.
CP007518.
CP000644.
CP005966.
CP007566.
CP007576.

1-a
1-a
1-A
1-A
1-a

IBAell9

veronii B565

.hydrophila
.salmonicida A449
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila

YL17

ML09-119
AL09-71
pclO4A

AACCTCTTCCCTGCCATCGGCGAGGTGAACGGCGATCGGGCGAACTTCCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTGAACGGCGATCGCGCGAACTACCG
AACCTCTTCCCCGCCATCGGCGAGGTGAACGGCGATCGGGCCAACTACCG

460
D e e T
CTTCTCCGACTGGAATGGCACCCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCGGATGC
CTTCTCCGACTGGAACGGCAAGCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCAGATGC
CTTTTCCGACTGGAACGGCACCCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCGGATGC
TTTCTCCGACTGGAACGGCACCCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCAGATGC
CTTCTCCGACTGGAACGGCACCCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCGGATGC
CTTCTCCGACTGGAACGGCACCCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCGGATGC
CTTCTCCGACTGGAACGGCACCCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCGGATGC
CTTCTCCGACTGGAATGGCACCCCGGATCAGTACGGCCAGTGCCGGATGC
CTTCTCCGACTGGAACGGCACCCCGCATCAGTACGGCCAGTGCCAGATGC
CTTCTCCGACTGGAACGGCAAGCCGAACCAGTACGGCAAGTGCCAGATGC
CTTCAGCGACTGGAACGGCAAACCGAACCAGTACGGCAAGTGCCAGATGC
CTTCTCCGACTGGAACGGCAAGCCGAACCAGTACGGCAAGTGCCAGATGC
CTTCTCCGACTGGAACGGCAAGCCGAATCAGTACGGCAAGTGCCAGATGC

470 480 490 500

510

520 530 540 550
A I S e T e
TGGTAGACTTCAAAAATCGCCAGGTGCAGCCGCCCAAGGGGCCGGTACGG
TGGTGGATTTCAAGGATCGTCGGGTGCAGCCGCCCAAGGGGCCGGTACGG
TGGTGGATTTCAAGGAGCGCCGGGTGCAGCCACCCAAGGGGCCGATACGG
TGGTGGACTTCAAGGAGCGCCGGGTGCAACCACCCAAGGGGCTGGTACGA
TGGTGGACTTCAAAAATCGCCAGGTACAGCCGCCCAAAGGGCTGGTACGC
TGGTGGACTTCAAAAATCGCCAGGTACAGCCGCCCAAAGGGCTGGTACGC
TGGTGGACTTCAAAAATCGCCAGGTACAGCCGCCCAAAGGGCTGGTACGC
TGGTGGACTTCAAAAATCGCCAGGTGCAGCCGCCCAAGGGGCTGGTACGC
TGGTGGATTTCAAGGAGCGTCAGGTACAGCCGCCCAAGGGGCTGGTACGG
TGGTGGACTTCAAGGATCGCCGGGTGCAGCCGCCCAAGGGGCCGGTGCGC
TGGTGGACTTCAAGGAGCGCCAGGTGCAGCCGCCCAAGGGGCCGGTGCGT
TGGTGGACTTCAAGGAGCAGCGCGTGCAGCCGCCCAAGGGGCCGGTGCGT
TGGTGGACTTCAAGGATCGCCGGGTGCAGCCGCCCAAGGGGCCGGTGCGC
560 570 580 590 600
e e O T e
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTATATGAGCCAGCAGTATGGGCTGCG
GGCCAGATTGCCCGCGCCTACCTCTACATGAGCCAGCAGTATGGGCTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTACATGAGCCAGCAGTATGGGCTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTATATGAGCCAGCAACATGGGCTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTACATGAGCCAGCAGTATGGGCTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTACATGAGCCAGCAGTATGGGCTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTACATGAGCCAGCAGTATGGGCTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTACATGAGCCAGCAGTATGGGCTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTACATGAGCCAGCAGTATGGGCCTGG
GGCCAGATAGCCCGTGCCTACCTCTACATGGGCCAGCAGTATGGGCTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTACATGAGCCAGCAGTACGGACTGCG
GGCCAGATCGCCCGCGCCTACCTCTACATGGGGGAGCAGTACGGGCTGCG
GGCCAGATAGCCCGCGCCTACCTCTACATGGGCCAGCAGTATGGGCTGCG

610

620

630

640 650
R R B I I T I

TCTGGCAGCGCAACAGCGTAAACTGTTCGAAGCCTGGGACAGGCAGTACC
TCTGGCAGCGCAACAGCGTAARACTGTTTGAAGCTTGGGATCGCCAGTACC
TCTGGCGGCGCAACAGCGTARACTGTTCGAAGCCTGGGACAGGCAGTACC
CCTCGCCGCGCAACAACGTARACTGTTCGAAGCCTGGGACAGGCAGTACC
TCTGGCGGCGCAACAGCGTAAACTGTTCGAAGCCTGGGACAGGCAGTACC
TCTGGCGGCGCAACAGCGTAAACTGTTCGAAGCCTGGGACAGGCAGTACC
TCTGGCGGCGCAACAGCGTAAACTGTTCGAAGCCTGGGACAGGCAGTACC
TCTGGCGGCGCAACAGCGTARACTGTTCGAAGCCTGGGATAGGCAGTACC
CCTCGCGGCGCAACAGCGTAAACTGTTCGAAGCTTGGGACAGGCAGTACC
CCTGGCCGCCCAACAGCGTAAACTGTTCGAGGCCTGGGACAGGCAGTACC
TCTGGCGGCCCAGCAGCGCAAGCTTTACGAAGCCTGGGACAGGCAGTATC
CCTGGCCGCGCAACAGCGTARACTGTTCGAGGCCTGGGACAGGCAGTACC
CCTGGCCGCCCAACAGCGTAAACTGTTCGAGGCCTGGGACAGGCAGTACC

660 670 680 690 700
D e e T s
CGGCCGACGGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAG
CGGCAGAGGGCTGGGAGTGCGAGCGTAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAG
CGGCCGACGGCTGGGAGTGCGAGCGCAATCGCCGCATCGGCAAGCTGCAG
CGGCAGATAGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAG
CGGCCGACGGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAG
CGGCCGACGGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAG
CGGCCGACGGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAG

219



Anexos

CP000462.1-A. hydrophila
AF004392.2-A.hydrophila
CP007567.1-A.media WS

M99491.1- A. hydrophila
L78266.1- A. hydrophila
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
Clustal Consensus

A.hydrophila

CP002607.
CP007518.
CP000644.
CP005966.
CP007566.
CP007576.
CP000462.
AF004392.
CP007567.

1
1
1

1
1
1
1
2
1

-A.
-A.

-A

-A
-A
-A

M99491.1- A.
L78266.1- A.
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
Clustal Consensus

IBAell9

ATCC 7966
ATCC 14715

CHC-1
JMP636

veronii B565

hydrophila

hydrophila

hydrophila
hydrophila

YL17

.salmonicida A449
.hydrophila
.hydrophila
.hydrophila
-A.hydrophila
-A.

-A.media WS

ML09-119
AL09-71
pcl04A
ATCC 7966
ATCC 14715

CHC-1
JMP636

CGGCCGACGGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAG
CGGCCGATGGCTGGGAGTGCGAACGCAATCGCCGCATCGGCAAGTTGCAG
CGGCCGACCGCTGGGAGTGCGAGCGCAACAGCCGCATCGGCAAACTGCAG
CGGCTGATCGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGTATCGGCAAGCTGCAG
CGGCGGATCGCTGGGAGTGCGAGCGCAACCGCCGCATCGGCAAGCTGCAA
CGGCCGACCGCTGGGAGTGCGAGCGCAACAGCCGCATCGGCAAACTGCAG

710 720 730

GGCAATACCAACCCCTTTATTGAAAAGCAGTGCCAATAA
GGCAATACCAATCCCTTTATTGAAARAACAGTGCCAATAA
GGCAATACCAACCCCTTTATTGAARAGCAGTGCCAGTAA
GGCAATACCAACCCCTTCATTGAAAAGCAGTGCCGATAA
GGCAATACCAACCCCTTTATTGAAAAGCAGTGCCGATAA
GGCAATACCAACCCCTTTATTGAARAGCAGTGCCGATAA
GGCAATACCAACCCCTTTATTGAARAGCAGTGCCGATAA
GGCAATACCAACCCCTTTATTGAAAAGCAGTGCCGATAA
GGCAATACCAATCCCTTCATTGAAAAGCAGTGCCAATAA
GGCAATACCAACCCCTTCATTGAAARAGCAGTGCCAATAA
GGCAATACCAATCCCTTCATTGAAARAGCAGTGCCAATAA
GGCAATACCAATCCTTTCATTGAAAAGCAGTGCCAGTGA
GGCAACACCAACCCCTTTATTGAAAAGCAGTGCCGATAA

* Indicam consenso no alinhamento entre todos os nucleotideos avaliados.

