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RESUMO

Ferramentas de bioinformatica sdo capazes de investigar vias metabdlicas e fungdes ecoldgicas
de espécies a fim de estabelecer seus papéis no meio em que sdo encontradas. O estudo do
interactoma compreende obter e estudar as redes de interagdo proteina-proteina (PPI) de uma
espécie. O alimento larval de abelhas sem ferrdo (AL) ¢ um importante meio a ser estudado
com rica microbiota, possuindo significativo potencial biotecnoldgico. As bactérias
Acetilactobacillus jinshanensis e Bacillus cereus foram encontradas no AL (a primeira por
metagendmica, a segunda por colonia isolada) e sdo também conhecidas por sua presencga na
fermentagdo do vinagre aromatico de Zhenjiang. Compreender os processos bioldgicos dessas
espécies com o uso de ferramentas de bioinforméatica é um relevante passo para o avango dos
estudos do AL e suas aplicagdes. Este trabalho empregou o GenPPI, um preditor de PPI in silico,
para construir redes a partir dos genomas completos das duas espécies, montados
bioinformaticamente. Buscou-se compreender os processos bioenergéticos e vias metabolicas
relevantes, especialmente em A. jinshanensis, utilizando BLAST para identificar genes chave e
a rede PPI para inferir a ocorréncia e dinamica dos processos. Os resultados mostraram que a
A. jinshanensis ndo possui enzimas para fermentacao acética e alcoodlica, mas possui enzimas
da fermentacao heterolatica e parte das enzimas da via Embden-Meyerhof (EMP). A B. cereus,
por outro lado, possui genes das enzimas de fermentacao alcoolica e da via EMP, mas nao possui
das fermentagdes acética e heterolatica, nem da via Entner-Doudoroff (ED). O interactoma
estudado comprovou a dupla via de oxida¢do da glicose na A. jinshanensis. Além disso, o
interactoma montado das espécies e o rastreio de proteinas pontes sdo promissores para
trabalhos futuros. Estes resultados corroboram estudos anteriores, sugerindo papéis distintos no
vinagre chinés: A. jinshanensis na fermentagado heterolatica e B. cereus na alcoodlica, o que pode
contribuir para a otimizagao desse processo. O estudo das vias metabolicas da A. jinshanensis
abre caminhos para a compreensao de seu papel no AL e aprofunda os estudos para aplicagdes

industriais. Validou-se a metodologia baseada no GenPPI como ferramenta eficaz para estudos



de gendmica funcional. Estes achados estabelecem uma base sélida para futuros estudos

focados em vias metabdlicas com relevancia biotecnoldgica nas duas espécies estudadas.

Palavras-chave: Rede de interacdo proteina-proteina; GenPPI; alimento larval; vinagre de

Zhenjiang; interactoma.
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1.INTRODUCAO

1.1. Rede de interagdo proteina-proteina

Um sistema biologico se baseia num emaranhado de redes metabdlicas as quais possuem
um conjunto também vasto de proteinas com fungdes diversas. As conexdes do sistema vivo
demanda um conjunto de interagdes entre vias, entre suas proteinas constituintes e entre o
conjunto de sistemas de um mesmo ser vivo. A elucidagdo dessas interagdes € o objeto de estudo
de diversos grupos de pesquisas ao longo da histéria e que empregaram majoritariamente
métodos experimentais para obter conclusdes razoaveis. O proposito inclui compreender os
processos metabolicos do organismo, obter informagdes relevantes sobre doencas, assim como
pensar em mecanismos de supressdo de possiveis patdgenos ou reversdo de anomalias

bioldgicas.

No nivel molecular, uma interacdo proteina-proteina (PPI-protein protein interaction)
diz respeito a relacdo que duas proteinas podem estabelecer, sendo essas interagdes de aspectos
fisico-quimicos ou bioldgicos (Wang et al., 2022). Estima-se que 80% das proteinas realizam
suas fungdes em complexos (Berggédrd, Linse e James, 2007). Essas interagdes podem ser
classificadas em diversos tipos (Nooren e Thornton, 2003): protomeros de um complexo
oligomérico, em que cada subunidade realiza interagdes fisico-quimicas se mantendo unidos
(repressor ACR e proteassoma). Esses complexos podem ser obrigatdrios ou ndo obrigatorios,
isto €, seus protdmeros podem existir independente do complexo (ndo obrigatorios) ou inexistir
in vivo como estruturas singulares (obrigatorios). Complexos sinalizadores intracelulares e
ligacdo anticorpo-antigeno sdo exemplos de interagdes ndo obrigatdrias, enquanto o repressor
ACR, exemplos de interagdes obrigatorias. Além disso, as interagdes podem ser permanentes
ou transientes, o que significa que permanecem unidas durante toda vida em conexdes estaveis
ou se associam e dissociam a depender do contexto. Comumente, complexos obrigatorios

funcionais e estruturais sdo permanentes, enquanto interacdes ndo obrigatorias podem ser



ambas. A proteina heterotrimérica G ¢ um exemplo de interacdo permanente, enquanto a lisina
do espermatozoide ¢ um exemplo de interacdo transitéria. Essas interacdes podem alternar a
depender do contexto fisiologico. Sendo assim, interagdes transitorias podem se tornar

permanentes conforme marcadores do ambiente ou sinalizadores biologicos.

Compreender o interactoma, nomenclatura dada ao conjunto de interagdes proteinas-
proteinas de um organismo, € objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa com fim a
obtencdo de informacgdes sobre processos bioldgicos, vias metabdlicas e dados evolutivos. O
interactoma ¢ representado graficamente por grafos, que sdo observados em softwares
especificos, tais como Cytoscape (Shannon et al., 2003) e Gephi (Bastian, Heymann e Jacomy,
2009), o que permite observar a rede de interagdes formadas. Na pratica, o estudo das interagdes
se da pelo estudo da topologia dos grafos. Um grafo possui nds, os quais representam as
proteinas daquele organismo, e arestas, que representam as interagdes formadas entre as
proteinas. A topologia pode ser estudada pelo todo, em uma observacao ge-ral das interagdes,
ou localmente, em que o interactoma de uma proteina ¢ explorado. As proteinas locais

escolhidas para terem seu interactoma estudado sdo nomeadas de sementes (seeds).



11

Figura 1-Interactoma de consodrcio de bactérias redutoras de metano, contendo 1887 nds e 232217 arestas. Cortesia
do grupo de pesquisa da Comp2Bio (FACOM/IBTEC).

1:1 2

Figura 2-Interactoma de proteina de interesse (azul), nds e algumas arestas. Cortesia do grupo de pesquisa da
Comp2Bio (FACOM/IBTEC).



1.2. Estudo do interactoma

O estudo do interactoma compreende estudar a topologia formada pelas interacdes de
proteinas, obter padroes especificos dessas interagdes e elaborar hipoteses que se adequem ao
contexto bioldgico. Esse conjunto de procedimentos sumarizam a teoria dos grafos, a qual ¢
vastamente empregada no estudo do interactoma (Pavlopoulos et al., 2011). Aspectos dessa
teoria fundamentam ferramentas tteis que conferem maior niimero de abordagens possiveis
para o pesquisador quando se propor a elaborar hipdteses. Ja que o estudo do interactoma ¢
extenso, repleto de redundancias e de interacdes que demandam extensa curadoria, o estudo €
sempre direcionado com essas ferramentas. Aqui, menciona-se medidas de centralidade,
densidade do grafo e analise de clusters como sendo tUteis ferramentas apropriadas na analise

(Pavlopoulos et al., 2011).

Transportar os dados de grafos para uma analise bioldgica ¢ um desafio que coloca as
pesquisas de PPI na vanguarda de uma importante ciéncia de base. Um complexo proteico
formado por oligdmeros de proteinas ¢ um exemplo claro e notorio de PPI estabelecido (Jones
e Thornton, 1996). Andlises que se focam em apontar os complexos sdo mais triviais e
metodologicamente simples. No entanto, diversos outros processos bioldgicos podem ser
mencionados como sendo operacionalizados por PPI, tais como interacao antigeno-anticorpo,
enzima-substrato, inibi¢do de vias, adesdo celular e transporte celular (Jones e Thornton, 1996;
Nooren e Thornton, 2003). Sendo assim, elucidar essas complexas vias ¢ um processo com
multiplas possibilidades de interagdes proteicas, que vao desde as proteinas participantes diretas

do processo analisado até mediadores e reguladores improvaveis.

Avangos importantes ja foram obtidos com o estudo de PPI. Tomkins e Manzoni (2021)
destacaram que o estudo do interactoma vem sendo aplicados para desvendar a doenca do

Parkinson com uso em revelar novas fungdes celulares, estudos genomicos, estudos focados em

4



genes especificos e estudos comparados com outras doencas neurologicas. Ilgova et al. (2022)
estudaram sitios de ligacao entre HIV-1 integrase e proteina celular Ku70, ligacdo necessaria
para replicacdo, e prospectaram ligantes para servirem como drogas contra a infeccao.
Kotelnikova et al. (2021) empregaram o estudo de redes de PPI para decifrar fibrose cardiaca,
tendo encontrado relagdes mais importantes entre 54 proteinas da cascata de fibrose cardiaca.
Tendiuk et al. (2022) elucidaram o papel da proteina Svx na viruléncia de bactérias
Pectobacterium utilizando analises de interagdes. Interagdes entre o Sars-Cov-2 e as proteinas
humanas foram estudadas em modelos in silico e validadas em 75% das intera¢des encontradas
em experimentos laboratoriais (Bell et al., 2022). Shan et al. (2022) utilizou modelo de
interagdo de proteinas e identificou que o anticorpo humano P36-5D2 se liga eficazmente a
varias variantes de Sars-Cov-2, demonstrando a aplicagdo relevante do estudo da interagao de
proteinas para o desenvolvimento de drogas especificas. Crisman et al. (2023) descreveu como
o estudo de interacdo de proteina vem sendo empregado para encontrar composto que se
direcionem a inibicdo da interacdo KEAP1-NRF2, a qual possui papel bioldgico relevante

relacionados com resposta antioxidante e citoprote¢ao.

1.3. Métodos de determinacao do interactoma

A constru¢do de uma rede de interacdo pode ser feita por métodos experimentais ou
computacionais. Os métodos experimentais sdo os mais utilizados no estudo do interactoma.
Sao eles, mas nao somente, ensaio de levedura hibrida 2 (Fields e Sternglanz, 1994), purificacao
por afinidade em tandem (BUrckstimmer et al., 2006), chip de proteina (Tong et al., 2002),
analise de letalidade sintética (Tong et al., 2001), correcao perfil de expressao de mRNA (Ge
etal., 2001). Algumas metodologias como coimunoprecipitacdo e transferéncia de energia por
ressonancia de bioluminescéncia (no inglés BRET) sdo apontadas como possiveis de serem
também empregadas na formacdo de PPI (Durham et al., 2023). Uma vez que as interagdes
resultam em complexos proteicos oligoméricos, métodos como microscopia crioeletronica,
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cristalografia em raio X e ressonancia magnética nuclear sdo utilizadas para observar interagdes

resultadas em complexos proteicos (Durham et al., 2023). Esses métodos experimentais
sofrem com o alto custo e a quantidade extensa de for¢a de trabalho demandada (Hu et al.,

2021), o que pesa negativamente na sua escolha.

1.4. Métodos computacionais de determinacao do interactoma

Realizar a predicao de PPI utilizando modelos computacionais como preditores ¢ uma
tarefa impositiva e que angaria boa parte do esfor¢o recente da pesquisa na area. As interagoes,
conforme ja mencionado possuem padrdes, uma vez que sao frutos de processos bioquimicos
cujas leis atuantes sdo interagdes de ordem fisico-quimicas. Nesse sentido, modelos
computacionais de predicdo de redes podem buscar por padrdes de interacdes ja descritos e

extrapolar para novos proteomas. Esses padroes podem ser bioldgicos ou de rede.

1.4.1. Modelos baseados em redes

Os modelos baseados em redes buscam os padrdes de conectividade de outras redes
depositadas em bancos de dados. Ha diversos bancos de dados que recebem, classificam e
depositam PPI. BIND (Bader, Betel e Hogue, 2003), DIP (Xenarios et al., 2002), MINT (Licata
etal.,2012), BioGRID (Chatr-Aryamontri etal., 2017), HPRD (Keshava Prasad et al., 2009),
IntAct (Orchard et al., 2014) e STRING (Szklarczyk et al., 2023)sdo exemplos relevantes de
redes PPI armazenadas. Alguns bancos de dados, como o STRING, IntAct e MINT dispdem de
scores para descrever o indice de confiabilidade daquela interagcdo ou rede descrita. Uma vez
existindo esses bancos de dados, os modelos computacionais baseados em redes preveem um
comportamento de interagdes com base no que ja foi descrito, isto €, no padrao de conectividade.
Nesse sentido, Zeng (2016) criou um modelo em que um indice estima a probabilidade de
ligagdes entre dois n6s com base na informacao de ligagao dos nds vizinhos imediatos, (Kovacs

et al., 2019) elaborou modelo em que se utiliza da observacao evolutiva de que proteinas nao



interagem com base na similaridade entre os nos, mas sim conforme a similaridade que uma
proteina possui com o parceiro de outra proteina e Symeonidis et al. (2013) propos utilizacao
de um método de clustering na rede de interagdo para capturar elementos topologicos ndo

observaveis em uma analise global.