220



Anexos

Anexo II. Tabela exibindo a comparagdo da proteina Dns de A. hydrophila IBAer119

em relacdo a seus homoélogos em outras espécies bacterianas.

Espécie Identidade Positividade E value Referéncia (NCBI)
A. hydrophila IBAer119 100% 100% 0.0 -
Aliivibrio longei 58% 72% 6e-86 WP 023604093.1
A. fisheri 60% 72% 7e-88 WP 005417580.1
A. salmonicida ' 58% 72% 6e-86 WP 012549359.1
A. wadanis 61% 72% 2e-88 ABB 72353.1
Dickeya chrysanthemi 2 59% 73% le-88 WP 027710818.1
D. dadantii 58% 71% 2e-88 WP 013311957.1
D. dianthicola 57% 71% 6e-88 WP 024107373.1
D. solani 58% 70% 1e-88 WP 022634966.1
D. zeae 58% 72% 3e-87 WP 012768269.1
Erwinia amylovora 58% 71% 2e-84 WP 004155466.1
E. piriflorinigrans 58% 71% 2e-84 WP 023653878.1
E. pyrifoliae 58% 71% 5e-84 WP 014539432.1
E. tasmaniensis 58% 71% Te-84 WP 012442532.1
E. toletana 57% 70% 3e-77 WP 017803494.1
E. tracheiphila 56% 70% 3e-79 WP 016190286.1
Escherichia coli 62% 72% 2e-84 WP 000286508.1
Oceanimonas smirnovii 69% 81% 2e-113 WP 019934082.1
Serratia fonticula 62% 73% 3e-88 WP 024528353.1
S. marcescens 61% 72% 5e-88 KGY49168.1
S. nematodiphila 61% 73% 2e-87 WP 033632098.1
S. odorifera 60% 72% 2e-86 WP 004958770.1
S. plymuthica 61% 71% 2e-86 WP 004947990.1
S. proteamaculans 61% 73% 6e-88 WP 012146726.1
Shewanella algae 61% 73% 4e-98 WP 025008916.1
S. amazonensis 58% 72% 2e-86 WP 011758694.1
S. bdltica 64% 72% 6e-95 WP 011847722.1
S. decolorationis 64% 74% 5¢-97 WP 023266852.1
S. Fidelis 60% 74% 6e-93 WP 028765623.1
S. frigidimarina 61% 73% 2e-87 WP 011636032.1
S. halifaxensis 59% 70% 3e-87 WP 012275831.1
S. haliotis 61% 73% 1e-97 WP 025889744.1
S. loihica 61% 71% 2e-90 WP 011867019.1
S. marina 62% 77% 5e-103 WP 028521772.1
S. oneidensis 64% 74% 2¢-97 WP O011071125.1
S. piezotolerans 60% 74% 2e-89 WP 020914451.1
S. putrefaciens 63% 74% le-96 WP 025007553.1
S. sidiminis 60% 72% 2e¢-88 WP 012144305.1
S.violdcea 59% 73% 5e-89 WP 013052949.1
S. xiamenensis 64% 74% 4e-97 AFC95891
S. waksmanii 60% 73% 2¢-89 WP 028772021.1
S. woodyi 61% 74% 1e-90 WP 012326718.1
Vibrio albensis 63% 76% 6e-94 WP 000972599.1
V. alginolyticus 63% 76% 7e-96 WP 005393967.1
continua
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Espécie Identidade Positividade E value Referéncia (NCBI)
V. anguillarum 63% 76% le-94 WP 013857813.1
V.azureus 60% 75% 7e-92 WP 021711387.1
V. breoganii 57% 71% 9¢-83 WP 026012709.1
V. campbellii 62% 75% 2e-93 WP 005534908.1
V. cholerae 64% 77% 2e-96 WP 032481929.1
V. coralliilyticus 63% 73% 4e-93 WP 031343391.1
V. crassostreae 58% 71% 3e-85 WP 017069588.1
V. cyclitrophicus 58% 71% 2e-85 WP 016785934.1
V. diazotrophicus 61% 73% 4e-92 ABB 72354.1

V. fortis 58% 72% 3e-86 WP 032549840.1
V. furnissii 62% 76% 3e-94 WP 004724253.1
V. halioticoli 56% 74% 3e-85 WP 023405078.1
V. harveyi 61% 75% 2¢-93 WP 017189098.1
V. ichtyoenteri 58% 72% 2e-85 WP 006713628.1
V. kanaloae 57% 70% 4e-84 WP 017056528.1
V. lentus 58% 71% 2e-85 ABB 72359.1

V. maritimus 61% 75% 5e-93 GAL 19365.1

V. metschnikovii 61% 75% 4e-93 WP 004396050.1
V. mimicus 63% 77% 2e-94 WP 000905552.1
V. natriegens 62% 77% le-94 WP 020333995.1
V. navarrensis 60% 75% 4e-90 KGK 09249.1

V. nigripulchritudo 59% 73% 1e-88 WP 022611621.1
V. ordalii 63% 76% 4e-95 WP 026028207.1
V. owensii 61% 75% 7e-93 WP 020197218.1
V. ponticus 58% 71% 3e-86 GAK 84708.1

V. parahaemolyticus 63% 76% 1e-95 WP 031816794.1
V. proteolyticus 60% 77% 6e-92 WP 021704390.1
V. rotiferianus 61% 75% 4e-93 WP 010450340.1
V. shilonii 59% 75% 9¢-92 WP 006075170.1
V. sinaloensis 61% 74% 4e-92 KGY 08436.1

V. splendidus 58% 71% le-85 WP 017087221.1
V. scophthalmi 58% 72% 1e-85 WP 005593495.1
V. tubiashii 61% 75% 9¢-93 KGY 11776.1

V. variabilis 61% 75% 6e-93 GAL 27926.1

V. vulnificus 61% 76% 3e-93 WP 017789838.1

'Nova classificagdo, sinénimo de Vibrio salmonicida (Urbanczyk et al. 2007). * Nova classificagio,

sinénimo de Erwinia chrysanthemi (NCBI).
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Anexo III. Andlise de alinhamento da sequéncia nucleotidicas correspondente ao gene

aha3441 de A. hydrophila IBAer119 em relagdo aos seus homoélogos em Aeromonas.

10 20 30 40 50
D e e e T e
A. hydrophila IBAerll9 ATGAAAGGAACACGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTTGCGCTCGC
CP006883.1-A. hydrophila J-1 ATGAAAGGAACACGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTTGCGCTCGC
CP007576.1-A. hydrophila pcl04 ATGAAAGGAACACGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTTGCGCTCGC

CP007566.1-A. hydrophila AL09-71 ATGAAAGGAACACGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTTGCGCTCGC

CP005966.1-A. hydrophila ML09-119 ATGAAAGGAACACGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTTGCGCTCGC
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966 ATGAAAGGAACACGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTTGCGCTCGC
CP007518.1-A. hydrophila YL17 ATGAAAGGAACACGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGATTGCGCTCGC
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4 ATGAAAGGAAGACCTACCCTGCTGTCCCTGGCCGTGGGGCTCGCCCTCGC
CP000644.1-A. salmonicida A449 ATGAAAGGAACACGTGCCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTTGCGCTCGC
CP002607.1-A. veronii B565 ATGAAAGGTACTCGTACCCTGCTGTCGCTGGCCGTGGGGCTGGCACTTGC
Clustal Consensus
60 70 80 90 100
e e e T e
A. hydrophila IBAerll9 CTCCCCGTCCGTCTATGCAGCCGGCTTCAGCTGCCCGGCCGACAGCGCCC
CP006883.1-A. hydrophila J-1 CTCCCCGTCCGTCTATGCAGCCGGCTTCAGCTGCCCGGCCGACAGCGCCC
CP007576.1-A. hydrophila pcl04 CTCCCCGTCCGTCTATGCAGCCGGCTTCAGCTGCCCGGCCGACAGCGCCC
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71 CTCCCCGTCCGTCTATGCAGCCGGCTTCAGCTGCCCGGCCGACAGCGCCC
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119 CTCCCCGTCCGTCTATGCAGCCGGCTTCAGCTGCCCGGCCGACAGCGCCC
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966 CTCTCCGTCCGTCTATGCCGCCGGCTTCAGCTGCCCGGCCGACAGTGCCC
CP007518.1-A. hydrophila YL17 CTCTCCGTCCGTCTATGCCGCCGGCTTCAGCTGCCCGGCCGACAGCGACC
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4 GTCCCCGTCTCTCCATGCCGCCGGCTTCAGTTGCCCGGCCGACAGCGCCC
CP000644.1-A. salmonicida A449 GTCCCCGTCCGTCCATGCCGCCAGCTTCAGCTGCCCGGCTGACAGTGCCC
CP002607.1-A. veronii B565 ATCCTCAGGCGCCCATGCGGCA TTTGTCTGCCCGTCCGATCCGGCTC
Clustal Consensus
110 120 130 140 150
e e e e T T
A. hydrophila IBAerll9 TCACCCCGATCCCGGTCATTCAGGGCAGCGGCGACAAGAG
CP006883.1-A. hydrophila J-1 TCACCCCGATCCCGGTCATTCAGGGCAGCGGCGACAAGAG
CP007576.1-A. hydrophila pcl04 TCACCCCGATCCCGGTCATTCAGGGCAGCGGCGACAAGAG
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71 TCACCCCGATCCCGGTCATTCAGGGCAGCGGCGACAAGAG
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119 TCACCCCGATCCCGGTCATTCAGGGCAGCGGCGACAAGAG
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966 TCACCCCGATCCCGGTCATTCAGGGCAGCGGCGACAAGAG
CP007518.1-A. hydrophila YL17 TTACCCCGATCCCGGTCATTCAGGGCAGCGGTGACAAGAG
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4 TCACCCCCATCCCCGCCATCCAGGGCAGCGGCCACAAGAG
CP000644.1-A. salmonicida A449 TCACCCCCATCCCCGTCATTCAGGGCATTGGTGGCAAGAGT
CP002607.1-A. veronii B565 AACTCACCCCCATCCCGACCATTCAGGGCACAGGCTCCGCCAGCGCGCTG
Clustal Consensus
160 170 180 190 200
e e T e
A. hydrophila IBAerll9 CCCGCTCATTCCCGC! ACAAGTTCG -AAAGCCCCCAG AGTGT
CP006883.1-A. hydrophila J-1 CCCGCTCATTCCCGCC GACAAGTTCG -AARAGCCCCCAG AGCGT
CP007576.1-A. hydrophila pcl04 CCCGCTCATTCCCGCC-GACAAGTTCG- -AAAGCCCCCAG AGCGT
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71 CCCGCTCATTCCCGCC-GACAAGTTCG- -AAAGCCCCCAG AGCGT
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119 CCCGCTCATTCCCGCC GACAAGTTCG -AAAGCCCCCAG AGCGT
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966 CCCGCTCATTCCCGCC GACAAGTTCG -AAAGCCCCCAG AGCGT
CP007518.1-A. hydrophila YL17 CCCGCTCATTCCCGCC - GACAAGTTCG -ARAGCCCCCAG AGCGT
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4 CCCCCTCGTCCCTGAC-GATCAGTTCG- -AAAGCCCCCAG AGCGT
CP000644.1-A. salmonicida A449 CCCCCTCATCCCCGAT -GGCAAGTTCG- -AAAGCGCCCAG AGCGT
CP002607.1-A. veronii B565 GCCACCCAGACCGTGACCGACAAGAACGGCAATGTGACCGGTAAAATCAG
Clustal Consensus
210 220 230 240 250
e e e e
A. hydrophila IBAerll9 CATGG TCAAGG CAGTG - GTCTCTGGCCTTGGCGAGAGCC
CP006883.1-A. hydrophila J-1 CATGG TCAAGG CAGTG - GTCTCTGGCCTCGGCGAGAGCC
CP007576.1-A. hydrophila pcl04 CATGG TCAAGG CAGTG - GTCTCTGGCCTCGGCGAGAGCC
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71 CATGG TCAAGG CAGTG - GTCTCTGGCCTCGGCGAGAGCC
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119 CATGG TCAAGG CAGTG - GTCTCTGGCCTCGGCGAGAGCC
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966 CATGG TCAAGG CGGTG - GTCTCTGGTCTTGGCGAGAGCC
CP007518.1-A. hydrophila YL17 CATGG TCAAGG CGGTG - GTCTCGGGTCTGGGCGAAAACC
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CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71

CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71

CTCGG TCAAGG CGGTG - GTCTCCGCCCTCGGCGAGAGCC
CACGG TCAAGG CGGTG - GTCACGGCACTTGGTGAGAGTC
CACGGGCACCTTCAACGTTCGCGGTATCGTGACGACGCTGGGCCAAAGCC

260 270 280 290 300
e O e T PN

TCAACAAAGGGTTCTACCTGCTGGATGTGCAGGGAGACGGCAACCCCCAG
TCAACAAAGGGTTCTACCTGCTGGATGTGCAGGGCGACGGCAACCCCCAG
TCAACAAAGGGTTCTACCTGCTGGATGTGCAGGGCGACGGCAACCCCCAG
TCAACAAAGGGTTCTACCTGCTGGATGTGCAGGGCGACGGCAACCCCCAG
TCAACAAAGGGTTCTACCTGCTGGATGTGCAGGGCGACGGCAACCCCCAG
TCAACAAGGGGTTCTACCTGCTGGATGTGCAGGGCGACGGCAATCCCCAG
TCAACAAGGGGTTCTACCTGCTGGATGTGCAGGGCGATGGCAACCCCCAG
TGAACAGAGGCTTCTATCTGCAGGATCTGCAGGGGGATGGCAATCCCCAG
TCAACAAGGGTTTCTACCTGCAGGATCTGCAAGGGGATGACAATCCCCAG
TGACCAAGGGGTTCTATCTGACCGACCCGGTGGGCGATGGCAATCCGGCC

310 320 330 340 350
e T e IR [ e
ACCTCGGACGGCATCTTCGTCTTCCTGAACGACAAGAACTTCGCCAGC
ACCTCGGACGGCATCTTCGTCTTCCTGAACGACAAGAACTTCGCCAGCAA
ACCTCGGACGGCATCTTCGTCTTCCTGAACGACAAGAACTTCGCCAGCAA
ACCTCGGACGGCATCTTCGTCTTCCTGAACGACAAGAACTTCGCCAGCAA
ACCTCGGACGGCATCTTCGTCTTCCTGAACGACAAGAACTTCGCCAGCAA
ACCTCGGACGGCATCTTCGTCTTCCTGAACGACAAGAACTTCGCCAGCAA
ACCTCGGACGGCATCTTCGTCTTCCTGAGCGACAAGAACTTCACCAGCAA
ACCTCGGATGGCATCTTCGTCTACCTCAACGACAAGCAATTTGCGACCAA
ACGTCGGATGGCATCTTCGTCTACCTCAACGACAAAAACTTCGCCAGCAA
ACCTCTGATGGCATCTTTGTCTATCTGAACGACAAGGACTTCGCGACCAA

360 370 380 390 400
B T T T O T T I
GTACCCGGACATCAAGCCGGGTGCCGAAGTCTGCCTGGAGGCCAAGGTCG
GTACCCGGACATCAAGCCGGGTGCCGAAGTCTGCCTGGAGGCCAAGGTCG
GTACCCGGACATCAAGCCGGGTGCCGAAGTCTGCCTGGAGGCCAAGGTCG
GTACCCGGACATCAAGCCGGGTGCCGAAGTCTGCCTGGAGGCCAAGGTCG
GTACCCGGACATCAAGCCGGGTGCCGAAGTCTGCCTGGAGGCCAAGGTCG
GTACCCGGACATCAAGCCGGGTGCCGAAGTCTGCCTGGAGGCCAAGGTCG
GTACCCGGACATCAAGCCGGGCGCCGAAGTCTGCCTGGAGGCCAAGGTCG
GTACCCGGACATCCAGCCGGGTGCCCTGATCTGCCTGGAGGCCAAGGTCG
GTACCCGGACATCAAGCCGGGTGCCGAAGTCTGTCTGGAGGCCAAGGTCG
ATATAAAGACGTCAAACCGGGGAGCAAAGTCTGTCTGGAAGCACAGGTGC

410 420 430 440 450
B T T T L T T L I
AGGAGTATTACAACCACACCCAGCTCAAGCCGGTGTTTGACAGCGGTACC
AGGAGTATTACAACCACACCCAGCTCAAGCCGGTGTTTGACAGCGGCGCC
AGGAGTATTACAACCACACCCAGCTCAAGCCGGTGTTTGACAGCGGCGCC
AGGAGTATTACAACCACACCCAGCTCAAGCCGGTGTTTGACAGCGGCGCC
AGGAGTATTACAACCACACCCAGCTCAAGCCGGTGTTTGACAGCGGCGCC
AAGAGTATTACAACCACACCCAGCTCAAGCCGGTGTTTGACAGCGGCGCC
AGGAGTATTACGGCCACACCCAGCTCAAGCCAATGACTGACAACGGCACC
AGGAGTATCATGGTCACACCCAGCTCAAGCCCCTGTTTGACGGCAGCGCC
AGGAGTACTACAACCACACCCAGCTCAAGCCGGTCGTTGACAGCGGCGCC
AAGAATTTTACGGCGGCACCCAGCTGACCCCGTTAGTCGACAAGGCCACC