1.4.2. Modelos baseados em dados bioldgicos: sequéncia e estrutura

Os modelos baseados em dados biologicos se utilizam também da nocdo de
comportamento observavel para extrapolar a modelos futuros. Aqui sdo utilizadas informagdes
como a sequéncia proteica, conformacao da proteina, informagdes sobre o genoma e ontologia
génica. A estrutura primaria das proteinas sdo aminoacidos, contendo cada qual uma carga
elétrica, hidrofobicidade, polaridade, composi¢do e posicdo na cadeia. Essas informagdes sao
uteis para tracar interagdes entre distintos aminodcidos e, por consequéncia, entre proteinas. Da
mesma forma, as estruturas secunddrias, tercidrias e quaternarias podem servir de parametro
condutor para estabelecer possiveis interacdes. Informagdes acuradas sobre sequéncias e

estruturas podem ser encontradas em bancos de dados de proteinas como UniProt (Bateman et

al., 2023), SWISS-PROT (Boeckmann et al., 2003) e PDB (Velankar et al., 2021).

Os modelos baseados em sequéncia, utilizam de classificadores como support vector
machine (Cortes, Vapnik e Saitta, 1995) e random forest (Breiman, 2001), os quais estabelecem
valores que descrevem a similaridade entre as proteinas com base nas caracteristicas (features)
utilizadas por cada modelo (polaridade, hidrofobicidade, tensao superficial). Uma operacao de
concatenagdo ¢ necessaria para que os resultados dos classificadores sejam convertidos em
valores comparaveis, isto, em valores que sejam passiveis de quantificar a similaridade. Nesse
sentido, (Bock e Gough, 2001) empregaram o SVM para reconhecer interacdes de proteinas

baseando na sequéncia primaria e nas propriedades fisico-quimicas.



A estrutura de proteinas contém uteis informagdes para a compreensao do organismo,
assim como para definir interagdes. Desse modo, modelos baseados em estruturas sdo
desenvolvidos e utilizam os bancos de dados existentes, assim como os modeladores de
proteinas in silico. De modo similar ao que ocorre com os modelos de sequéncia, os modelos
de estrutura criam valores que descrevem a similaridade de proteinas com base em informagdes
da estrutura tridimensional. Utilizando estatistica Bayseiana e escores empiricos da estrutura e
sequéncia de proteinas, Zhang et al. (2012) desenvolveram o PrePPI, modelo capaz de prever
interagdes. De modo similar, o InterPred, modelo que utiliza as caracteristicas de estrutura
combinadas com massiva comparacao de estrutura, docagem molecular e randon forest como
classificador, foi eficiente em criar redes de interagdo (Mirabello e Wallner, 2017). Dados sobre

dominios e loops locais também se provaram como eficazes em determinar PPIs (Planas-

Iglesias et al., 2013).

1.4.3. Modelos baseados no genoma

Informagdes do genoma sao utilizadas para construcao de modelos de predigao. Nessa
categoria, pode-se destacar trés principais enfoques: fusdo génica, ordem génica e perfil
filogenético. A fusdo génica prevé que duas proteinas as quais possuem homologia com
organismo em que proteinas sdo fundidas (complexo proteico de interagdo) também
potencialmente realizard interacdes. Uma vez que hd um complexo no organismo de gene
homologo, o modelo considera que potencialmente esse complexo se concretizara nos
homologos. A ordem génica se utiliza do conceito de que a ordem génica se mantém em baixo
nivel entre pare de genes conservados, embora pares de gene conservados possuam uma melhor
chance de interagirem entre si (Dandekar et al., 1998). Aqui também se aplica noc¢des sobre a
localizagdo no gene e como essa influencia as interagdes, com genes proximos tendendo a
realizarem interagdes. Por fim, o perfil filogenético € uma ferramenta bastante til nos modelos
baseados no genoma. Ela se baseia na histdria evolutiva de uma proteina e ¢ apresentada em
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uma arvore filogenética. Informacgdes desse tipo se demonstram como relevantes ja que fungdes

e interacdes costumam se manter em espécies filogeneticamente proximas (Pellegrini et al.,
1999). A coevolugao também € empregada nesse interim, uma vez que alteragdes ocorridas por

pressdes evolutivas em uma proteina tende a causar alteragdes nas proteinas que entregam

aquela rede de interagdes de modo que sejam mantidas as interagdes.

A ontologia génica descreve componentes celulares, fungdes moleculares e processos
biologicos de um gene. Essas informagdes sao armazenadas em banco de dados como o banco
de dados GO (Carbon et al., 2017) e QuickGO (Binns et al., 2009). Os modelos que se
baseiam em ontologia génica utilizam a andlise das funcdes bioldgicas das proteinas para
determinar suas potenciais interagdes, ja que proteinas que interagem tendem a se localizarem
em um mesmo local celular e realizarem funcdes bioldgicas similares. Para isso, os modelos
elaboram vetores de features que descrevam as similaridades entre um par de proteinas (um
valor de similaridade), de modo parecido com o que ¢ feito para os outros modelos,
quantificando, assim, a possibilidade da interacdo. Esse modelo foi utilizado por
(Bandyopadhyay e Mallick, 2017), que tratou os pares de proteinas como documentos (conjunto
de palavras) e os termos da anotag@o das proteinas como palavras. O célculo para determinar o
valor da feature se baseia em um valor atribuido a palavra multiplicado pelo peso daquele termo

dentro do documento (interagao).

1.4.4. Modelos que utilizam machine learning

Intensificado nos ultimos anos, a aplicagdo de aprendizagem de maquina tem sido de
grande valia para a predi¢@o de redes de interacdo. A ideia central ¢ utilizar algoritmos dotados
de capacidade de aprender a identificar padrdes e presumir novas interagdes. Utiliza-se dados
de treinamento experimentais obtidos de bancos de dados que “ensinam” o modelo para que o

sistema seja capaz de identificar padrdes gerais e extrapolar esses padrdes para prever novas



informacdes (Tang et al., 2023). Na pratica, os modelos sdo ensinados com grande quantidade
de dados sobre a sequéncia, estrutura, caracteristicas funcionais e gendmicas das proteinas. Da
mesma maneira que ocorre nos modelos acima mencionados, os modelos que utilizam
aprendizagem de maquina necessitam de receber, como entrada, dados numéricos como
representantes das features. Os dados que alimentam os algoritmos preditores de PPI sao
obtidos dos crescentes bancos de dados biologicos. Um impeditivo observavel esta no fato de
que os bancos de dados sdo alimentados apenas com informagdes positivas, isto ¢, interagdes
de proteinas que ocorrem (no caso de banco de dados de PPI), estruturas tridimensionais
observaveis, sequéncias de aminoacidos. Informagdes negativas, como casos em que interagdes
nao ocorrem ou que a estrutura seja diferente da observavel ndo estdo depositados nesses bancos.
Os sistemas de aprendizagem de maquinas dependem de dados positivos e negativos para seu
modelo de treinamento. Desse modo, obter dados confidveis para treinar algoritmos em casos
negativos ¢ um destaque importante nessas pesquisas. As solugdes encontradas normalmente
sao dos proprios grupos de pesquisa € empregam interacdes sem sentido para serem os dados

negativos (Tang et al., 2023).

Para modelos baseados em sequéncia que empreguem aprendizado de maquina, os
dados podem ser convertidos em representacdo numérica por uma gama de metodologias, tais
como frequéncia k-mer, auto-covariancia, autocorrelagdo de Moran e matriz de escore baseada
em posicdo especifica (Tang et al., 2023). Essas metodologias conferem valores de features
para as proteinas ou aminodcidos com base em dados fisico-quimicos, como polaridade,
hidrofobicidade, volume de cadeia lateral; em dados evolutivos da proteina, como analises de
conservagdo; em dados de posi¢do na sequéncia. Dos diversos métodos existentes, pode-se
mencionar o DeepPPI (Du et al.,, 2017) cria features com base em propriedades dos

aminoacidos e constrdi redes neurais profundas, além do DeepFE-PPI (Du et al., 2017) que
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utiliza também redes neurais profundas para capturar features sobre a distribui¢ao dos residuos

na cadeia proteica.

A estrutura tridimensional também carrega informagdes padronizadas que sdo capazes
de ensinar algoritmos. Features numéricas sdo extraidas em diversas metodologias e se utilizam
de dobramentos dos residuos de aminoacidos, alinhamentos de estruturas, distancia entre
estruturas, ligacoes dissulfeto entre cadeias e dados de solvatagao e protusao (Tang et al., 2023).
Nesse sentido, Baranwal et al. (2022) desenvolveu uma ferramenta baseada na estrutura
tridimensional e na teoria dos grafos que prevé interagdes.(Northey, Bare§iA § e Martin, 2018)
desenvolveram o InPred, que utiliza dados do PDB para criar valores de features representativas
das dobragens de proteinas e emprega o Random Forest como classificador, obtendo resultados

com boa performance quando comparados com métodos tradicionais.

1.5. GenPPI: preditor PPI baseado em dados do genoma

O GenPPI se insere no universo de ferramentas preditoras de PPI. Trata-se de um
software capaz de predizer redes de proteinas utilizando informagdes sobre vizinhanga génica,
perfil filogenético e fusdo de genes (Anjos et al., 2021a). O algoritmo passou por um
aprimoramento para integrar um modelo de aprendizado de maquina baseado em propriedades
biofisicas utilizando o randon forest (Silva et al., 2024). O GenPPI permite a inser¢dao de
genomas de procariotos e retorna redes de interacdo a partir desses. Demonstra-se como uma
promissora ferramenta para estudar o interactoma de procariotos pouco descritos, obtendo
relevantes informagdes bioldgicas, € mesmo anotar genomas recém depositados e, portanto,

vagamente conhecidos.

1.6. Acetilactobacillus jinshanensis

Nesse interim, a Acetilactobacillus jinshanensis ¢ uma recente espécie de bactéria

gram-positiva, anaerobica facultativa, ndo esporulante e ndo movel isolada de cultura de
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fermentacdo aberta do vinagre aromatico de Zhenjiang (Yu et al., 2020a). Isolada e descrita
inicialmente em 2019, foi batizada como Lactobacillus jinshani e posteriormente renomeada e
reclassificada como Acetilactobacillus jinshanensis na toada da grande reclassificagdao
taxondmica que a familia Lactobacillaceae sofreu em 2020 (Qiao et al., 2022; Zheng et al.,
2020). Estudos metabolicos e anotagdes genomicas do organismo seguem em fase embrionaria.
Na data da escrita deste texto, o NCBI contava apenas com duas anotagdes de genoma da
espécie(“Genome - NCBI - NLM”, 2024), sendo uma feita pelo orientador deste trabalho como
parte do estudo deste projeto. Além disso, o numero de artigos sobre a espécie ainda permanece
baixo. Demonstra-se, portanto, que novas pesquisas sdo necessarias para desvendar mais
informagdes sobre a espécie, sobre suas interagdes ecoldgicas e seus processos metabolicos que
potencialmente possuam relevancia biotecnoldgica.
1.7. Bacillus cereus

A Bacillus cereus ¢ uma espécie mais bem descrita e estudada. Trata-se de uma gram-
positiva, anaerobica facultativa, esporulante e produtora de toxinas (Parihar, 2014). Sua
presenca esta normalmente relacionada com infec¢des alimentares (Kotiranta, Lounatmaa e
Haapasalo, 2000; Mendes, Coelho e Azeredo, de, 2011). Curiosamente, essa espécie também
foi encontrada no vinagre de Zhenijang como participe do processo fermentativo (Liu et al.,
2023). A mesma espécie foi encontrada no alimento larval de abelhas sem ferrdo, o que levanta

diversas questdes sobre papeis bioecologicos.

1.8. Acetilactobacillus jinshanensis e a Bacillus cereus no vinagre de Zhenijang

A Acetilactobacillus jinshanensis e a Bacillus cereus foram isoladas de um processo de
fermentacdo de estado solido aberta para produzir vinagre aromatico de Zhenjiang. O vinagre
de Zhenjiang, produzido na provincia de Jiangsu na China, representa um produto alimenticio
de grande importancia econdmica e cultural, com um mercado anual estimado em centenas de

milhdes de dolares e exportagdes para mais de 60 paises. O método de fermentagdo ¢
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subdividido em sacarificagdo do amido, fermentacao alcodlica e oxida¢dao do etanol a acido
acético. Os substratos sdo trigo e arroz e o processo ¢ conduzido com o uso de um vasto
consorcio de bactérias(Xu et al., 2024a). A inoculagao do meio ¢ feita com o mosto que ja fora
fermentado por 7 dias, o que realimenta o processo € 0o mantém estavel (Xu et al., 2011a). Todos
os passos da fermentacdo usualmente levam 20 dias. O conjunto de produtos dos processos
fermentativos presentes na fermentacdo aberta do vinagre promove uma mistura diversa de

sabores e produtos com riqueza nutricional e potencial biotecnologico.

1.9. Produtos biotecnoldgicos e prospeccao

A prospeccdo de espécies novas e de biomoléculas com fim a exploragdo para
bioeconomia ¢ tarefa recorrente e relevante na pesquisa de base (Oliveira, De, 2023; Pessoa,
2024; Verma e Shah, 2022). Produtos naturais, fitoterapicos e enzimas sao passiveis de serem
extraidos de ambientes diversos. O potencial que se pode descobrir a respeitos desses
compostos permanece incalculado, sendo presumido que apenas uma pequena parte dos
microrganismos € bioativos estdo claramente descritos (Scherlach e Hertweck, 2021).
Ferramentas recentes como tecnologias Omicas vém sendo empregadas no sentido de

incrementar a capacidade exploratoria dessas substancias.

1.10. O alimento larval de abelhas sem ferrdo como alvo de prospec¢do e a presenga das

bactérias Acetilactobacillus jinshanensis e Bacillus cereus

O alimento larval de abelhas sem ferrdo possui um grande potencial biotecnoldgico (Santos,
2022). Sua composi¢do ¢ de uma mistura de pélen fermentado, mel e secrecdes glandulares de
um grupo diverso de abelhas cuja principal caracteristica ¢ a auséncia de um ferrdo funcional.
Diversos estudos indicam uma microbiota diversa (Vasquez et al., 2012) e compostos
bioativos com propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antioxidante, além de outras

potenciais aplicacdes farmacoldgicas dos compostos constituintes do alimento larval (Al-
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Hatamleh et al., 2020; Mohammad, Mahmud-Ab-Rashid e Zawawi, 2020; Santos et al.,
2022). Tanto a Acetilactobacillus jinshanensis quanto a Bacillus cereus foram encontrados no
alimento larval de abelhas sem ferrdo. Esse achado abre caminhos para um estudo que envolva
a compreensdo dos papéis bioecologicos das duas espécies dentro do sistema de interagdes
bioecologicas dentro das coldnias dessas abelhas, assim como para um estudo que enfoque a

prospeccao de produtos biotecnologicos utilizando essas espécies como referenciais.