460 470 480 490 500
S e e O T e I
CCGCGCCTGCAGGTCGTCGCCCAGGGCTCGGTCCCGGCCGCCAT
CCGCGCCTGCAGGTCGTCGCCCAGGGCTCGGTCCCGGCCGCCAT
CCGCGCCTGCAGGTCGTCGCCCAGGGCTCGGTCCCGGCCGCCAT
CCGCGCCTGCAGGTCGTCGCCCAGGGCTCGGTCCCGGCCGCCAT
CCGCGCCTGCAGGTCGTCGCCCAGGGCTCGGTCCCGGCCGCCAT
CCGCGCCTGCAGGTCGTCGCCCAGGGGGCGGTCCCGGCCGCCAT
GCGCGCCTGCAGGTGATCGCCCAAGGCACAGCCCCGGCCGCCAT
CCGCGTCTGGCGGTGCTGGCCCAGGGCGACGCCCCGGCCGCCAC
CCGCGTCTGCAGGTTCTCGCTCAGGGCTCTGTGCCTGCCGCCGT
AAAAAAGCCCACTTGCAAGTCACCGCACAAGGGCTGAATGTGCCGACCAG

510 520 530 540 550
D e e e T
CCCGCTGCGGGTGCTGGARAACGAGACCCTGGCCCGGGCGCTGGAGCGCC
CCCGCTGCGGGTGCTGGAARACGAGACCCTGGCCCGGGCGCTGGAGCGCC
CCCGCTGCGGGTGCTGGAAAACGAGACCCTGGCCCGGGCGCTGGAGCGCC
CCCGCTGCGGGTGCTGGAAAACGAGACCCTGGCCCGGGCGCTGGAGCGCC
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CP005966.
CP000462.
CP007518.
CP006579.
CP000644.
CP002607.

ML09-119
ATCC7966

hydrophila
hydrophila
hydrophila YL17
hydrophila 4AK4
salmonicida A449
veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila
CP006883.
CP007576.
CP007566.
CP005966.1-A
CP000462.1-A.
.1-A.
1-A
1-A

CP007518

CP006579.
CP000644.
CP002607.

1-A.
1-A.
1-A.

1-A.

IBAerll9
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila YL17
hydrophila 4AK4
salmonicida A449
veronii B565

J-1
pclo4
AL09-71
ML09-119
ATCC7966

Clustal Consensus

A. hydrophila
CP006883.
CP007576.
CP007566.
CP005966.
CP000462.
CP007518.
CP006579.
CP000644.
CP002607.

1-A.

el
R ol ol

1-A.

IBAerll9
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila YL17
hydrophila 4AK4
salmonicida A449
veronii B565

J-1
pclo4
AL09-71
ML09-119
ATCC7966

Clustal Consensus

A. hydrophila
CP006883.
CP007576.
CP007566.
CP005966.
CP000462.
CP007518.
CP006579.
CP000644.
CP002607.

1-A.

il
R ol ol

1-A.

IBAerll9
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila YL17
hydrophila 4AK4
salmonicida A449
veronii B565

J-1
pclo4
AL09-71
ML09-119
ATCC7966

Clustal Consensus

A. hydrophila
CP006883.
CP007576.
CP007566.
CP005966.
CP000462.
CP007518.
CP006579.
CP000644.
CP002607.

1-A.

el
R o

1-A.

IBAerll9
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila YL17
hydrophila 4AK4
salmonicida A449
veronii B565

J-1
pclo4
AL09-71
ML09-119
ATCC7966

Clustal Consensus

A. hydrophila
CP006883.
CP007576.
CP007566.
CP005966.
CP000462.
CP007518.
CP006579.
CP000644.
CP002607.

1-A.

HRERRRRR
]

[y
|

i

IBAerll9
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila
hydrophila YL17
hydrophila 4AK4
salmonicida A449
veronii B565

J-1
pclO4
AL09-71
ML09-119
ATCC7966

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04

CCCGCTGCGGGTGCTGGAAAACGAGACCCTGGCCCGGGCGCTGGAGCGCC
CCCGCTGCGGGTGCTGGARAACGAGACCCTGGCCCGGGCGCTGGAGCGCC
CCCGCTGCGGGTGCTGGARAACGAGACCCTGGCCCGGGCGCTGGAGCGCC
GGCGCTGCGGGTGCTGGAGGGGGAAACCCTGGCCCGGGCACTGGAGCGTC
GCCGCTGCGGGTACTGGAAAACGAGACCCTGGCCAGGGCGCTGGAGCGTC
CGTATTGCAGGTCAATGAAGGGGAGACGCTTGCGCAAGCGCTCAATCGCC

560

570

580

590

600
e e O T e I PN

ACGAAGGGATGCGGGTACGGCTCGATGCCGACAGCGCGCTCAAAATCAGC
ACGAGGGGATGCGGGTACGGCTCGACGCCGACAGCGCGCTCAAAATCAGC
ACGAGGGGATGCGGGTACGGCTCGACGCCGACAGCGCGCTCAAAATCAGC
ACGAGGGGATGCGGGTACGGCTCGACGCCGACAGCGCGCTCAAAATCAGC
ACGAGGGGATGCGGGTACGGCTCGACGCCGACAGCGCGCTCAAAATCAGC
ACGAAGGGATGCGGGTACGGCTCGACGCCGACAGCGCGCTCAAAATCAGC
ACGAAGGGATGCGGGTACGCCTCGATGCCGACAGCGCGCTCAAAATCAGC
ACGAGGGGATGCGGGTGCGCCTCGATGGGGAGAGCGCCCTCAAGGTAAGC
ACGAAGGGATGCGGGTACGCCTCGATGCCGACAGCACACTCAAGGTAAGC
ACGAAGGGATGCGGGTACGTCTCGACAGCAGCAGTGACCTGCACCTGACC

610

620 630 640 650
B T T T L T
CGCAACTTCAGCTACGACTACGCCGCCCGGCGCAACAACCTGGTGCTCTC
CGCAACTTCAGCTATGACTACGCCGCCCGGCGCAACAACCTGGTGCTCTC
CGCAACTTCAGCTATGACTACGCCGCCCGGCGCAACAACCTGGTGCTCTC
CGCAACTTCAGCTATGACTACGCCGCCCGGCGCAACAACCTGGTGCTCTC
CGCAACTTCAGCTATGACTACGCCGCCCGGCGCAACAACCTGGTGCTCTC
CGCAACTTCAGCTATGACTACGCCGCCCGGCGCAACAACCTGGTGCTCTC
CGCAACTTCAGCTATGACTACGCCGCCCGACGCAACAACCTGGTGCTCTC
CGCAACTTCAGCTACGACTACGCCGCCAAGCGTAACAACCTGGTGCTCGC
CGCAACTTCAGCTATGACTACGCCGCCAAACGCAACAATCTGGTGCTGTC
CGCAACTATGGCTTTGACTACAAGGTCTATCGCAACAACGTAGAGTTGGC

660 670 680 690 700
B T T T S T T I TP TP I
CCACCAGGCGCCGCTGATGARACCAACCCAGCTGCACGACGCCGACAGCA
CCACCAGGCGCCGCTGATGARACCGACCCAGCTGCACGACGCCGACAGCA
CCACCAGGCGCCGCTGATGAAACCGACCCAGCTGCACGACGCCGACAGCA
CCACCAGGCGCCGCTGATGAAACCGACCCAGCTGCACGACGCCGACAGCA
CCACCAGGCGCCGCTGATGARACCGACCCAGCTGCACGACGCCGACAGCA
CCACCAGGCACCGCTGATGARACCGACCCAGCTGCACGATGCCGACAGCA
CCACCAGGCGCCGCTGATGAAGCCGACCCAGCTGCACGACGCCGACAGCA
CCACGGTGCCCCGCTGATGAAGCCTACCCAGCTCCATGTGGCGGGCAGCC
ACACCAGGCACCGCTGATGAAGCCGACCCAGCTGCATGCCGCCGACAGCA
CCACAAAACCCCGCTGATCARAACCGACCCAACTTCATGTTGCCAACAGTG

710
D e e T s
AGGCTGCCAAGGCGCTGGCCAAGGCCAACGCCGGCAACAGGGTGTTCCTC
AGGCCGCCAAGGCACTGGCCAAGGCCAACACCGGCAACCGGGTGTTCCTC
AGGCCGCCAAGGCACTGGCCAAGGCCAACACCGGCAACCGGGTGTTCCTC
AGGCCGCCAAGGCACTGGCCAAGGCCAACACCGGCAACCGGGTGTTCCTC
AGGCCGCCAAGGCACTGGCCAAGGCCAACACCGGCAACCGGGTGTTCCTC
AGGCCGCCAAGGCGCTGGCCAAGGCCAACGCCGGCAACCGGGTGTTCCTC
AGGCCGCCAAGGCGCTGGCCAAGGCCAACGCCGGCAACCGGGTATTCCTC
CAGAAGCCGTGGCGCTGGCCGAGGCCAACGCCGGCAACCGCGTCTTCCTC
AGGAAGCCAAGGCGCTGGCCAGGGCCAATGCCCGCAACCGGGTATTCCTC
CGGACGCTGTCGCACTAGCCACCARAAATGGCAGCAACCGTCTGGTAGTC