1.11. Uso da bioinformatica para prospec¢ao de produtos biotecnologicos

O emprego de ferramentas bioinformaticas modernas para colaborar com a prospeccao
de microrganismos e de bioativos ¢ uma aplicacdo que se demonstra promissora e inovadora.
Além disso, essas ferramentas possibilitam uma elaboracdo de hipoteses holisticas que
englobem a compreensdo das possiveis relacdes ecologicas, das vias metabolicas relevantes
para aplicacdes futuras e da melhor compreensdo de organismos pouco descritos. As bactérias
Acetilactobacillus jinshanensis e a Bacillus cereus foram encontradas e isoladas do alimento
larval de abelhas sem ferrdo. Dado o baixo conhecimento que ainda se possui sobre a
Acetilactobacillus jinshanensis, as pouco intuitivas relagdes entre a Bacillus cereus com o
alimento larval e com o vinagre chinés, o potencial biotecnologico desse alimento larval e as
possiveis interagdes bioldgicas existentes, observa-se que ha um vasto campo para o emprego

das ferramentas bioinformaticas, incluindo-se o estudo do interactoma.

2.0BJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Empregar ferramentas bioinformaticas para montar e estudar o genoma da bactéria
Acetilactobacillus jinshanensis CP171343 e da Bacillus cereus CP174498, assim como
compreender suas interagdes ecologicas, seu potencial biotecnologico e seus processos

metabdlicos relevantes.

2.2. Objetivos especificos
14



o Construir rede de interacdes de proteinas da Acetilactobacillus jinshanensis CP171343
in silico a partir do genoma coletado do alimento larval de abelhas ¢ montado em
ferramentas biotecnologicas;
e Construir rede PPI da Bacillus cereus CP174498 in silico a partir do genoma isolado do
alimento larval de abelhas e montado em ferramentas biotecnoldgicas,
e Estudar a topologia da rede da da Acetilactobacillus jinshanensis CP171343 formada,
rastrear interacdes relevantes e verificar implicagdes biologicas dessas interagoes;
e Proceder andlises das principais vias metabdlicas presentes no conjunto de proteinas
estudadas;
e Testar metodologia desenvolvida para estudo de redes PPI;
e Elaborar hipoteses que englobem o estudo da topologia da rede de PPI, das vias e do
conhecimento experimental presente na literatura.
3. METODOLOGIA

O presente trabalho utilizou material genético sequenciado a partir de amostras do
alimento larval de abelhas sem ferrdo. O genoma da Acetilactobacillus jinshanensis CP171343
foi encontrada por metagendmica nesse substrato, enquanto o genoma da Bacillus cereus
CP174498 adveio de uma colonia isolada, a qual também foi retirada do alimento larval. As
amostras do alimento larval foram retiradas de colmeias de 4 espécies de abelha sem ferrao:
Frieseomelitta varia, Melipona quadrifasciata, Melipona scutellaris, e Tetragonisca angustula.
O sequenciamento do material foi realizado, em que se encontrou a Acetilactobacillus
Jjinshanensis CP171343. Para a Bacillus cereus, o alimento larval foi preparado e incubado para
o crescimento das bactérias. O cultivo das colonias selecionadas por caracterizagao de gram e
por morfologia foi em LB (Luria Bertani) suplementado com 2% de &cido acético.
Posteriormente, foi plaqueado em agar LB com acido acético 2% para isolar as coldnias

caracteristicas da Bacillus cereus. Procedeu-se com a extragdo do material genético e
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sequenciamento. Ferramentas bioinformaticas para montagem de genoma foram empregadas.
Posteriormente submetidos ao GenPPI, os genomas devidamente montados resultaram em uma
rede de interagdo por metodologia que serda mais bem descrita a seguir. O cultivo e
sequenciamento ndo foi parte desse trabalho, sendo realizado pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Genética (IBTEC/UFU) e por empresa contratada para realizar o
sequenciamento. A metodologia da montagem do genoma serd descrita, mas foi realizada pelo
orientador deste projeto, o Dr. Anderson Rodrigues dos Santos, conjuntamente com o grupo de
pesquisa do Laboratério de Genética. O enfoque desse trabalho foi a montagem da rede e sua
interpretacdo bioldgica
3.1. Montagem do genoma

A montagem de genoma consiste no processo de obter uma sequéncia com sentido
bioldgico a partir dos dados do sequenciamento. As leituras (reads) do sequenciamento sdo
manipuladas para que um genoma de organismo vivo seja descrito. Para isso, foi utilizando as

ferramentas SPAdes(Prjibelski et al., 2020) e RagTag (Alonge et al., 2022).

O SPAdes (St. Petersburg genome Assembler) € um algoritmo de montagem de genomas
projetado para montagem de bactérias unicelulares, mas que pode ser adaptado para montagem
de organismos multicelulares. A ferramenta aceita dados de sequénciamento de IonTorrent,
assim como montagem hibrida de genoma de leituras curtas e longas (PacBio e Oxford
Nanopore). O algoritmo opera por meio da montagem de Bruijn e a montagem de sobreposic¢ao.
De inicio, o algoritmo corrige erros de leitura de sequéncia, segue com a montagem de novo da
sequéncia com uso da constru¢do de contigs (sequéncias contiguas de DNA) usando um grafo
de Bruijn, que ¢ uma representacdo compacta das sobreposi¢des entre as sequéncias. Apos isso,
o SPades expande os contigs com base em informacgdes de sobreposi¢ao entre as leituras, reduz

erros nas montagens, refinando as sobreposicdes e corrigindo inconsisténcias e gera o genoma

16



final montado, que consiste em contigs e scaffolds (contigs conectados por regides nao

resolvidas) que representam o genoma original.

O RagTag opera aprimorando a sequéncia consenso que foi obtida pelo SPAdes. Nessa
etapa, o algoritmo recorta, remenda e abre gaps na sequéncia para que ela reflita o mais proximo
possivel de um genoma de referéncia, que aqui € a Acetilactobacillus jinshanensis € o Bacillus
cereus. O RagTag também modifica as posi¢cdes dos trechos quando essa for necessaria para a

adequagdo no genoma a ser montado.
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Figura 3 -fung¢des do RagTag. O algoritmo pode corrigir trechos faltantes com base na referéncia; criar gaps com
base na comparacao com a referéncia (empilhar); remendar trechos para que se enquadre em um genoma buscado
(alvo/pesquisa); ou combinar trechos. Adaptado de (4longe et al., 2019).

O conjunto de ferramentas empregadas nessa etapa busca identificar qual genoma ¢
predominante nas leituras advindas do sequenciamento e montar esse genoma utilizando a
referéncia depositada no NCBI. A montagem do genoma €, portanto, uma montagem que utiliza
o conhecimento de uma referéncia. Contra essa referéncia, o genoma que estd sendo montado
¢ comparado para confirmar se ha predominancia dele no conjunto das leituras. Nao raras as
vezes que sdo encontrados outros genomas nas leituras advindos de um processo de
metagenomica ou contamina¢do. Como mencionado, dois genomas foram montados: o da

Acetilactobacillus jinshanensis CP171343 e da Bacillus cereus CP174498.

Em etapa subsequente, foi feita a anotacdo desses genomas com o uso do
PANNOTATOR, que consiste numa ferramenta baseada em web que prediz os genes, fungdes

e produtos de um genoma tendo recebido como entrada uma sequéncia de nucleotideos (Santos,
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A.R.etal., 2013). O output do programa ¢ um arquivo com a predi¢ao das proteinas que estao
presentes nesse genoma.
3.2. Montagem da rede de interacdo proteina-proteina

Para a montagem da rede de interagdo, foi utilizado o GenPPI (Anjos et al., 2021b;
Silva et al., 2024). O algoritmo executa a criagdo de uma rede de interacdes de proteinas
utilizando como entrada de genomas. O algoritmo emprega informagdes sobre perfil
filogenético conservado, vizinhanga génica conservada e fusdao de genes, além do
aprimoramento recente ter empregado aprendizado de maquina utilizando o randon forest como
classificador, no qual se faz um perfil de similaridade entre as proteinas com nas caracteristicas
biofisicas dos aminoacidos constituintes. Por padrdo, a entrada no software ¢ com conjuntos de
genomas taxonomicamente proximos, assim como do proprio genoma da Acetilactobacillus

Jjinshanensis CP171343 e do Bacillus cereus CP174498 montados nas etapas anteriores.

Para a Acetilactobacillus jinshanensis CP171343, foram escolhidas bactérias
amplamente estudadas e do género Lacticaseibacillus. Seus genomas depositados no NCBI
foram baixados e uma filtragem foi feita para que os tamanhos de genomas escolhidos fossem
similares ao da 4. jinshanensis CP171343. Essa filtragem por tamanho ¢é necessaria para que o
GenPPI realize a predicao de redes de forma correta, uma vez que genomas com tamanhos
dissimilares geram uma explosdo combinatdria de interacdes, o que torna a analise de redes
inviavel. Além disso, genomas de tamanhos parecidos tendem a possuirem proteomas mais
proximos ao do organismo estudado. As espécies possuem, normalmente, mais de um genoma
depositado no NCBI. Desse modo, foram escolhidas 9 espécies mais a A. jinshanensis. Para a
Bacillus cereus CP174498, foram utilizados 85 genomas de 85 espécies proximas

taxonomicamente e a Bacillus cereus CP174498, montada nesse projeto.
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Tabela 1- espécies utilizadas para montagem de rede de interag@o

Rede Numero de espécies Espécies
Acetilactobacillus 10 (da A. jinshanensis Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus
Jjinshanensis CP171343 inclusa) acidophilus, Lactobacillus apis,
CP171343 Lactobacillus bombicola, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus paragasseri. A
A. jinshanensis
Bacillus  cereus 85 (Bacillus cereus  Bacillus aerius, Bacillus albus, Bacillus
CP174498 CP174498 inclusa) clarus, Bacillus cytotoxicus, Bacillus

manliponensis, Bacillus mesophilus,
Bacillus pumilus, Bacillus rugosus,
Bacillus subtilis, Bacillus tequilensis,
Bacillus aerolatus, Bacillus altitudinis,
Bacillus coahuilensis, Bacillus
dagingensis, Bacillus mesophilum,
Bacillus methanolicus, Bacillus
rhizoplanae, Bacillus safensis, Bacillus
taeanensis, Bacillus thermotolerans,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
anthracis, Bacillus dicomae, Bacillus
mojavensis, Bacillus mobilis, Bacillus
salipaludis, Bacillus salacetis, Bacillus

tianshenii, Bacillus thuringiensis,
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Bacillus aquiflavi, Bacillus
ectoiniformans, Bacillus mycoides,
Bacillus salitolerans, Bacillus toyonensis,
Bacillus arachidis, Bacillus fungorum,
Bacillus nakamurai, Bacillus
seohaeanensis, Bacillus tropicus,
Bacillus atrophaeus, Bacillus
gaemokensis, Bacillus norwichensis,
Bacillus shivajii, Bacillus velezensis,
Bacillus australimaris, Bacillus
glycinifermentans, Bacillus oleivorans,
Bacillus smithii, Bacillus weihaiensis,
Bacillus badius, Bacillus gobiensis,
Bacillus pacificus, Bacillus solimangrovi,
Bacillus wudalianchiensis, Bacillus
benzoevorans, Bacillus haikouensis,
Bacillus pakistanensis, Bacillus
songklensis, Bacillus xiamenensis,
Bacillus cabrialesii, Bacillus
halotolerans, Bacillus paramobilis,
Bacillus sonorensis, Bacillus
zhangzhouensis, Bacillus canaveralius,
Bacillus hominis, Bacillus paramycoides,
Bacillus spizizenii, Bacillus cereus,

Bacillus cereus CP174498, Bacillus
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capparidis, Bacillus horti, Bacillus
paranthracis, Bacillus spongiae, Bacillus
carboniphilus, Bacillus inaquosorum,
Bacillus pretiosus, Bacillus stercoris,
Bacillus changyiensis, Bacillus
infantis, Bacillus proteolyticus, Bacillus
suaedae, Bacillus chungangensis,
Bacillus licheniformis, Bacillus

pseudomycoides, Bacillus suaedaesalsae

O algoritmo prevé uma rede de interagdes com base nesses genomas. Apos a rodagem,
o algoritmo retorna arquivos com as redes, mas ndo possui dentro dele ferramenta de
observagao da rede. Pode-se empregar o software R para visualizar detalhes das redes formadas;
o Cytoscape (Shannon et al., 2003) e o Gephi (Bastian, Heymann e Jacomy, 2009) para
observar a topologia da rede com seus nos e arestas.
3.3. Estudo da topologia da rede

Buscou-se estabelecer interpretagdes biologicas para topologia das redes obtidas. A
topologia da rede compreende a estrutura visual da rede PPI, conforme indicada na figura 1.
Ela foi observada no Gephi e o R foi empregado para obter informagdes complementares sobre
interagdes. A topologia de rede compreende um conjunto de nds e arestas, sendo as proteinas
representadas pelos nos e as interagdes representadas pelas arestas. Por se tratar um genoma
inteiro, ha um ntimero significativo de nos e arestas. A andlise individual € inviavel. Portanto,

a escolha por uma filtragem ¢ uma abordagem adotada neste projeto.

Para essa filtragem ser efetiva, foi empregado alguns aspectos da teoria dos grafos.
Nesse sentido, os nds sdo rastreados utilizando algumas ferramentas de medidas de centralidade,

densidade do grafo e andlise de clusters (Pavlopoulos et al., 2011). O Gephi possui plug-ins
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que permitem essas andlises. Aqui foi empregado o Bridging Centrality (BriCe). Trata-se de
uma medida que combina outras duas: a Betweenness Centrality (BetCe) e Bridging Coeficient
(BriCo). A Betweenness Centrality se refere a uma medida que mede a importancia de um n6
com base em quantas vezes ele aparece nos caminhos mais curtos entre outros pares de nos.
Isso significa que mensura como aquele n6 serve de intermedidrio na rede, a0 mensurar quantos
caminhos curtos lhe cruzam. O Bridging Coeficient quantifica o qudo bem-posicionado um né
estd entre nos com altos graus, isto €, com grandes numeros de interagdes. Um maior numero
de interagdes representa a formacao de clusteres, que ¢ um conjunto local de nés com mais
interagdes dentro de uma rede de PPI maior. O Bridging Centrality refina os dois conceitos e
quantifica o potencial se um né servir como ponte entre dois clusters, isto ¢, entre nés com alto
grau. O esperado na analise de BriCe para redes bioldgicas é que haja proteinas que integrem
processos biologicos maiores dentro do organismo. Cabe detalhar que uma proteina com alto
BriCe potencialmente estaria ligando conjuntos de clusteres de uma rede. Na interpretagao
biologica, seria uma proteina que possibilita que haja outros processos metabolicos em
funcionamento, sendo esses processos parcialmente independentes. A descricdo matematica e
a implementacao foi descrita por Pereira, Ghosh e Santos, (2021). Os autores também utilizaram
a medida para tracar hipotese entre uma possivel ligagdo entre proteinas do grupo
glicotransferase e o sistema de secre¢do tipo VII do Mycobacterium tuberculosis H37Rv. O
BriCe foi utilizado para ranquear os nés com mais altos valores. Esse consistiu em um dos
processos de filtragem utilizados para escolher quais proteinas seriam estudadas por
metodologia descrita no topico 3.4.
3.4. Andlise individual dos nos

Os no6s da rede sdo as proteinas do genoma estudado. Duas abordagens foram
empregadas para estudar essas proteinas. A primeira foi buscar sua anotagdo nos proprios

depdsitos do NCBI. La ¢ possivel encontrar a anotagdo da fun¢do do gene, o produto da
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expressao e a sequéncia proteica e de acido nucleico referente a proteina estudada. Esse dado
j& permite elaboragcdo de hipdtese sobre a funcdo daquela proteina e seu potencial papel
biologico. A segunda abordagem foi utilizar o InterProScan. Trata-se de uma ferramenta que
integra varios bancos de dados sobre fungdes de proteinas, familias € dominios (Quevillon et al.,
2005). O InterProScan recebe sequéncias das proteinas estudadas e retorna dominios
conservados, familias e fungdes principais. Essas informagdes sdo relevantes para o estudo
individual dos nds. Seu uso nesse trabalho ficou restrito a um menor grupo de proteinas do
genoma, que foram escolhidas ap6s um processo de filtragem. Essa filtragem esta descrita nos
topicos 3.5.1 e 3.3. Apenas esse nimero menor de proteinas foi submetido ao InterProScan para
o estudo, ja que o estudo de todos os nos individualmente é impossibilitado, dado a quantidade
de nos e interagdes normalmente presentes em um genoma. Na pratica, tem-se algumas centenas
de proteinas e centenas de milhares de interagdes, dado que a analise individual ¢ humanamente
inviavel.
3.5. Estudo das interagoes

O estudo das interagdes consistiu em analisar individualmente as interagcdes da rede que
foram consideradas relevantes. Como mencionado, o genoma possui um nimero significativo
de proteinas e interagdes, tornando a analise individual impossivel. Ja foi apontado que uma
abordagem adequada seria partir de proteinas especifica, as seeds (sementes), e estudar suas
interagoes (Pavlopoulos et al., 2011; Tomkins e Manzoni, 2021). Estudar as interagdes, nesse
sentido, € elaborar hipdteses sobre qual a razao de duas proteinas estarem realizando interagdes
no genoma, dado que se sabe quais sdo as fungdes e produtos dos genes tanto das seeds, quanto
das proteinas que interagem com essas seeds, uma vez que esse dado ¢ obtido pela metodologia
descrita no topico 3.4. Escolher nos especificos para o estudo foi uma decisdo desse projeto.

Esse processo reduz o nimero de nos avaliados e potencializa novas descoberta.
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3.5.1. Escolha das sementes

Nesse topico, sera descrito como se deu a selecdo dos nds que serdao estudados. Essa
escolha compreende a segunda etapa de filtragem de proteinas. A priori, destaca-se que esses
nos seriam estudados se a analise da etapa seguinte comprovar a presenca dessas proteinas no
genoma. Por conveniéncia, aqui sera descrito quais foram os critérios para que fossem
selecionadas as proteinas que seriam estudadas. Nao ha na literatura um critério bem
estabelecido para a escolha dos nos que serdo ponto de partida para o estudo da rede. Aqui

propde-se um conjunto de praticas que foram norteadoras deste projeto.

A origem das bactérias foi considerada. A metodologia aqui empregada demanda um
ponto de partida relativamente conhecido, para o qual seja possivel estabelecer um conjunto de
proteinas conhecidas para o estudo das interagdes. As bactérias A. jinshanensis e B. cereus
foram isoladas de uma fermentacdo de estado so6lido aberta que produz vinagre aromatico de
Zhenjiang (Yu et al.,, 2020a). Esse produto alimenticio cont¢ém uma diversidade de
microrganismos envolvidos e uma composi¢do quimica diversa que estd relacionada com
odores e sabores do produto (Wang et al., 2024; Xu et al., 2011b). O conhecimento de que
processos fermentativos ocorrem no local em que se isolou a bactéria levou a teorizar sobre a
possibilidade desses organismos participarem ativamente da fermentacao acética. Ha sempre a
possibilidade de se tratar de uma contaminagao, ja que se esta diante de uma fermentacao aberta.
Sendo assim, as enzimas tradicionalmente presentes em fermentacdo acética foram um ponto
de investiga¢do. Com o emprego do Metacyc, foi buscada as vias e enzimas que participam da
producdo de acido acético. O Metacyc ¢ um grande banco de dados sobre vias biologicas(Caspi
et al., 2020). Diversas vias sdo responsaveis por essa producdo. No entanto, dado que a A.
Jjinshanensis possui proximidade de clado com as bactérias do acido acético, optou-se pela via

mais descrita do grupo (Mamlouk e Gullo, 2013). Nessa via, etanol ¢ convertido a acetaldeido
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pela acdo da alcool desidrogenase e o acetaldeido ¢ convertido a 4cido acético pela agdo da

aldeido desidrogenase.

Uma outra questdo que se levanta € se a bactéria realizaria a fermentagao alcoolica para
produzir o etanol, que ¢ demandando para fermentacao acética. A investigacdo mirou enzimas
da fermentagdo alcoodlica nessa etapa. Conhecidamente a piruvato descarboxilase, que converte
piruvato a etanol. E descrito também que o acido acético ¢ transportado para o exterior da célula,
sendo necessario a presenga de um transportador (Mamlouk e Gullo, 2013). Ao final dessa etapa,
foram selecionadas para estudo as seguintes enzimas: proteina FPS1facilitadora de transporte
de glicerol (transportador), alcool desidrogenase, acetaldeido desidrogenase e piruvato

descarboxilase.

Atrelado a isso, prop0s-se conhecer os processos bioenergéticos dos organismos. Uma
vez que o ponto de partida foi o conhecimento da fermentag¢do que seria investigada, buscou-se
investigar as vias bioenergéticas. Essa escolha também se baseou na existéncia de prova
experimental de que a A4. jinshanensis realiza um processo de fermentagdo heterolatica, também
chamada de via da fosfocetolase (Yu et al., 2020b). Em todas essas etapas, parte-se de um
conhecimento existente, normalmente obtido por prova experimental, para explorar relacdes

nao descritas ou pouco conhecidas.
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Figura 4- via da fosfocetolase. (1) hexoquinase, (2) glicose-6-fosfato desidrogenase, (3) 6-fosfoglucono-lactonase,
(4) 6-fosfogluconato desidrogenase, (5) ribose-5-fosfato epimerase, (6) pentose fosfocetolase, (7) lactato
desidrogenase, (8) fosfotransacetilase, (9) aldeido desidrogenase, (10) alcool desidrogenase, (11) acetil fosfato
quinase. Adaptado de Spector (2009).

Os processos bioenergéticos sdo bons pontos de partidas para o estudo dos organismos.
Hé vasta descricdo das principais vias e bancos de dados completos que permitem um
enderecamento relevante para as anélises. A literatura descreve 3 principais vias de oxidacao da
glicose: a via Entner-Doudoroff, (ED) a via Embden-Meyerhof (EMP) e a via da fosfocetolase
(Shimizu, 2011). Buscou-se investigar essas vias rastreando a presenca das enzimas participante

dessas vias.

O conjunto de dados sobre as vias bioenergéticas e seus processos fermentativos podem
fornecer bons elementos de hipoteses para sua participagdao na fermentacao do vinagre chinés,
bem como orientar a pesquisa sobre o alimento larval de abelhas sem ferrdo, uma vez que essa

bactéria foi encontrada nesse substrato. Tracar essas hipoteses também € o alvo desse projeto.
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As enzimas de todas essas vias foram alvos de estudos. Apds comprovar a presenca de
parte dessas enzimas no genoma da A. jinshanensis CP171343, procedeu-se com estudo
individual das interagdes que estabelecem. Em sintese, sdo as enzimas estudadas: hexoquinase,
glicose-6-fosfato desidrogenase, 6-fosfoglucono-lactonase, 6-fosfogluconato desidrogenase,
ribose-5-fosfato epimerase, petose fosfocetolase, lactato desidrogenase, fosfotransacetilase,
aldeido desidrogenase, alcool desidrogenase, acetil fosfato quinase, fofoglucoisomerase,
fosfofrutoquinase, frutose bifosfato aldolase, triose fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, fosfogliceroquinase, fosfoglicerato mutase, enolase, piruvato quinase, glicose-
6-fosfato desidrogenase, 6-fosfogluconato dehidratase e 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato

aldolase.

3.5.2. Validagao da presenga das sementes

Essa etapa ¢ parte da anterior e ocorreu simultaneamente. Como a pesquisa ficou focada
em desvendar os processos bioenergéticos e as fermentagdes que as bactérias poderiam
participar, buscou-se na literatura os principais processos metabolicos de oxidacao da glicose e
as enzimas participantes. Uma vez encontradas todas as enzimas, foi empregado a ferramenta
BLAST, utilizando como busca cada proteina mencionada na etapa anterior. As sequéncias de
cada proteina foram retiradas do banco de dados do NCBI. Buscou-se as proteinas de espécies
de clados proximos, preferencialmente do género Lacticaseibacillus. Uma vez em posse dessas
sequéncias, o BLAST foi executado. Utilizou-se o genoma montado da A. jinshanensis
CP171343 para proceder com a busca pelas enzimas dos bioprocessos mencionados. O intuito
era identificar quais enzimas estavam presentes e, uma vez presentes, estabelecé-las como nds

cujas interacdes serdo estudadas por metodologia descrita no topico 3.4.
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¢ Escolha de genomas anotados de espécies taxonomicamente proximas selecionados do NCBI;
¢ Exclusédo daqueles que sdo muito similares (excessivamente préximos);
¢ Genomas de tamanhos similares ao da bactéria estudada.

Montagem com
GEPPI

* Entrada com os genomas no GEPPI para que execute a predigéo de rede de interagao proteina-proteina.

¢ Busca na literatura sobre os processos bioquimicos relevantes do organismo; N
* Especulacdes sobre processos potencialmente realizados pela bactéria com base no ambiente em que foi isolada, observagoes
3 experimentais e processos biogimicos de tdxons préximos;
_ busca por ¢ Selegao de proteinas envolvidas.
informagoes da
bactéria )
~
* Uso do BLAST para verificar a presencga das enzimas de interesse no genoma da bactéria;
* As encontradas séo as seeds.
J
~
¢ Uso do Gephi para visualizar rede de PPI;
* Uso do plug-in Bridging Centrality (BriCe) e rastreio das que possuam maiores valores;
. . = « Identificagédo de todas interagdes com as proteinas escolhidas e que estdo presentes no genoma.
Visualizagéo
J

*Submisséo das proteinas com maiores valores de BriCe e que interagem com as seeds para o InterproScan;
*Genes, familias, dominios e fungdes obtidas.

* Estabelecimento de hipdteses sobre a razéo da interagdo com as seeds considerando as fungdes biolégicas desempenhadas;
¢ Expeculagao sobre a fungdo dos nés com maior BriCe considerando os proessos envolvidos.