720 730 740 750

760
D e e T s
GAATCGGACTTCAAGGCCGCCGACGGCAAACTGCCCTGGCTGCCGGCCTG
GAATCGGACTTCAAGGCCGCCGACGGCARAACTGCCCTGGCTGCCGGCCTG
GAATCGGACTTCAAGGCCGCCGACGGCARAACTGCCCTGGCTGCCGGCCTG
GAATCGGACTTCAAGGCCGCCGACGGCAAACTGCCCTGGCTGCCGGCCTG
GAATCGGACTTCAAGGCCGCCGACGGCAAACTGCCCTGGCTGCCGGCCTG
GAATCGGACTTCAAGGCCGCCGACGGTAARACTGCCCTGGCTGCCGGCCTG
GAATCGGACTTCAAGGCCGCCGACGGCARAACTGCCCTGGCTGCCGGCCTG
GAGTCGGACTTCAAGGCCGCCAACGGCAAGCTGCCCTGGCTGCCGGCCTG
GAGTCTGACTTCAAGGCCGCCGATGGCAAACTGCCCTGGCTGCCGGGCTG
GAGTCTGATTACAAAGCGCCGGATGGCGTACTGCCCTGGTTCCCGAGCTG

770 780 790 800

810 820 830 840 850
D e e T s
GGAGCCTGAGCAGGGTTACCTGCGCATCGGCGACGCCCCGGTCAATCTGG
GGAGCCGGAGCAGGGTTACCTGCGCATCGGCGACGCCCCGGTCAATCTGG
GGAGCCGGAGCAGGGTTACCTGCGCATCGGCGACGCCCCGGTCAATCTGG
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CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71

CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

GGAGCCGGAGCAGGGTTACCTGCGCATCGGCGACGCCCCGGTCAATCTGG
GGAGCCGGAGCAGGGTTACCTGCGCATCGGCGACGCCCCGGTCAATCTGG
GGAGCCGGAGCAGGGTTACCTGCGCATCGGCGATGCCCCGGTCAACCTGG
GGAGCCGGAACAGGGTTACCTGCGCATCGGCGATGCCCCGGTCAATCTGG
GGAGCCGGAGCAGGGCTACCTGCGCATCGGCGATGCCCCGGTCAACCTGG
GGATCCGGAGCAGGGTTATCTGCGCATCGGCGATGCCCCGGTCAATCTGG
GGATGCCGATCAGGGATATCTGCGCATCGGTGATCAACTAACCGGGCTGG

860 870 880 890 900
B T T T T A I

GCGCCATGGTGGGCTACAGCTACAACGAGTACCGGCTGATCGTGCCGCAG
ACGCCATGGTGGGCTACAGCTACAACGAGTACCGGCTGATCGTGCCGCAG
ACGCCATGGTGGGCTACAGCTACAACGAGTACCGGCTGATCGTGCCGCAG
ACGCCATGGTGGGCTACAGCTACAACGAGTACCGGCTGATCGTGCCGCAG
ACGCCATGGTGGGCTACAGCTACAACGAGTACCGGCTGATCGTGCCGCAG
ACGCCATGGTGGGCTACAGCTACAACGAGTACCGGCTGATCGTGCCGCAG
ACGCCATGGTGGGCTACAGCTACAACGAGTACCGGCTGATCGTGCCGCAG
AAGCCCTGGTGGGTTACAGCTATGACGAGTACCGGCTGATAGTGCCCAAG
ATGCGCTGGTGGGCTACAGCTACAACGAATACCGGTTGATAGTGCCGCAG
AGGGGGTGCTCGTATACAACAAGGATGCGTTCCGCCTGGTGGTACCGAGC

910 920 930 940 950
D e e e T e
GATCAGGTGATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACCAGCGACAACGACCG
GATCAGGTTATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACCAGCGACAACGACCG
GATCAGGTTATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACCAGCGACAACGACCG
GATCAGGTTATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACCAGCGACAACGACCG
GATCAGGTTATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACCAGCGACAACGACCG
GATCAGGAGATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACCAGCGACAACGACCG
GATCAGGTGATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACCAGCGACAACGACCG
GATCAGCGCATCACGGCGGGGGATCTGCTGCGCACCGATGAGAACGACCG
GATCAGGTGATCACCGCCGGCGATCTGCTGCGCACCAGCGATAACGATCG
GATGTCACCCTGACTGCCGGCGCCCTGCTGCGCAACCCTGAAGAGGATCG

960 970 980 990 1000
D e e T e
CCAGAGCGCCCCGGCCCGTGCCGACGGCACCGATCTGCGCGTCGGCAGCT
CCAGAGCGCCCCGGCCCGTGCCGACGGCACCGATCTGCGCGTCGGCAGCT
CCAGAGCGCCCCGGCCCGTGCCGACGGCACCGATCTGCGCGTCGGCAGCT
CCAGAGCGCCCCGGCCCGTGCCGACGGCACCGATCTGCGCGTCGGCAGCT
CCAGAGCGCCCCGGCCCGTGCCGACGGCACCGATCTGCGCGTCGGCAGCT
CCAGAGCACCCCGGCCCGTGCCGACGGCACCGATCTGCGCGTCGGCAGCT
CCAGAGCGCCCCGGCCCGTGCCGACGGCACCGATCTGCGCGTCGGCAGCT
CCAGGGCGCACCGGCCCGCGCCAATGGCACCGACCTGCGCATCGGCAGCT
CCAAAGCGCACCGGCCCGTGCCGATGGCACCAACTTGCGTATCGGCAGCT
TCAAGACGCGCCGGCTCGCCTCGCTGGCAGCGATCTGCGGATCGGCAGCT

1010 1020 1030 1040 1050
D e e T s
TCAACGTGCTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCGTGGGCGGTGCCCTC
TCAACGTGCTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCGTGGGCGGTGCCCTC
TCAACGTGCTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCGTGGGCGGTGCCCTC
TCAACGTGCTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCGTGGGCGGTGCCCTC
TCAACGTGCTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCGTGGGCGGTGCCCTC
TCAACGTGCTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCGTGGGCGGTGCCCTC
TCAACGTACTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCGTGGGCGGTGCCCTC
TCAACGTACTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCGTGGGGGGCGCCCTC
TCAACGTGCTCAACTACTTTACCAGCCACTCCAGCGTGGGGGGGGCCCTC
TCAACGTGCTCAACTACTTCACCAGCCACTCCAGCATCGGCGGCGCACTC

1060 1070 1080 1090 1100
D e e T
AACGTGCTGTG GGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGC
AACGTGCTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGCAA
AACGTGCTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGCAA
AACGTGCTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGCAA
AACGTGCTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGCAA
AACGTACTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGCAA
AATGTGCTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGCAA
AATGTGCTCTGTGCGGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGCAA
AATGTGCTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCGGACAGCGCCAAGGGCTGCAA
AATATCCTGTGCAAGGATCAGGCGGATGCCGACAACGCCAAAGGTTGCAA
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A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17

1110 1120 1130 1140 1150

D e e e T e

CCGCGGCGCCAAGAACCTGGAAGATTTCCAGAAACAGCGCGCCAAGATCG
CCGCGGCGCCAAGAATCTGGAAGATTTCCAGAAGCAGCGTGCCAAGATCG
CCGCGGCGCCAAGAATCTGGAAGATTTCCAGAAGCAGCGTGCCAAGATCG
CCGCGGCGCCAAGAATCTGGAAGATTTCCAGAAGCAGCGTGCCAAGATCG
CCGCGGCGCCAAGAATCTGGAAGATTTCCAGAAGCAGCGTGCCAAGATCG
CCGCGGCGCCAAGAACCTGGAAGATTTCCAGAAGCAGCGCGCCAAGATCG
CCGCGGCGCCAAGAACCTGGAAGATTTCCAGAAGCAGCGCGCCAAGATCG
CCGCGGCGCCAAGAGCCTGGAGGAGTTCCAGCTGCAGCGCACCAAGATAG
CCGCGGCGCCAAAAACCTGGAGGACTTCCAGAAACAGCGTGCCAAGATAG
CCGGGGTGCCAAGAGCCAGCCCGAGTTCGAGAAACAGCGCACCAAGATCA

1160 1170 1180 1190 1200
D e e T s
TCAACGCCATCACCGAGATGGATGCCGACCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAACGCCATCACCGAGATGGATGCCGACCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAACGCCATCACCGAGATGGATGCCGACCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAACGCCATCACCGAGATGGATGCCGACCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAACGCCATCACCGAGATGGATGCCGACCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAACGCCATCACCGAGATGGATGCCGACCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAACGCCATCACCGAGATGGATGCTGACCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAACGCCATCACCGAGATGGACGCCGACCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAACGCCATCACGGAGATGGATGCCGATCTGCTCGGCCTGATGGAGATG
TCAATGCCATCACCGCAATGGATGCCGATCTGCTCGGCCTGATGGAGATG