Elaboragao de
hipdteses

Figura 7-metodologia utilizada nesse trabalho

3.6. Analise local subcelular

A localizagdo subcelular de uma proteina permite inferir relevantes informacdes sobre
suas fungdes. Aqui, empregou-se o Mature Epitope Density-Medpipe (Santos, Anderson R. et
al., 2013) para inferir sobre a localizacdo subcelular das proteinas. O Medpipe ¢ um preditor

de epitopos para o desenvolvimento de vacinas. Nesse trabalho, a informacgao que ¢ relevante ¢
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sua predicdo sobre o local subcelular das proteinas: citoplasma, membrana, secretada e
potencialmente exposta na superficie.
3.7. Identificacdo das principais vias metabdlicas do genoma

Uma segunda etapa bastante relevante desse projeto foi o estudo das principais vias
existentes no genoma. A Ontologia Génica se refere a anotagdo de um gene, em que se reune
informacodes sobre a sequéncia, os produtos desse gene, as fungdes desempenhadas e as vias
metabolicas que participam. Essas informagodes estdo reunidas no InterproScan, que possui
ferramentas para rastrear a Ontologia Génica. As proteinas do genoma que foi montado nesse
projeto da A jinshanensis CP171343 foram submetidas ao InterproScan para predicdo das
principais vias. Aqui também foi empregado a clusterizacdo. Esta descrito na literatura que o
estudo da rede por clusteres, isto €, por subconjuntos de redes menores de interagdo os quais
estao inseridos na rede completa de interagdo, ¢ uma ferramenta capaz de prover pistas sobre
processos biologicos e analises locais (Pavlopoulos et al., 2011; Tomkins e Manzoni, 2021).
A clusterizagdo aqui foi efetuada criando quatro clusteres da rede de interacdo formada. O
parametro para criagdo dos clusteres foi a densidade de interagdes. H4 plug-in do Gephi capaz
de identificar, ordenar e apresentar os clusteres dentro da rede conforme a densidade de
interagdo entre os nds variam. Uma vez em posse dos clusteres, as proteinas envolvidas nas
interagdes da cada cluster foram submetidas ao InterproScan para predi¢ao das principais vias

metabolicas de cada cluster.

3.7. Estudo das vias metabdlicas

O estudo das vias metabolicas se refere a andlise das vias principais que foram
encontradas no genoma da A. jinshanensis CP171343. Aqui, buscou-se realizar interpretagdes
holisticas a luz do conhecimento das interagdes ecologicas que a A4. jinshanensis CP171343
realiza, dada sua presenca no alimento larval de abelhas sem ferrdo e de seu potencial papel na

fermentagcdo do vinagre chinés. Essas consideragdes levam em conta que foram isoladas da
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fermentacdo em estado solido do vinagre aromatico de Zhenjiang (Yu et al., 2020a) e no
alimento larval de abelhas, cuja potencial biotecnolégico e ecoldgico na manutengdo da
homeostase ambiental foram apontados(Santos, 2022). A andlise de vias busca compreender os
papéis bioecologicos da espécie dentro do sistema da colmeia de abelhas sem ferrdo. A analise
das vias em clusteres busca encontrar possiveis nuances nao encontradas na analise do genoma
completo. O conjunto de dados levantados permitem hipoteses sobre os papéis biologicos
similares ocorridos no alimento larval e no vinagre chinés.
3.8. Busca dos genes na Bacillus Cereus CP174498

As enzimas de fermentacdes e dos processos bioenergéticos estudados também foram
buscadas no genoma montado da B. cereus CP174498. As sequéncias das enzimas foram
obtidas do NCBI e escolhidas aquelas cujos genomas de origem fossem a proximidade
taxondmica com a B. cereus CP174498. Sao as mesmas enzimas dos processos fermentativos
investigados na 4. jinshanensis CP171343 com a distin¢do de que nesse processo nao se utilizou
essa etapa para selecdo de seeds dado que esse estudo da rede ndo foi escrutinado nesse projeto.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genomas da a 4. jinshanensis CP171343 e da B. cereus CP174498 foram montados
com €xito com o uso do SPades e RagTag, conforme descrito no topico 3.1. Esses dois genomas
foram anotados com o0 PANNOTATOR. Para formag¢ao das redes, os 131 genomas descritos no
topico 3.2 foram enviados para o GEPPI para predi¢ao de rede da A. jinshanensis CP171343;
em processo paralelo, os 85 genomas descritos no topico 3.2 foram também enviados para o
GEPPI para a montagem da rede da B. cereus CP174498. Como resultado, obteve-se as redes
das duas espécies, Acetilactobacillus jinshanensis CP171343 e a Bacillus cereus CP174498,
utilizando os genomas isolados e montados na metodologia desse trabalho. A rede da A.
jinshanensis CP171343 resultou em 1454 ndés e 246670 arestas. A rede da Bacillus cereus

CP174498 resultou em 5313 nods e 163409 arestas.
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Figura 8- observagdo da rede da Acetilactobacillus jinshanensis CP171343 no Gephi com nos indicando proteinas
e arestas indicando interagdes. Nos destacados com tamanhos maiores indicando nés com maiores valores de
Bridge Centrality (BriCe) e cores indicando locais subcelular: citoplasma, membrana, potencialmente exposta na
superficie e secretada. Fonte: elaboragdo propria.

A rede da A. jinshanensis CP171343 foi destrinchada para obter elementos como local
subcelular, valores de BriCe, estudo dos nos e das interagdes individuais. A rede da Bacillus
cereus CP174498 ndo foi objeto de intenso escrutinio, sendo seu genoma montado analisado

apenas para obter informagdes complementares. Mas sua rede esta aqui representada.
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Figura 9-observagdo da rede de interacdo da Bacillus cereus CP174498, com noés indicando proteinas e arestas
indicando interagdes. Nos destacados com tamanhos maiores indicando nés com maiores valores de Bridge
Centrality (BriCe) e cores indicando locais subcelular: citoplasma, membrana, potencialmente exposta na
superficie e secretada. Fonte: elaboragdo propria.

4.1. Proteinas das vias estudadas

Enzimas da fermentacdo alcoolica e acética ndo estdo totalmente presentes na via. A
fermentagdo alcodlica demanda a presenca da alcool desidrogenase e acetaldeido desidrogenase.
Nao ha no genoma anotado da A. jinshanensis CP171343 a acetaldeido desidrogenase e o
transportador do 4cido acético. A bactéria seria incapaz de converter acetaldeido a 4cido acético
sem essa enzima. J4 para a fermentacdo alcodlica, a bactéria ndo possui a piruvato
descarboxilase no seu genoma, o que impossibilita a conversdo de piruvato a etanol. A A.
Jjinshanensis CP171343 ndo faz fermentacdo acética, nem alcodlica. Pelos resultados dessas
analises, acredita-se que a contribuicdo da bactéria na fermentag¢do do vinagre chinés ndo se da

pela producdo de 4cido acético.
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O BLAST com as enzimas das principais vias bioenergéticas demonstrou que a A.

Jjinshanensis CP171343 possui a maior parte das enzimas da fermentacdo heterolatica, da via

Embden-Meyerhof (EMP) e ndo possui enzimas importantes da via ED (Entner-Doudoroft),

tais como 6-fosfogluconato desidratase e 2-deshidro-3-deoxi-fosfogluconato aldolase.

Tabela 2-Enzimas das vias de fermentagdo alcodlica e acética

VIAS ENZIMAS PROCESSO STATUS
FERMENTACAO Piruvato Piruvato—>Etanol Ausente
ALCOOLICA descarboxilase
Alcool Etanol-> Acetaldeido Presente
FERMENTACAO desidrogenase
ACETICA Acetaldeido Acetaldeido> Acido Ausente
desidrogenase acético

Fonte: elaboragdo propria

A auséncia de enzimas chaves possibilita uma hipotese de que ndo ha a realizagdo de

fermentacdo acética ou alcodlica como metabolismo principal. Elimina-se uma questao inicial

desse trabalho que era compreender o papel da bactéria na fermentagdo do vinagre chinés.

Embora ausente do metabolismo principal, a base conjugada do &cido acético (o acetato) ¢ um

dos produtos na fermentagdo heterolatica. O BLAST com essas enzimas demonstrou que estao

presentes no genoma, conforme mostrado na tabela abaixo.

Tabela 3- Enzimas da via da fermentagdo heterolatica (via da fosfocetolase)

VIA

ENZIMA PROCESSO STATUS

Hexoquinase Glicose>Glicose-6- Presente

fosfato

34



Glicose-6-fosfato Glicose-6-fosfato—> 6- Presente
desidrogenase fosfogluconolactona
6- 6-fosfogluconolactona—>6- Presente
fosfogluconolactonase fosfogluconato
6-fosfogluconato 6- Presente
desidrogenase fosfogluconato—>Ribulose-
5-fosfato
ribulose-5-fosfato Ribulose-5- Presente
epimerase fosfato—> Xilulose-5-
fosfato
Pentose fosfocetolase  Xilulose-5- Presente
fosfato>Gliceraldeido-3-
FERMENTACAO fosfato e acetil-fosfato
HETEROLATICA [ actato desidrogenase Piruvato=>Lactato Presente
Fosfotransacetilase (DAcetil- Presente
fosfato>acetaldeido
Aldeido (IT)Acetil- Presente
desidrogenase fosfato>acetaldeido
Alcool desidrogenase  Acetaldeido=>Etanol Presente
Acetil fosfato quinase  Acetil-fosfato—> Acetato Ausente

Fonte: elaboragao propria

Esses resultados indicam que a A. jinshanensis CP171343 realiza a fermentacao
heterolatica (via da fosfocetolase), convertendo glicose a etanol, lactato e acetato. A via EMP ¢

parcialmente parte da via da fosfocetolase, conforme demonstrado pela representagao da via.

35



0=C-0

H, c ) H,C=-0-@) H,C—OH
H=C—0H /«;L
HO=-C~H ) ™ 1 " o
H H
< ' ? : ' d ? ~ 2 N i
S . % NADP* Hﬁ\s_‘? ATP Hu\$—¢ H
H— fI:—DH H H NADPHH* OH
H,C—0—F) 6-F ost’n;iutonmcmn.. 'Gh':f-' se-G- "“fﬂ'-'i' Qicose
6-fosfogluconato Acetil- ATP CH
fosfato 3 Acetato
NADP* ADP o
4 CH, 11 =
— | +
0 NADPHH® 0=C—0—F) P, HS-CoA naDHA+ NAD
“-e 8/9 GH, Ha
H,C—OH H,C—OH
?(': p P J} HS-CoA NADIIH® phpe = o w bz
tizcr . ti=0 Tl I NAD®  Acetaldeido o
i F=S ey
i HERe ) O=¢-H P 2 ADP 2 ATP 0=¢-0" 0=¢-0r
H?C—O—@ H?c_D_{E I"“-u-.... H=C=-0H L o H— =0 ﬁ’ ?—OH
Ribose-3-fosfato Kilulose- HC=0-( NAD (H MADHH
J-fosfato MADH/MH" D

Ghceraldeido-3-fosfato

Piuvato

Lactato

10

Figura 10- via da fosfocetolase. Enzima pentose fosfocetolase (6) forma gliceraldeido-3-fosfato que entra na via

EMP. Adaptado de (Spector, 2009)

Tabela 4-enzimas da via EMP.

VIA ENZIMA PROCESSO STATUS
Hexoquinase Glicose—> Glicose-6-fosfato Presente
Fosfoglicoisomerase  Glicose-6-fosfato—> Frutose-6- Presente
fosfato

Fosfofrutoquinase*  Frutose-6-fosfato>Frutose-1,6-  Ausente
bifosfato

Frutose bifosfato Frutose-1,6- Ausente

VIA aldolase* bifosfato> Dihidroxiacetona-

EMBDEN- fosfato e Gliceraldeido-3-fosfato

MEYERHOF-  Triose fosfato Dihidroxiacetona-fosfato—> Presente

PARNAS isomerase Gliceraldeido-3-fosfato
Gliceraldeido-3- Gliceraldeido-3-fosfato>1,3- Presente

fosfato

desidrogenase™**

bifosfoglicerato™**
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Fosfogliceroquinase
Fosfoglicerato
mutase

Enolase

Piruvato quinase

1,3-bifosfoglicerato—>3- Presente
fosfoglicerato

3-fosfoglicerato—>2- Presente
fosfoglicerato

2- Presente
fosfoglicerato—> fosfoenolpiruvato
Fosfoenolpiruvato—> Piruvato Presente

*Enzimas ausentes fortalecem a hipodtese de inexisténcia da via. **Etapa em que ocorre a entrada do
gliceraldeido-3-fosfato, que ¢ produto da reagdo indicada pela enzima 6 na via da fosfocetolase. Fonte:
elaboragdo propria

Os achados apontam para duas auséncias importantes: ndo haveria frutose bifosfato

aldolase e fosfofrutoquinase. Essas duas enzimas possuem papéis cruciais na via EMP, sem as

quais ndo ocorre a continuidade das reacdes. Diante dessas auséncias, ¢ conclusivo dizer que a

via EMP ndo ocorre integralmente na bactéria como rota bioenergética. O BLAST também

resultou na presenca de uma parte das enzimas da via EMP. Como demonstrado na tabela 3,

todas enzimas que conduzem o gliceraldeido-3-fosfato até piruvato estdo presentes no genoma.

Esse caminho até piruvato ocorre na via da fosfocetolase, conforme indicado na figura 8. Esses

dados permitem afirmar que a via EMP ocorre parcialmente, convertendo gliceraldeido-3-

fosfato produzido na via da fosfocetolase a piruvato.

A tltima via escrutinada foi a Entner-Doudoroff (ED).

Tabela 5-Enzimas da via ED

VIA ENZIMA

PROCESSO STATUS
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VIA ENTNER- Hexoquinase Glicose>Glicose-6- Presente

DOUDOROF fosfato
Glicose-6-fosfato Glicose-6-fosfato—>6- Presente
desidrogenase fosfogluconolactona

VIA ENTNER- 6- 6- Presente

DOUDOROF fosfogluconolactonase fosfogluconolactona—>6-

fosfogluconato
6-fosfogluconato 6-fosfogluconato—>2- Ausente
deshidratase* ceto-3-deoxi-6-

fosfogluconato
2-ceto-3-deoxi-6- 2-ceto-3-deoxi-6- Ausente
fosfogluconato fosfogluconato—>piruvato
aldolase* e gliceraldeido-3-fosfato

* Auséncia impede a via de ocorrer. Fonte: elaboragdo propria.