1210 1220 1230 1240 1250

B T T T O T T L I

GAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCCGCCATCAGCGACCTGGTGCAAGC
GAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCCGCCATCAGCGATCTGGTGCAGGC
GAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCCGCCATCAGCGATCTGGTGCAGGC
GAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCCGCCATCAGCGATCTGGTGCAGGC
GAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCCGCCATCAGCGATCTGGTGCAGGC
GAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCAGCCATCAGCGACTTGGTACTGGC
GAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCCGCCATCAGCGACCTGGTGCAGGC
GAGAACAACGGCTTCGACGAGCACGCCGCCATCAGCGATCTGGTGCAGAG
GAGAACAACGGCTTTGACAGCCACTCCGCCATCAGTGATCTGGTGCAAAG
GAGAACAACGGCTTCGAGGATAACTCGGCCCTCCACAATCTGGTGACCCG

1260 1270 1280 1290 1300
ce ce [P I O O P T

CCTCAACGCCCAACAGAAAGAGGCGGGCAAGCAGTACGCCTTCGTCACCC
CCTCAACGCCCAGCAGAAAGAGGCGGGCAAGCAGTACGCCTTCGTCACCC
CCTCAACGCCCAGCAGAAAGAGGCGGGCAAGCAGTACGCCTTCGTCACCC
CCTCAACGCCCAGCAGAAAGAGGCGGGCAAGCAGTACGCCTTCGTCACCC
CCTCAACGCCCAGCAGAAAGAGGCGGGCAAGCAGTACGCCTTCGTCACCC
TCTCAACGCCCAGCAGAAAGAGGCGGACAAGCAGTACGCCTTCGTCACCC
CCTCAACGCCCAGCAGAAAGAGGCGGGCAAGCAGTACGCCTTCGTCACCC
CCTCAACGCCCGGCAGAAAGAGGCGAGCAAGCAGTACGCCTTCGTCAGCC
CCTCAACGCCCAACAGAAGGAAGCCGACAAACAGTACGCCTTCGTGGCCC
CCTCAACGAACAGCAGAAGGATGCGAGCAAACACTACGCCTATGTGCGTC

1310 1320 1330 1340 1350
e e e T e
TGCCCAAGGCGCTGCTGCAGGGCGAGCACTACTTCGGTGGCGACGCCATC
TGCCCAAGGCGCTGCTGCAGGGCGAGCACTACTTCGGTGGCGACGCCATC
TGCCCAAGGCGCTGCTGCAGGGCGAGCACTACTTCGGTGGCGACGCCATC
TGCCCAAGGCGCTGCTGCAGGGCGAGCACTACTTCGGTGGCGACGCCATC
TGCCCAAGGCGCTGCTGCAGGGCGAGCACTACTTCGGTGGCGACGCCATC
TGCCCAAGGCGCTGCTGCAGGGCGAGCACTACTTCGGTGGCGACGCCATC
TGCCCAAGGCGCTGCTGCAGGGCGAGCACTACTTCGGTGGCGACGCCATC
TGCCCAAGGCCCTGCTCACCCAGGAGCGCTTCTTTGGCGGCGACGCCATC
TGCCCAAGGCGCGGCTTGGCGACGAGCGCTTCTTCGGCGGCGACGCCATC
TGCCGGTCACTGCCCTTACCGATGGCAAGTTCTTCGGCGGAGATGCCATC

1360 1370 1380 1390 1400
B e S I I T [
ATGGTGGCCATGATCTACCGGCCGGC GCTGGCACCGCAAGGGGACGC
ATGGTGGCCATGATCTACCGGCCGGCCAAGCTGGCACCGCAAGGGGACGC
ATGGTGGCCATGATCTACCGGCCGGCCAAGCTGGCACCGCAAGGGGACGC
ATGGTGGCCATGATCTACCGGCCGGCCAAGCTGGCACCGCAAGGGGACGC
ATGGTGGCCATGATCTACCGGCCGGCCAAGCTGGCACCGCAAGGGGACGC
ATGGTGGCCATGATCTACCGGCCGGCCAAGCTGGCACCGCAAGGGGACGC
ATGGTGGCCATGCTCTACCGGCCGGCCAAGCTGACCCCGCAAGGGGATGC
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Anexos

CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966

ATGGTGGCCATGATCTATCGCCCCGCCCTGCTCACCCCGAGCGGGGATGC
ATGGTGGCCATGATCTACCGACCCGCCAAGCTGACGCCGCAGGGGGATGC
ATGGTGGCGATGCTCTACCGTCCTGCTCTGCTCACCCCCAGCGGAGATGC
1410 1430 1440 1450
D e e T
CAACGTCATCACCCTGCCGGTGCAGARATACTTGGATGCCAAAGGGGTCG
CAACGTCATCACCCTGCCGGTGCAGAAATACCTGGATGCCAAAGGGGTCG
CAACGTCATCACCCTGCCGGTGCAGAAATACCTGGATGCCAAAGGGGTCG
CAACGTCATCACCCTGCCGGTGCAGAAATACCTGGATGCCAAAGGGGTCG
CAACGTCATCACCCTGCCGGTGCAGARATACCTGGATGCCAAAGGGGTCG
CAACGTCATCACCCTGCCGGTGCARAAGTATCTGGATGCCAAAGGGGTCG
CAACGTCATCACCCTGCCGGTACAGAAATACCTGGATGCCAAAGGGGTCG
CGAGGTTATTCGTCTACCGGAGCAGCGCTACAT CACGGGCGGCGTCG
CAGCGTCATTACGCTGCCGGTACAGAARATACCAGGATGCGAAAGGAGTCG
CAGCGTCATCAAGCTGCCGGAGCAGCGCTACAC CACTGGTGGTGTAG

1420

1460 1470 1480 1490 1500

D e e e T

AGAAACAGGCCTCTCAGCGTGACTCCCTGGTGCAGACCTTCACCGTCGAG
AGAAACAGGCCTCCCAGCGTGATTCCCTGGTGCAGACCTTCACCGTCGAA
AGAAACAGGCCTCCCAGCGTGATTCCCTGGTGCAGACCTTCACCGTCGAA
AGAAACAGGCCTCCCAGCGTGATTCCCTGGTGCAGACCTTCACCGTCGAA
AGAAACAGGCCTCCCAGCGTGATTCCCTGGTGCAGACCTTCACCGTCGAA
AGAAACAGGCCTCCCAGCGTGACTCCCTGGTACAGACCTTCACCGTTGAA
AGAAACAGGCCTCCCAGCGTGACTCCCTGGTGCAGACCTTCACCGTCGAG
CCAGAAGCGCAGGCCAGCGGGACTCCCTGGTGCAGCGCTTCGGGGTGGCG
AGAAACAGGCCTCCCAGCGTGACTCCCTGGTGCAGAGCTTCACCGTCGAG
CCAAGACAGCTGGTCAGCGCGATTCTCTGGTTCAGACCTTCACCCTCGCC

1510 1520 1530 1540 1550

D e e e e T

GGCAGCAAGGATCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCACCTGAAATCCAAGGG
GGCAGCAAGGATCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCACCTGAAGTCCAAGGG
GGCAGCAAGGATCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCACCTGAAGTCCAAGGG
GGCAGCAAGGATCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCACCTGAAGTCCAAGGG
GGCAGCAAGGATCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCACCTGAAGTCCAAGGG
GGCAGCAAGGATCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCACCTGAAGTCCAAGGG
GGCAGCAAGGATCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCACCTGAAATCCAAGGG
GGCAGCGACGAGCCCCTGACGCTGGTGGTCAACCACCTGAAATCCAAGGG
GGCAGCAAGGAGCCGCTGACCCTGGTGGTCAACCACCTCAAATCCAAGGG
AAGAGCAAGGAGCCGCTGACGCTGGTGGTCAACCACCTCAAATCCAAAGG

1560 1570 1580 1590 1600

D e e e T e

TTCAGGCTGCCTCGAGAACCTGGACGGCAAG GAGCCGGCCGATCTGC
CTCTGGCTGCCTCGAGAACCTGGACGGCAAG GAGCCGGCCGATCTGC
CTCTGGCTGCCTCGAGAACCTGGACGGCAAG GAGCCGGCCGATCTGC
CTCTGGCTGCCTCGAGAACCTGGACGGCAAG GAGCCGGCCGATCTGC
CTCTGGCTGCCTCGAGAACCTGGACGGCAAG GAGCCGGCCGATCTGC
TTCAGGCTGCCTGGAGAACCTGGACGGCAAG GAGCCGGCCGATCTGC
CTCAGGCTGCCTGGAGAACCTGGACGGCAAG GAGCCGGCCGATCTGC

ATCCGGCTGCTATGAGAACGGCGATGGCAAGACCGAGCCTGCGGATCTGC
ATCCGGCTGCCTGGAGAACCTGGACGGCAAG GAGCCGGCCGATCTGC
GTCAGGCTGCTACGAAAATGGCGATGGCAAGACAGAACCGGCCGACCTGC

1610
D e e T s
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCAGTGCCGCCAAGGTGCTGGGCGAC
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCAGCGCCGCCAAGGTGCTGGGCGAG
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCAGCGCCGCCAAGGTGCTGGGCGAG
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCAGCGCCGCCAAGGTGCTGGGCGAG
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCAGCGCCGCCAAGGTGCTGGGCGAG
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCAGCGCCGCCAAGGTGCTGGGCGAG
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCAGCGCCGCCAAGGTGCTGGGCGAG
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCAGGGTCAGTGCCGCCAAGGTGCTGGGTGAG
AGGGCAAGTGTACCGAGTTCCGGGTCAGTGCCGCCAAGGTACTGGGCGAA
AGGGCAAGTGCACCGAGTTCCGGGTCTCTGCCGCCAAGGTGCTGGGTGAG

1620 1630 1640 1650

1660 1670 1700
[P T e S e .o

GCGGTGAGCAAGCTGCCCGGCCAGGTGCTGCTGGTGGGCGACTTCAACTC
GCGGTGAGCAAGCTGCCCGGTCAGGTGCTGCTGGTGGGCGACTTCAACTC
GCGGTGAGCAAGCTGCCCGGTCAGGTGCTGCTGGTGGGCGACTTCAACTC
GCGGTGAGCAAGCTGCCCGGTCAGGTGCTGCTGGTGGGCGACTTCAACTC
GCGGTGAGCAAGCTGCCCGGTCAGGTGCTGCTGGTGGGCGACTTCAACTC
GCGGTGAGCAAGCTGCCCGGCCAGGTGCTGCTGGTGGGCGACTTCAACTC

1680 1690

228



Anexos

CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71

CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119

GCGGTGAGCAAGCTGCCCGGCCAGGTGCTGCTGGTGGGCGACTTCAACTC
GCGGTGAACAAGCTGCCGGGCCAGGTGCTGCTGGTGGGGGACTTCAACTC
GCGGTGAACACGCTGCCGGGTATGGTCATGTTGGTGGGTGACCTCAACTC
GCGGTCAGCAAACTGCCGGGCCAGGTGCTGCTGGTGGGCGACTTCAACTC

1710 1720 1730 1740 1750

D e e T

CTACGCCCGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTATGTGCCGACCG
CTACGCCCGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTATGTGCCGACCG
CTACGCCCGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTATGTGCCGACCG
CTACGCCCGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTATGTGCCGACCG
CTACGCCCGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTATGTGCCGACCG
CTACGCCCGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTATGTGCCGACCG
CTACGCCCGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTATGTGCCGACCG
CTACGCCAAGGAGGACCCGATCAGGGTGCTCACCGACTACGATCCGGCCA
CTACGCCAGGGAAGATGCGATCCGGGTGCTGACCGACTATGTGCCGACCG
CTACGCCAAGGAAGATCCGATCCGGGTTCTGACCGACTACAACCCGGCCA

1760 1770 1780 1790 1800
D e e T
ACGGTCAGCGCAAGATTGTCTCCGCCTCCCAGACCTTCCTCGGTGACCAG
ACGGTCAGCGCAAGATAGTCTCCGCCTCCCAGACCTTCCTCGGCGACCAG
ACGGTCAGCGCAAGATAGTCTCCGCCTCCCAGACCTTCCTCGGCGACCAG
ACGGTCAGCGCAAGATAGTCTCCGCCTCCCAGACCTTCCTCGGCGACCAG
ACGGTCAGCGCAAGATAGTCTCCGCCTCCCAGACCTTCCTCGGCGACCAG
ACGGTCAGCGCAAGATAGTCTCCGCCTCCCAGACCTTCCTCGGCGACCAG
ACGGCCAGCGCAAGATTGTCTCCGCCTCCCAGACCTTCCTCGGCGACCAG
AGGCGGATCGCCAGATCCGCTCCGCCTCCCACACCTTTATCGGCGAGCAA
AAGGTCAGCGCAAGATAGTCTCCGCCTCCCGGACCTTCCTCGGCGAGCAA
CCAGCGAGCGGAAGATCGTATCGGCCTCTCACACCTTTATCGGTGATCAC

1810 1820 1830 1840 1850
O T e TR T s I

GTCTTTGAGCAGACCGGCAGCGAAGTGGCCAAGAGCTACGGTCTGGTGGA
GTCTTTGAGCAGACCGGCAGCGAAGTGGCCAAGAGCTACGGCCTGGTGGA
GTCTTTGAGCAGACCGGCAGCGAAGTGGCCAAGAGCTACGGCCTGGTGGA
GTCTTTGAGCAGACCGGCAGCGAAGTGGCCAAGAGCTACGGCCTGGTGGA
GTCTTTGAGCAGACCGGCAGCGAAGTGGCCAAGAGCTACGGCCTGGTGGA
GTCTTTGAGCAGACCGGTAGCGAAGTGGCCAAGAGCTACGGCCTGGTGGA
GTCTTTGAGCAGACCGGCAGCGAAGTGGCCAAGAGCTACGGCCTGGTGGA
CCCTATGAGCAGATGGGTCGCGCGGTGGAGAAGAACTACGGGCTGATCGA
GTCTATGAGCAGACCGGCAGCGAAGTGAGCAAGAGCTATGGCCTGATCGA
TCCTATGAACAGCTCGGTCGCGAAGTGACTCGCAGCTACGGCCTGATCGA

1860 1870 1880 1890 1900

B T T T S T T I TP TP I

CATGAACGTCAAGTTCAACAAGGAGAAAGCCATCTCCTACAGCTACGAGG
CATGAACGTCAAGTTCAACAAGGAGAAGGCCATCTCCTACAGCTACGAGG
CATGAACGTCAAGTTCAACAAGGAGAAGGCCATCTCCTACAGCTACGAGG
CATGAACGTCAAGTTCAACAAGGAGAAGGCCATCTCCTACAGCTACGAGG
CATGAACGTCAAGTTCAACAAGGAGAAGGCCATCTCCTACAGCTACGAGG
CATGAACGTCAAGTTCAACAAGGAGAAGGCCATCTCCTACAGCTACGAGG
CATGAACGTCAAGTTCAACAAGGAGAAGGCCATCTCCTACAGCTACGAAG
CATCAACCTCAAGTTCAACCAGGAGAAGGCCATCTCCTACAGCTACGAGG
TATGAATGTCAGGTTCAACAAGGAGAAGGCGATCTCCTACAGCTACGAGG
TCTCAACGTCAAATTCAACAAGGAGARAAGCCATCTCCTACAGCTACGACG

1910 1920 1930 1940 1950
e e e e T
CCGAGCTCGGCACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCCGGC
CCGAGCTCGGCACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCCGGC
CCGAGCTCGGCACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCCGGC
CCGAGCTCGGCACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCCGGC
CCGAGCTCGGCACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCCGGC
CCGAGCTCGGCACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCCGGC
CCGAGCTCGGCACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCAGGC
CCGAGCTCGGCACCCTGGATTACGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCGAGC
CCGAACTCGGTACCCTGGACTATGCCCTCGCCAACCCGGCACTGGCCAGC
GGGAGCTGGGCACCCTGGACTACGCCCTCGCCAACCCGGCGCTGGCCAGC

1960 1970 1980 1990 2000
B T T T O T T A I
AAGGTGATCGCCGTGGCCGACTGGCACATCAACTCGTTCGAGAGCAACCT
AAGGTGATCGCCGTGGCCGACTGGCACATCAACTCGTTCGAGAGCAACCT
AAGGTGATCGCCGTGGCCGACTGGCACATCAACTCGTTCGAGAGCAACCT
AAGGTGATCGCCGTGGCCGACTGGCACATCAACTCGTTCGAGAGCAACCT
AAGGTGATCGCCGTGGCCGACTGGCACATCAACTCGTTCGAGAGCAACCT