O BLAST dessa via apontou duas auséncias importantes, sem as quais a via nao ocorre.
A conversao de 6-fosfogluconato a 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato (KDPG) e 2-ceto-3-deoxi-
6-fosfogluconato a piruvato e gliceraldeido-3-fosfato impediriam a ocorréncia dessa via. Se

trata de porgdes cruciais e incontornaveis da via.

Diante desses achados, conclui-se pela hipotese de que a 4. jinshanensis CP171343 nao
fermenta a etanol, nem a 4cido acético, mas produz etanol, lactato e acetato por via da
fosfocetolase. Além disso, possui um metabolismo duplo da glicose, pela via da fosfocetolase

e da via EMP.

Conforme mencionado, o estudo de um interactoma demanda a selecdo de proteinas
especificas que servem como sementes (seeds). As enzimas das vias bioenergéticas que foram

encontradas no BLAST serdo as seeds dos estudos de interagdes posterior. Trata-se de uma
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filtragem que foi exitosamente empregada neste trabalho. Para fins de apresentacdo, aqui sera
empregado o nome da proteina e ndo o seu nome anotado no genoma, ja que ocorreram hits
com porcdes das proteinas, o que resultou, eventualmente, em uma proteina obter mais de um
hit no genoma. Quando for apresentado o resultado das interagdes, a Alcool desidrogenase, por
exemplo, serd o HIT que se obteve no BLAST. Nesse caso, os trés trechos que foram resultados
aceitaveis do BLAST da enzima Alcool desidrogenase recebera a alcunha de Alcool
desidrogenase para fins de melhor apresentacdo. As seeds selecionadas nessa etapa sdo: alcool
desidrogenase, hexoquinase, glicose-6-fosfato desidrogenase, 6-fosfogluconolactonase, 6-
fosfogluconato desidrogenase, ribulose-5-fosfato epimerase, pentose fosfocetolase, lactato
desidrogenase, fosfotransacetilase, aldeido  desidrogenase, 4lcool desidrogenase,
fosfoglicoisomerase, triose fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,

fosfogliceroquinase, fosfoglicerato mutase, enolase, piruvato quinase.

4.1.1. BLAST como ferramenta de filtragem e direcionamento

A escolha por explorar os processos fermentativos potencialmente realizados pela A.
jinshanensis CP171343 no vinagre chinés iniciou com a hipdtese de que o organismo
potencialmente realizaria fermentacdo acética. Adotar o BLAST como etapa inicial foi
relevante ja que enderecou as andlises futuras, filtrando o que poderia ser analisado. No caso
da A. jinshanensis CP171343, descobriu-se que ndo realizava fermentagao acética, contrariando
as hipdteses tracadas inicialmente. No caso da B. cereus CP174498, o BLAST foi capaz de
indicar a presenca de genes que potencialmente indicam a realizacdo de fermentagao alcoolica.
Esse trabalho constatou que um ponto de partida crucial e vidvel para inicio das andlises ¢
empregar o BLAST para verificar a presenca de genes estudados. Aqui foi o caso da
fermentagdo acética, porém acredita-se que pode ser expandido para outros processos
bioldgicos estudados. Servird sempre ao proposito de explorar unicamente as vias que se sabe

estar presentes e expande os conhecimentos a respeito dessas vias.
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4.1.2. Estudo direcionado pelas fungdes biologicas conhecidas

A escolha por estudar as interagdes a partir de uma ou mais vias metabolicas se
demonstrou uma etapa incontornavel do processo. A rede de interagdo sempre sera
humanamente impossivel de ser analisada em sua totalidade. Ao propor que seja escolhida uma
via, notou-se que novos conhecimentos podem ser obtidos, expandindo o que se sabe sobre
aquele processo metabolico e bioldgico. Baranwal et al. (2020) apontou essa complexidade de
interacdes das vias metabolicas e como o estudo individual dos componentes das vias pode
resultar em valiosas informagdes sobre o processo como um todo. Dessa maneira, propor que

se estude o conjunto das interagdes utilizando uma via metabdlica como ponto inicial € coerente.

Nesse trabalho, surpreendeu inicialmente que uma bactéria isolada no vinagre chinés e
descrita como participe do processo nao tenha um papel direto na fermentagao acética em si. O
inesperado abriu campos para novas buscas que, conforme ficou demonstrado, mostraram
significantes novas descobertas do microrganismo e abre portas para estudos de bancada
complementares os quais poderdo ser promissores. Escolher um ponto de partida para estudo
pode soar um processo arbitrario. No entanto, ¢ plausivel que esse direcionamento para estudo
seja estratégico para evitar um estudo extenso e humanamente impossivel do genoma. Também
¢ razoavel que a escolha de uma via metabolica para estudo possa partir de um ponto em que
se possua mais conhecimentos experimentais. No caso da 4. jinshanensis CP171343, estudar
os processos fermentativos era partir de um experimento de bancada que demonstrou haver a
fermentagdo heterolatica. Sendo assim, a analise fica direcionada, com menor risco de

arbitrariedades.

Compreender as vias bioenergéticas que os organismos realizam € benéfico a uma série
de propdsitos. Para um processo fermentativo que empregue esse organismo, conhecer as vias
metabolicas fermentativas ¢ essencial (Liu, 2020). Da mesma maneira, o cultivo laboratorial

demanda o conhecimento das vias bioenergéticas para melhor aproveitamento (Adamberg,
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Valgepea e Vilu, 2015). O resultado de BLAST com os genomas da A. jinshanensis CP171343
fornecem uma base minimamente solida para afirmar que a bactéria participa da fermentagao
heterolatica. E corroborado pelas descobertas laboratoriais, que demonstraram a presenca da

via no microrganismo (Yu et al., 2020b).

Xu et al. (2024) quantificou a abundancia de espécies na fermentacdo do vinagre de
Zhenjiang e apontou que a Acetilactobacillus jinshanensis comega a se destacar no 11° dia da
fermentagdo até ser predominante no final do processo. (Xu et al., 2011a) demonstraram que a
producdo de acido acético se estabiliza entre os dias 10° e 15°. O autor também indica que
quantidade do 4cido ¢ até consumida no intervalo do 15° dia até o 20° dia. Esse achado reforca
o resultado encontrado via BLAST de que a bactéria ndo realiza fermentacdo acética. Xu et
al.(2011) também indicaram que o acido latico atinge seu pico no 5° de fermentacdo e comeca
a ser consumido progressivamente, atingindo seu valor minimo no 20° dia. Esse dado contrasta
com a descoberta de que a A. jinhanensis potencialmente realize fermentagdo heteroldtica,
produzindo produz quantidades equimolares de etanol, lactato e dioxido de carbono com
ocasionais tragos de acetato (“MetaCyc heterolactic fermentation”, 2025). Dado a prevaléncia
da bactéria na fase final da fermentacao, ndo € coerente afirmar que a contribuicdo que a bactéria

possui no processo fermentativo seja produzindo acido latico.

A via EMP ndo ocorre integralmente na A. jinshanensis CP171343, conforme indica o
BLAST feito no genoma montado da bactéria e no genoma da referéncia depositado no NCBI.
A auséncia de duas enzimas importantes levou a essa conclusdo definitiva. Logo, a fermentacao
heterolatica ¢ o mecanismo bioenergético predominante. A literatura demonstra que o
intermediario chave da via EMP ¢ o gliceraldeido-3-fosfato (Spector, 2009). O produto ¢
produzido em uma etapa da via da fosfocetolase e continua na via EMP até ser produzido
piruvato. E relevante que se tenha encontrado no genoma as enzimas que sio responsaveis por

conduzir o gliceraldeido-3-fosfato na via. Nao se trata de uma informac¢ao contraditoria, ja que
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apenas esse intermedidrio entra na via. Esse achado reforca que as duas vias ocorrem
simultaneamente, mas nio integralmente. Arskold et al. (2008) descreveu que processo similar
ocorre com a Lactobacillus reuteri, bactéria taxonomicamente proxima. Foi encontrado que a
via do fasfocetolase ¢ dominante no organismo, o qual contém uma via dual para glicolise. Esse
contraste comprova a qualidade da montagem gendmica e a capacidade da analise de interagoes,
conforme serd mais discutido a frente.
4.2. Fitlragem por BriCe

Essa etapa consistiu na busca pelas proteinas com maiores valores de BriCe da rede da
A. jinshanensis CP171343. O BriCe se fundamenta na teoria dos grafos (Pavlopoulos et al.,
2011). Pressupde, dentre outras coisas, que alguns parametros sdo relevantes para analise de
uma rede e capazes de fornecer dados com os quais se pode levantar hipdteses. Entre esses
parametros estdo as medidas de centralidade, que indicam o quanto nds de uma rede servem
como elementos conectores entre conjuntos de nos. O BriCe mensura essa capacidade dos nos
servirem como pontes. O plug-in do proprio Gephi foi utilizado. Obteve-se os 30 nds com
maiores valores de BriCe. Essa etapa consistiu na segunda filtragem de nds. Essas proteinas
com maiores valores de BriCe foram buscadas no NCBI e submetidas ao InterProScan para que

seus dominios conservados fossem obtidos para analises individuais.

Tabela 6-proteinas com maior Bridging Centrality

Codigo da Dominio conservado Interacio com
proteina enzimas estudadas
(NCBI))

QBP19020.1 Aminotransferase com dobradura de classe /Il Alcool desidrogenase,
e piridoxal [Acetilactobacillus jinshanensis] Lactato
Desidrogenase
QBP18937.1 Proteina ligadora de ATP de transportador ABC
de aminoacidos [Acetilactobacillus Lactato
jinshanensis] desidrogenase,
gicose-6-fosfato
desidrogenase,
6-fosfogluconato
desidrogenase
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QBP18702.1

QBP18828.1

QBP18028.1

QBP18418.1*

QBP17725.1

QBP18992.1**

QBP19031.1%**

QBP18177.1%*

QBP17961.1

QBP18782.1%**

QBP17770.1%*

QBP18617.1

QBP17928.1%**

Racemase de aminoacido [Acetilactobacillus
jinshanensis]

Tioesterase de acil-ACP [Acetilactobacillus
jinshanensis]

Aminotransferase com dobradura de classe I/11
[Acetilactobacillus jinshanensis]

D-2-hidroxiacido [Acetilactobacillus
jinshanensis] -blast lactatodesidrogenase

Glicosiltransferase [Acetilactobacillus
jinshanensis]

Proteina contendo dominio DUF2187 (dominio
de fun¢ao desconhecida 2187)
[Acetilactobacillus jinshanensis]

NrnA proteina bifuncional com atividade
oligoribonuclease e fosfatase de PAP
(fosfoadenosina 5'-difosfato)
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina contendo dominio FRG
[Acetilactobacillus jinshanensis]

TruB, sintetase de pseudouridina(55) de tRNA
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina hipotética ELX58 06650
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina hipotética ELX58 00965
[Acetilactobacillus jinshanensis]

PlsX, fosfato aciltransferase [Acetilactobacillus
jinshanensis]

Proteina ribossomica 30S S20
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Lactato desidrogenase

Lactato desidrogenase

Lactato
deshidrogenase

Nao ha

Lactato
deshidrogenase
Fosfoglicerato mutase

N3do ha

Triose fosfato
isomerase

Lactato desidrogenase

6-fosfogucono-
lactonase
Glicose-6-fosfato
desidrogenase

Nao ha

Fosfoglicerato mutase,
glicose-6-fosfato
isomerase,
glicose-6-fosfato
desidrogenase,
6-fosfoglucono-
lactonase

6-fosfogluconato
desidrogenase,
ribulose-5-fosfato

epimerase

Nao ha
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QBP19011.1%**

QBPI8171.1%**

QBP17773.1%**

QBP18768.1%**

QBP19045.1%*

QBP18189.1

QBP18130.1**

QBP18340.1%*

QBP18481.1**

QBP18016.1

QBP19016.1

QBP17915.1%**

Endonuclease de restri¢ao [Acetilactobacillus
jinshanensis]

Proteina hipotética ELX58 03250
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina hipotética ELX58 00980
[Acetilactobacillus jinshanensis]

DUF2969 (dominio de fun¢do desconhecida
2969) [Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina hipotética ELX58 07310
[Acetilactobacillus jinshanensis]

SDR family oxidoreductase [Acetilactobacillus
jinshanensis]|

Proteina hipotética ELX58 07310
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina hipotética ELX58 04140
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina hipotética ELX58 04880
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina da familia YozE [Acetilactobacillus
jinshanensis]

Proteina contendo dominio redox
[Acetilactobacillus jinshanensis]

Proteina da familia DUF 1447 (dominio de
fun¢do desconhecida 1447) [Acetilactobacillus
jinshanensis]

Alcool desidrogenase,
6-fosfoglucono
lactonase,
hexoquinase,
lactonase,
glicose-6-fosfato
isomerase,
fosfoglicerato mutase,
enolase

Naéo ha
6-fosfoglucono
lactonase
Nao ha

Triose fosfato
isomerase

Lactato desidrogenase

N3do ha

Nao ha

Nao ha

Nao ha

Alcool desidrogenase,
6-fosfoglucono-
lactonase,
hexoquinase,
glicose-6-fosfato
isomerase,
fosfoglicerato mutase,
enolase

Nao ha
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QBP18473.1** Proteina hipotética ELX58 04840 Nao ha
[Acetilactobacillus jinshanensis]

QBP19021.1 Alcool desidrogenase,
glicose-6-fosfato
desidrogenase,
Hipoxantina fosforribosiltransferase hexoquinase,
[Acetilactobacillus jinshanensis] lactonase,
glicose-6-fosfato
isomerase,
fosfoglicerato mutase,
enolase

*Proteina parte de via estudada nesse projeto. **Proteinas sem fungdes descritas.***Proteinas com fungdes
muito distintas do estudado nesse projeto. Fonte: elaboragdo propria

Endonucleases e proteinas ribossomicas, por exemplo, dificilmente possuem relagdo de
fungdes diretas com os processos bioquimicos estudados aqui, dados os diferentes propositos e
produtos. Hé outras proteinas com fun¢do desconhecida ou vagamente descrita, com um grau
de incerteza muito alto para alegar fun¢do. No entanto, a proteina com dominio da lactato

desidrogenase esta nos achados com maiores valores de BriCe (QBP18418.1).