229



Anexos

CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71

CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

CP002607.1-A. veronii B565
Clustal Consensus

AAGGTGATCGCCGTGGCCGACTGGCACATCAACTCGTTCGAGAGCAACCT
AAGGTGATCGCCGTGGCCGACTGGCACATCAACTCGTTCGAGAGCAACCT
AAGGTGGTGGCGGTAGCCGACTGGCACATCAACTCCTTCGAGAGCGACCT
AAGGTAGTCGCGGTCGCCGACTGGCACATCAATTCGTTCGAGAGCAGCCT
AAGGTGGCAGGTGTCGCCGACTGGCACATCAACTCCTTCGAGAGCTCCCT
2010 2020 2030 2050
e e T e
GTTCGAGTACGGCCGGGACTTCACCAGCGACATGATCAAGTCGGACAACC
GTTCGAGTACGGCCGGGACTTCACCGGCGACATGATCAAATCGGACAACC
GTTCGAGTACGGCCGGGACTTCACCGGCGACATGATCAAATCGGACAACC
GTTCGAGTACGGCCGGGACTTCACCGGCGACATGATCAAATCGGACAACC
GTTCGAGTACGGCCGGGACTTCACCGGCGACATGATCAAATCGGACAACC
GTTCGAGTACGGCCGGGACTTCACCGGCGACATGATCAAGTCGGACAATC
GTTCGAGTACGGCCGGGACTTCACCGGCGACATGATCAAGTCGGACAATC
GTTCGAATATGGCAGCGCCTTCACCGGCGAGCTGATCAAGTCGGACAATC
GTTCGAATATGGCCGTGGCTTCACCGGTGACATGATCAAGTCCGACAATC
GTTCGAATACGGCAGCCAGTACACCGGCTCCCTGCTCAAGTCTGACAACC

2040

2060 2070 2080 2090
FS S e I F e I
CGTTCAGCGCCTCCGACCACGACCCCATCATCGTCGACCTCAAGCT
CGTTCAGCGCCTCCGACCACGATCCCATCATCGTCGACCTCAAGCTGAAA
CGTTCAGCGCCTCCGACCACGATCCCATCATCGTCGACCTCAAGCTGAAA
CGTTCAGCGCCTCCGACCACGATCCCATCATCGTCGACCTCAAGCTGAAA
CGTTCAGCGCCTCCGACCACGATCCCATCATCGTCGACCTCAAGCTGAAA
CGTTCAGCGCCTCCGACCACGATCCCATCATCGTCGACCTCAAGCTGAAA
CGTTCAGCGCCTCCGACCACGACCCCATCATCGTCGACCTCAAGCTGAAA
CGTTCAGCGCCTCGGACCACGATCCCGTCATCGTCGACCTCAAGCTCAAC
CGTTCAGCGCCTCCGATCATGACCCCATCATCGTCGACCTCAAGCTGAAG

CCTTCAGTGCCTCCGACCATGATCCCATCATCGTCGACCTGAGACTGGAG

2100

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1
CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4
CP000644.1-A. salmonicida A449

2110 2120 2130 2140 2150

FS S I B T T

GAGGAGAGCAACGGC GGTGGTGGTGCCATGGGCGC
GAGGAGAGCAACGGC GGTGGCGGAGCCATGGGCGC
GAGGAGAGCAACGGC GGTGGCGGAGCCATGGGCGC
GAGGAGAGCAACGGC GGTGGCGGAGCCATGGGCGC
GAGGAGAGCAACGGC GGTGGCGGAGCCATGGGCGC
GAGGAGAGCAACGGC GGTGGTGGTGCCATGGGCGC
GAGGAGAGCAACGGC GGTGGCGGTGCCATGGGCGC
GAGCAGAGCAAGGGC GGTGGCGGCGCCATGGGAGC
GAAGAGAGCAACGGC GGTGGTGGTGCCATGAGCGC

CP002607.1-A.

veronii B565

AGCGATGCCACCAAACCGGACTCCTCCTCAGGCGGCGGTGCACTGGGATT

Clustal Consensus

2160 2170 2180 2190 2200
T e T O T e
CCTGCTGCTGGCGCTGTTGCCGCTGGCCTGGCGTCGTCGCCACGGCTGA
CCTGCTGCTGGCGCTGCTGCCGCTGGCCTGGCGTCGTCGCCACGGCTGA

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04 CCTGCTGCTGGCGCTGCTGCCGCTGGCCTGGCGTCGTCGCCACGGCTGA
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71 CCTGCTGCTGGCGCTGCTGCCGCTGGCCTGGCGTCGTCGCCACGGCTGA
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119 CCTGCTGCTGGCGCTGCTGCCGCTGGCCTGGCGTCGTCGCCACGGCTGA
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966 TCTGCTGCTGGCGCTGCTGCCGCTGGCCTGGCGTCGTCGCCACGGCTGA
CP007518.1-A. hydrophila YL17 CCTGCTGCTGGCCCTGCTGCCGCTGGCCTGGCGTCGCCGCCACGGCTGA
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4 CCTGCTGCTGGCGCTGCTGCCCCTGGCCTGGCGCCGTCGGCACACCTTAT
CP000644.1-A. salmonicida A449 CCTGTTGCTGGCCCTGCTGCCCCTGGCCTGGCGTCGTCGCCGCAACTGA
CP002607.1-A. veronii B565 CGGCCTGCTGGCCCTGTTGCCACTGGCCTGGCGACGTCGCCGTTAA

Clustal Consensus

A. hydrophila IBAerll9
CP006883.1-A. hydrophila J-1

CP007576.1-A. hydrophila pcl04
CP007566.1-A. hydrophila AL09-71
CP005966.1-A. hydrophila ML09-119
CP000462.1-A. hydrophila ATCC7966
CP007518.1-A. hydrophila YL17
CP006579.1-A. hydrophila 4AK4 GA
CP000644.1-A. salmonicida A449
CP002607.1-A. veronii B565

Clustal Consensus

* Indicam consenso no alinhamento entre todos os nucleotideos avaliados. Grifado em amarelo base

nucleotidica timina (T), aparentemente inexistente proveniente de um possivel erro de sequenciamento.
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Anexo IV. Tabela exibindo a comparacdo da proteina Aha3441 de A. hydrophila

IBAer119 em relagdo a seus homodlogos em outras espécies bacterianas.

Espécie Identidade Positividade E value Referéncia (NCBI)
A. hydrophila IBAer119 100% 100% 0.0 -

Aliivibrio logei 45% 61% 3e-180 WP 017022799.1
A. salmonicida ' 45% 61% le-180 WP 044583425.1
Enterovibrio calviensis 48% 65% 0.0 WP 028025910.1
E. novergicus 48% 64% 0.0 WP017002701.1
Grimontia hollisae 48% 68% 0.0 WP 005501346.1
Photobacterium angustum 45% 64% 0.0 WP005371814.1
P. danselae 49% 68% 0.0 WP 005302670.1
P. gaetbulicola 51% 64% 0.0 WP 039464176.1
P. halotolerans 52% 68% 0.0 WP 027250643.1
P. profundium 48% 65% 0.0 WPO011217100.1
Shewanella algae 51% 65% 0.0 WP 044735111.1
S. amazonensis 53% 65% 0.0 WP 011761052.1
S. baltica 48% 62% 0.0 WP 012588430.1
S. benthica 45% 61% 0.0 WP 005496940.1
S. decolorationis 50% 64% 0.0 WP 023268388.1
S. denitrificans 49% 63% 0.0 WPO011497333.1
S. frigidimarina 49% 65% 0.0 WPO011639133.1
S. haliotis 50% 64% 0.0 WP 025889352.1
S. loihica 49% 65% 0.0 WP011866989.1
S. oneidensis 48% 64% 0.0 WP 011071320.1
S. putrefaciens 48% 63% 0.0 WPO014611189.1
S. sidiminis 50% 67% 0.0 WP 041422367.1
S. violacea 46% 61% 0.0 WP 013052926.1
S. xiamenensis 49% 65% 0.0 WP 037414882.1
S. woodyi 49% 67% 0.0 WP 041417806.1
Vibrio ichtyoenteri 47% 62% 0.0 WP 039627369.1
V. parahaemolyticus 45% 60% 6e-179 WP 015297411.1
V. sinaloensis 46% 62% 0.0 WP 039484531.1
V. splendidus 47% 62% 0.0 WP 017095849.1

'Nova classificagio, sindnimo de Vibrio salmonicida (Urbanczyk et al. 2007).
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Anexo V. Alinhamento de sequéncia da DNase Aha3441 de A. hydrophila IBAer119

em relacdo a representantes dos géneros Aliivibrio, Enterovibrio,

Photobacterium, Shewanella e Vibrio.
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Peptideos sinais localizados na regido N-terminal estdo representados em azul claro. Dominios
conservados LTD (Lamin Tail Domain) em cinza. Dominios conservados YhcR-OBF-like, em rosa.
Dominios conservados EEP (Endonuclease-Exonuclease-Phosphatase), em vermelho. Letras em
coloragdo branca representam genéricas superficies de ligacdo I e II. Residuos de cisteina estdo
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representados na cor verde. Em amarelo estdo representados os possiveis sitios cataliticos. Quadrantes
tracejados indicam os possiveis sitios de ligacdo a metal (Mg). Quadrantes sélidos indicam possiveis
sitios de ligagdo a fosfatos. O aminoacidos Asparagina (D) localizado na posi¢cdo 891 do alinhamento,
compartilham os mesmos sitios para ligacdo a metal, sitio catalitico e para ligagdo a fosfato.
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