A Lactato Desidrogenase também interage com as proteinas de maior BriCe. As
interacdes com proteinas relacionadas com transporte de aminoécidos, racemases e
oxirredutases sdo indicadas e podem conferir algum significado bioldgico. Importante destacar
que a Lactato Desidrogenase converte piruvato a lactato na reacao da fosfocetolase. O piruvato
aqui € produto da via EMP, o que corrobora com o papel de ponte que a enzima possui ao ligar

processos bioldgicos distintos.

Uma endonuclease de restricao (QBP19011.1) aparece com alto BriCe e interagem com
muitas proteinas. Nao parece haver alguma relacdo bioldgica conjecturdvel dessas interagdes

dadas as funcdes bioldgicas distintas que desempenham.

A QBP19016.1, ¢ descrita como sendo uma proteina com funcdo de oxirreducao.
Aparece interagindo com diversas enzimas estudadas, sendo algumas com funcgdes de

oxirrudugdo. Um indicativo de potencial papel complementar e que faz sentido biologico.
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A Hipoxantina fosforribosiltransferase (QBP19021.1) possui fungdo de recuperacao de
bases nitrogenadas, sendo fun¢des na manutencdo do material genético. Também aparece

realizando uma série de interagdes aparentemente incoerentes com os processos estudados.

Esses resultados servem ao propoésito de alimentar as hipdteses para trabalhos futuros.

4.2.1. Uma segunda filtragem: coeficientes de centralidade

A andlise de Bridging Centrality demonstrou que apenas uma proteina das 30 com maior
BriCe esta relacionada com os processos estudados nesse trabalho. Estabelecer hipoteses com
as outras proteinas ndo relacionadas ao processo ¢ arriscado, sendo necessario maiores analises

e estudos conjuntos, os quais devem empregar analises de outros processos metabolicos.

Empregou-se o BriCe como um passo na metodologia baseando-se na teoria dos grafos.
Pavlopoulos et al. (2011) propds o uso de coeficientes de centralidade como parametros para
estudar as redes PPI. Esses coeficientes podem ser traduzidos para termos bioldgicos com

relativa facilidade.

A lactato desidrogenase aparece como uma das proteinas com alto valor de BriCe,
embora o seu estudo de interagcdes ndo tenha resultado em novas informagdes sobre o organismo.
No entanto, a enzima ¢ participante da via da fosfocetolase e usa o produto da via EMP para o

converter a lactato, isto €, a enzima integra a via EMP na via da fosfocetolase.

Via EMP
p. 2 ADP 2 ATP 0=C—-0- o= c—cr
|
i > H— C 0 7:’ —G—DH
NAD* CH NADH/H
NADH/MH* NAD*

Piruvato Lactato 1

Figura 11 -reagdo feita pela lactato desidrogenase (7), convertendo piruvato -um produto da via EMP- em lactato.
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Esse achado demonstra que a analise de proteinas pontes podem ser de grande
relevancia para o estudo do interactoma. Aqui, foi possivel observar que o software previu
corretamente uma proteina que ¢ ponte entre dois processos metabdlicos relevantes para a
sobrevivéncia da bactéria. E razoavel acreditar que se o estudo desse projeto fosse expandido
para que se estudasse outros processos biologicos, seria possivel encontrar mais proteinas que

sirvam como pontes. H4 um grande potencial de aplicacdes dessa etapa em novos estudos.

Nesse sentido, depositar a informacao de que essas proteinas da tabela 5 sdo pontes no
genoma da bactéria ¢ uma informacdo que podera ser base de novas descobertas. Os novos
experimentos de bancada que porventura demonstrem processos bioldgicos relacionados com
essas enzimas, potencialmente poderdo ser complementados com essas informagdes. Ha a
possiblidade de novas hipoteses serem testada em bancada ou in silico tendo como ponto de
partida as proteinas pontes. Nesse sentido, hd sempre uma grande contribuicao da ciéncia da
base em apontar novos caminhos e buscar teorizar sobre as potencialidades, se limitando ao que
os dados concretos podem oferecer no momento. Embora possa soar um conhecimento limitado,
¢ importante apontar que escolher o ponto de partida para andlise de interacdes € uma etapa

dispendiosa, que pode ser encurtada com informagdes sobre as pontes do genoma.

Cabe apontar nessa discussao que os bancos de dados como STRING (Szklarczyk et
al., 2023) armazenam diversas interagdes por vezes pouco esclarecidas. Esse banco de dados ¢
consultado em pesquisas especificas, sendo uma importante ferramenta complementar para
estudo. Levantar hipdteses sobre processos biologicos utilizando apenas interagdes preditas in
silico pode ser um caminho espinhoso e bastante arriscado. Apontar as possibilidades, no
entanto, proporciona a reducdo de tempo de pesquisa para trabalhos futuros, sobretudo os
trabalhos de bancada. Esses dados sobre as interacdes e as “proteinas pontes” do genoma,
embora inconclusivas, possibilita que trabalhos futuros encontrem pistas de quais processos

serdo mais promissores para elucidar as vias bioquimicas pouco esclarecidas. Os dados obtidos
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aqui permitem apontar a lactato desidrogenase como um potencial enzima que integra vias do
genoma. Por fim, permite também dizer que essa etapa da metodologia que esse trabalho propde
¢ coerente com os dados biologicos disponiveis at¢é o momento, sendo bastante razoavel seu
emprego em novos trabalhos futuros. O fato de a maioria das descobertas serem confirmadas
por dados experimentais demonstra a eficiéncia em predizer interagdes e processos bioquimicos
relevantes.
4.3. Estudo das interagdes individuais

Foram selecionadas todas as interacdes realizadas por todas as enzimas dos processos
estudados que foram localizadas no genoma. As andlises indicam interagdes entre as enzimas

dos processos estudados.

- Fn:fuglumn'duid rogenase
Lactato DBrogenase Lactato DiBrogenase

Fostoliffolase

Lactato D.ﬁ rogenase Glicose-6- Fn-s'l'.imrsidroq enase

)

oiruva i
N e 6-fosfogludiBialactonase

_"Il'.rhu_l_o:e- 5- fo.'m epimerase
- ~~— & fosfogluconal@idesidrogenase
Piruvat@fuinase

Fosfato acaflitransierase

Hex

Ghuraldﬂdn-}kﬂtn desidrogenase

Fn;lughu‘;ﬁ‘o quinase L
Fosfoglicsfdlto mutase E-I’osra-glu‘:r.ulunuc

Aldeido d-.rngenase Posiocetolass
W EMP

12

Figura 12- rede de interagdes observadas no Gephi com proteinas estudadas. Os nos coloridos indicam as proteinas
e suas vias, enquanto as arestas indicam as interacdes. NOs com tarjas repetidas indicam que o BLAST encontrou
mais de um trecho da sequéncia como resultado. Fonte: elaboracdo propria.
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As interagdes demonstram que as enzimas das vias fosfocetolase e EMP interagem tanto
entre si, quanto de forma cruzada. O clado fosfoglicerato mutase, enolase, hexoquinase, glicose-
6-fosfato-isomerase e 6-fosfogluconolactonase apontam uma interconexao de enzimas que sao
participantes da via da fosfocetolase e da EMP, ambas potencialmente presentes nessa bactéria.
O conjunto de interagdes que unem esse clado reforca a hipdtese dessas vias estarem presentes.
Menciona-se também as ligacdes entre os nds de fofoglicerato mutase e 6-fosfogluconato
desidrogenase. Os n6s com a mesma tarja indicam que foram encontrados mais de um hit com
0 BLAST. A interagdo entre esses nds de mesma tarja indica a possivel formagao de oligdmeros

em um possivel complexo proteico que constitui essas enzimas.

4.3.1. Interactoma local confere respaldo a analises bioldgicas

A analise das interagdes demonstrou a capacidade de confirmar hipdteses sobre os
processos biologicos. O BLAST indica se ha as enzimas dos processos estudados, enquanto a
analise do interactoma local reforca ou refutam as hipoteses iniciais. Os achados desse trabalho,
conforme mostrado no topico 4.3 e na figura 12, demonstram que as enzimas da via EMP estao
nao somente presentes, como também realizarem interagdes com as enzimas da via heterolatica.
Essas interagdes reforcam um papel conjunto dentro dos processos biologicos, o que € coerente
com a via heteroldtica, conforme a figura 10, e com os trabalhos pretéritos de espécie
taxonomicamente proxima. Arskold et al. (2008) descreveu que processo similar ocorre com a
Lactobacillus reuter. Demonstrou-se a eficacia do modelo de predi¢do de redes em resultar

dados biologicos coerentes de um genoma recém montado.

Neste trabalho, resta poucas duvidas sobre a dupla via de oxidagdo da glicose feita pela
bactéria , uma vez que tanto os genes envolvidos estdo presentes, quanto as interagdes de
proteinas entre as duas vias foram observadas. Esse método de estudo das interagcdes possui
grande relevancia para outros organismos, ja que ¢ capaz de apontar interagdes com significados

biologicos. Acredita-se que essa etapa possa ser mais proveitosa em processos biologicos para
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os quais existam gaps de entendimento sobre o tema. Nesses cendrios, a analise individual das
proteinas da rede pode conferir novas pistas.
4.4. Estudo das vias metabdlicas principais

As principais vias realizadas pelas proteinas do genoma foram obtidas. Aqui cabe
mencionar que esse resultado indica quais vias as proteinas do genoma estdo potencialmente
envolvidas, conforme o que esta anotado na ontologia do gene. Isso significa que uma proteina
pode estar envolvida em mais de uma via e que haver muitas proteinas envolvidas com a mesma
via indica que potencialmente aquela via esta presente. Desse modo, os dados foram tratados
para ranquear as 30 principais ocorréncias, isto ¢, as 30 vias que possuem maiores nimeros de

proteinas do genoma presentes.

Sendo assim, obteve-se que as mais prevalentes vias sdo de produ¢do de antibiotico,
tais como higromicina B, fosalacina, lincomicina A, precursor de tetracilina, mupirocina; vias
de produgao de compostos anticancer, tais como salinosporamide A, mitramicina, bicaverina;
vias de producdo de antiprotozoario, tal como apicidina; e vias de producdo de antivirais, tais

como echinomicina e triostina.

As principais vias foram classificadas conforme sua importancia biotecnoldgica e

apresentadas na figura 13.
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Aplicacdes dos produtos das principais vias
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Figura 13-Grafico demonstrando as ocorréncias de fun¢des das 30 principais vias do genoma. Fonte: elaboracao
propria.

Esses resultados indicam uma prevaléncia de vias que produzem antibioticos. Vias
estruturais se referem a vias cujas importancias biotecnoldgicas ndo estdo bem esclarecidas,

mas que compde estruturas como parede celular e processos celulares relevantes.

Esses dados indicam um grande potencial biotecnoldgico a ser explorado, seja em

pesquisas com novas redes, seja em bancada.

Foram também elaboradas as principais vias de clusteres do genoma. Inicialmente,
obteve-se quatro clusteres por meio de plug-in do Gephi. As dez principais vias de cada um dos
quatro clusteres foram obtidas para analise. Com raras exegdes, as vias prevalentes nas analises
de clusteres ndo se mostraram distintas da que fora encontrada nas principais vias do genoma.
Nem nos clusteres, nem no genoma completo foram observadas vias que estivessem
relacionadas diretamente com os processos bioenergéticos estudados inicialmente. Isso em
parte se justifica pelo numero de proteinas necessarias para ocupar as primeiras posicoes de

principais vias. Uma via pode ser prevalente na quantidade de proteinas por ser uma via com
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diversas etapas e processos anexos que a inviabilize. Portanto, a andlise de vias serve mais ao

propdsito de observar vias que potencialmente ocorrem no genoma.

4.4.1. Andlise de vias e as fungdes bioecoldgicas no alimento larval de abelha

A andlise das vias levantou diversas hipdteses sobre o papel da bactéria no alimento
larval de abelhas, local em que foi colhida a amostra contendo o genoma da A. jinshanensis
CP171343. Corroborado por outras pesquisas (Mohammad, Mahmud-Ab-Rashid e Zawawi,
2020; Santos, 2022; Santos et al., 2022; Vasquez et al., 2012), o alimento larval de abelhas
ja foi associado com propriedades antimicrobianas, anti-cancer, antioxidante. O fato da
Acetilactobacillus jinshanensis CP171343 ter sido isolada no alimento larval de abelhas e
possuir, entre suas as vias principais, caminhos metabolicos de producao de produtos com essas
propriedades potencialmente indica a possibilidade do papel ecologico da bactéria, bem como
seu potencial biotecnoldgico. O estudo de cada via renderia novos trabalhos para se verificar
sua real presenca no organismo. No entanto, o achado ¢ respaldado com o que esta descrito na
literatura. A bactéria potencialmente contribui para a produgcdo de um alimento larval com
propriedades terapéuticas e com papeis bioecologicos relevantes no sistema colmeia de abelhas

sem ferrao

4.5. Genes de proteinas relevantes presentes na no genoma da Bacillus cereus CP174498

A andlise do genoma montado da Bacillus cereus CP174498 via BLAST indicou a
presenca de genes da fermentagdo alcoolica (piruvato decarboxilase) e auséncias dos genes de
fermentagdo acética (acetaldeido desidrogenase). Essa fermentacao esta presente no processo
de producao do vinagre chinés, constituindo a primeira etapa do processo (Xu et al., 2011b). O
vinagre passa por um conjunto de transformagdes dos seus substratos até ser produzido o

produto alimenticio. A fermentacdo alcoolica ¢ uma dessas etapas, que ndo esta presente na A.
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Jjinshanensis CP171343, mas aparece na B. cereus CP174498. Esses indicios apontam para um

papel conjunto dos dois organismos.

Tabela 7- Enzimas de fermentagdo alcoodlica e acétia e sua disponibilidade no genoma da B.cereus CP174498

VIAS ENZIMAS PROCESSO STATUS
FERMENTACAO Piruvato Piruvato—> Etanol Presente
ALCOOLICA descarboxilase

Alcool desidrogenase  Etanol-> Acetaldeido Presente
FERMENTACAO
ACETICA Acetaldeido Acetaldeido>Acido acético  Ausente

desidrogenase

Fonte: elaboragado propria.

A via da fosfocetolase (fermentacdo heterolatica) potencialmente ndo ocorre na B.

cereus CP174498. Isso ndo pode ser levantado como uma hipotese forte dado que a maior parte

das enzimas da via esta presente. No entanto, falta a fosfocetolase, enzima que da nome a via.

Diante disso, € provavel que essa via nao ocorra na B. cereus CP174498.

Tabela 8-via da fosfocetolase e sua presenca na B. cereus CP174498.

VIA ENZIMA PROCESSO STATUS
Hexoquinase Glicose>Glicose-6- Presente
fosfato
Glicose-6-fosfato Glicose-6-fosfato—=>6- Presente
desidrogenase fosfogluconolactona
6- 6-fosfogluconolactona—>6- Presente
fosfogluconolactonase fosfogluconato
6-fosfogluconato 6- Presente
desidrogenase fosfogluconato—>Ribulose-
5-fosfato
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ribulose-5-fosfato

epimerase

Pentose fosfocetolase

*

FERMENTACAO

HETEROLATICA Lactato desidrogenase

Fosfotransacetilase

Aldeido
desidrogenase
Alcool desidrogenase

Acetil fosfato quinase

Ribulose-5-

fosfato—=> Xilulose-5-
fosfato

Xilulose-5-
fosfato>Gliceraldeido-3-
fosfato e acetil-fosfato
Piruvato—> Lactato
(DAcetil-
fosfato>acetaldeido
(II)Acetil-
fosfato>acetaldeido
Acetaldeido—> Etanol

Acetil-fosfato=> Acetato

Presente

Ausente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

*Enzima chave da via. Fonte: elaborag@o propria.

A via EMP foi investigada na B. cereus CP174498 e identificou as enzimas relevantes

dessa via como estando presentes no genoma. Diferente do que ocorre com a A. jinshanensis

CP171343, aqui a via esta presente em sua totalidade.

Tabela 9- enzimas da via EMP e sua disponibilidade no genoma da B. cereus CP174498.

VIA ENZIMA PROCESSO STATUS
Hexoquinase Glicose—> Glicose-6-fosfato Presente
Fosfoglicoisomerase  Glicose-6-fosfato—> Frutose-6- Presente

fosfato
Fosfofrutoquinase Frutose-6-fosfato>Frutose-1,6-  Presente

bifosfato
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Frutose bifosfato
VIA aldolase
EMBDEN-
MEYERHOF- Triose fosfato
PARNAS isomerase

Gliceraldeido-3-
fosfato

desidrogenase**

Fosfogliceroquinase
Fosfoglicerato
mutase

Enolase

Piruvato quinase

Frutose-1,6- Presente
bifosfato—=> Dihidroxiacetona-

fosfato e Gliceraldeido-3-fosfato
Dihidroxiacetona-fosfato—> Presente
Gliceraldeido-3-fosfato
Gliceraldeido-3-fosfato=>1,3- Presente
bifosfoglicerato™*

1,3-bifosfoglicerato—=>3- Presente
fosfoglicerato

3-fosfoglicerato—=>2- Presente
fosfoglicerato

2- Presente
fosfoglicerato—=>fosfoenolpiruvato
Fosfoenolpiruvato—>Piruvato Presente

Fonte: elaboragdo propria

Por fim, investigou-se a via ED. Nao foram encontradas enzimas relevantes da via, o

que indica sua provavel inexisténcia.

Tabela 10- Enzimas da via ED e sua disponibilidade no genoma da B. cereus CP174498

VIA ENZIMA

PROCESSO STATUS

Hexoquinase

Glicose=>Glicose-6- Presente

fosfato
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Glicose-6-fosfato Glicose-6-fosfato=> 6- Presente
desidrogenase fosfogluconolactona
6- 6- Presente

fosfogluconolactonase fosfogluconolactona—>6-

VIA ENTNER- fosfogluconato
DOUDOROF 6-fosfogluconato 6-fosfogluconato—>2- Presente
deshidratase ceto-3-deoxi-6-
fosfogluconato
2-ceto-3-deoxi-6- 2-ceto-3-deoxi-6- Ausente
fosfogluconato fosfogluconato—>piruvato
aldolase* e gliceraldeido-3-fosfato

* Auséncia de enzima chave da via. Fonte: elaboracao propria

Portanto, ¢ bem provavel que a bactéria participe da fermentagdo alcoolica, um processo
relevante para a fermentacao do vinagre de aromatico de Zhenjiang. Trata-se da primeira etapa
do processo fermentativo para producdo do vinagre, o qual possui outras etapas, em que
organismos sdo substituidos naturalmente. Assim, hd a etapa de fermentacdo alcoodlica e
fermentagdo acética. Na alcoolica, os organismos dominantes sdo os capazes de oxidar
parcialmente a glicose em etanol. Essa etapa ¢ realizada por diversas espécies que sao
substituidas com o decorrer do processo por bactérias de fermentacao acética (Xu et al., 2024b).
A B. cereus que sequenciamos, montamos e depositamos no NCBI potencialmente realiza a
fermentagdo alcoolica, de acordo com nossas descobertas das enzimas responsaveis pela

fermentagdoalcodlica no genoma de nossa B. cereus. A A. jinshanensis CP171343

potencialmente nao realiza essa fermentagdo alcodlica pela auséncia do conjunto de enzimas
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capazes de executar essa tarefa. No entanto, sua participagdo no processo fermentativo do
vinagre chinés ¢ crucial ja que produz compostos como o acido latico, cuja composi¢do €
presente no produto. Ja a B. cereus CP174498 realiza potencialmente fermentacdo alcodlica,

dada a presenga dessas enzimas.

4.4.1. Papel da Bacillus cereus no processo fermentativo e sua relagdo com o alimento larval

de abelhas

A bactéria Bacillus cereus CP174498 teve sua rede PPI montada e genes dos principais
processos bioenergéticos buscados. A Bacillus cereus CP174498 estd presente no processo
fermentativo do vinagre chinés, mas sua abundancia ¢ baixa, com a comunidade de Bacillus
sendo inferior a 1% (Liu et al., 2023). A abundancia do género Bacillus no meio de fermentagao
altera conforme a estacdao do ano, o que implica na alteracao do sabor e das suas propriedades.
E também apontado que seu papel na fermentagdo é conferir sabor ao vinagre por meio de rotas
metabolicas. Um dos compostos que potencialmente € produzido ¢ a acetoina (Liu et al., 2023)
e ¢ apontada como composto que confere sabor. Essas rotas de sabores ndo foram alvos de
estudo desse projeto por questdo de adequacgdo de tempo. No entanto, trata-se de um promissor
campo a ser explorado utilizando a rede montada. Demonstrou-se que a Bacillus cereus
CP174498, que teve seu genoma montado nesse projeto, possui gene da fermentagdo alcodlica,
0 que ¢ corroborado com o fato de que a abundancia da bactéria € maior nos primeiros dias de
fermentagdo do mosto alcoolico, quando a fermentacao alcodlica ainda esta presente, mas cai
apo6s alguns dias, com o inicio de outros processos fermentativos (Liu et al., 2023). A real
contribui¢do da bactéria merece ser estudada posteriormente em trabalho a parte, dado que a
abundancia ¢ pequena demais para uma contribuicdo tdo relevante na fermentacdo e essa
abundancia varia conforme as esta¢des do ano, afetando também o sabor do alimento (Liu et

al., 2023).
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Fermentagéo alcodlica:
etapa de predominio de
organismos de fermentacao
alcodlica

Dia 0-6 da fermentagéo
acética: mosto fermentado
alcodlico é transferido para

ambiente de fermentacéao
acética. B. cereus esta
presente nessa etapa com
predominéncia de até
0,25%. H4 predominancia
de organismos de
fermentacédo acética.

Dias 6-11: género Bacillus
praticamente desaparece e
género Lactobacillus
comegam a se destacar.

Dia 11-20: aparecimento da
Acetilactobacillus
jinshanensis, que se torna
predominante até o fim da
fermentacéo. Etapa
também marca queda da
fermentacgao acéticae
consumo de parte do acido
latico do meio

Figura 14-etapas da fermentagdo do vinagre chinés e seus principais pontos. Adaptado de (Liu et al., 2023; Xu et

al., 2024b, 2011b).

Em contraste com a A. jinshanensis CP171343, a B. cereus CP174498 potencialmente

ndo realiza fermentacdo heterolatica. Sua presenca pode ser residuo da etapa anterior, de

fermentagao alcodlica, ou mesmo ter atuacao nessa fermentacao no meio.

Quanto a presenga da B. cereus no alimento larval, ha indicios que papéis bioecologicos

relevantes possam ser estudados futuramente. Neste trabalho, o estudo ficou restrito a

demonstrar seus processos fermentativos e bioenergéticos, mas € promissor um estudo sobre

vias metabolicas e processos bioquimicos que indiquem relagdes ecologicas relevantes na

formacao de um alimento larval com bioativos, bem como na manuten¢do da estabilidade

bioldgica da colmeia.

58



. 4.5. Proposta de metodologia

O éxito desse trabalho e a falta de metodologias claras para uso de preditores de rede

PPI nos fez propor uma metodologia desenvolvida, aplicada e discutida nesse trabalho,

conforme a figura 15.

¢ Escolha de genomas anotados de espécies taxonomicamente préximas selecionados do NCBI;
¢ Exclusédo daqueles que sdo muito similares (excessivamente préximos);
* Genomas de tamanhos similares ao da bactéria estudada.

Montagem com
GEPPI

¢ Entrada com os genomas no GEPPI para que execute a predigdo de rede de interagédo proteina-proteina.

/

Busca por
informacgoes da
bactéria

* Busca na literatura sobre os processos bioquimicos relevantes do organismo;
* Especulagdes sobre processos potencialmente realizados pela bactéria com base no ambiente em que foi isolada, observagoes
experimentais e processos biogimicos de taxons proximos;

* Selegao de proteinas envolvidas.

~

* Uso do BLAST para verificar a presenca das enzimas de interesse no genoma da bactéria;
¢ As encontradas sao as seeds.

v

* Uso do Gephi para visualizar rede de PPI;
¢ Uso do plug-in Bridging Centrality (BriCe) e rastreio das que possuam maiores valores;
« Identificagéo de todas interagdes com as proteinas escolhidas e que estédo presentes no genoma.

e Submissao das proteinas com maiores valores de BriCe e que interagem com as seeds para o InterproScan;
*Genes, familias, dominios e fungdes obtidas.

Elaboragao de
hipdteses

* Estabelecimento de hipoteses sobre a razado da interagdo com as seeds considerando as fungdes biolégicas desempenhadas;
* Expeculacgao sobre a fungdo dos nés com maior BriCe considerando os proessos envolvidos.

Figura 15-proposta de metodologia para trabalhos futuros

Esses procedimentos podem ser balizadores para trabalhos futuros, de modo que haja

um direcionamento minimo no estudo de redes PPI. Conforme abordado, a escolha pelo “ponto
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de partida” do estudo de interagdes pode soar arbitrario e desafiador. Esse trabalho demonstrou
que partir de conhecimentos consolidados (como foi o caso das enzimas do processo
fermentativo) pode ser uma alternativa bastante conveniente. Por vezes, resultados pouco
compreensiveis podem ser obtidos. Alguns serdo meros artefatos do processo de analise, do
funcionamento dos algoritmos ou de erros ocorridos em etapas anteriores. No entanto, como se
defendeu nesse trabalho, mesmo dados pouco coerentes com o conjunto de informagdes
existentes sobre o organismo atualmente poderdao servir de respaldo para novas descobertas
experimentais futuramente, ou mesmo serem melhor compreendidos com o avanco dos
trabalhos naquele organismo.
6.CONCLUSOES

Neste trabalho, foi concluido com éxito a montagem das redes PPI da Acetilactobacillus
Jjinshanensis CP171343 e da Bacillus cereus CP174498. Sua topologia foi observada e
registrada. O estudo da rede da 4. jinshanensis CP171343 demonstrou a presenca de proteinas
pontes do genoma e que conferem interpretacdes biologicas relevantes. Ha um grande potencial
para novos estudos dessas proteinas sejam experimentais, sejam computacionais. O estudo de
interacdes foi capaz de corroborar com a hipotese da presenca da dual via de oxidacdo da glicose.
O rastreio de proteinas por meio do uso de uma via como ponto de partida foi eficaz e resultou
em dados bioldgicos concretos. Essa etapa metodologica reduziu o tamanho da rede que seria
analisada, ja que se trata de um conjunto de dados cuja analise individual de cada interagdo ¢
humanamente impossivel. Uma nova metodologia foi proposta para uso em trabalhos similares
a este. A metodologia foi testada e se mostrou capaz de capturar informagdes biologicas em
trabalhos futuros. Por fim, a andlise das vias expandiu o conhecimento sobre o potencial
biotecnoldgico da Acetilactobacillus jinshanensis CP171343, abrindo novos caminhos para

estudos de redes PPI de cada via. Ficou verificado a capacidade do estudo de redes PPI e suas
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futuras aplica¢des em trabalhos similares. Foi feita uma abordagem holistica dos dados obtidos,

elaborando hipoteses que integrem os conhecimentos experimentais depositados na literatura.
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