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RESUMO

As cianobactérias, antigamente conhecidas como algas verdes azuis, sdo um filo procariético
muito antigo, que possui uma ampla diversidade morfoldgica, grande importancia ecoldgica
por fazerem parte do ciclo do oxigénio e nitrogénio, e produzirem diversos metabdlitos
secundarios, os quais podem apresentar potencial terapéutico e biotecnologico. Os ambientes
de agua doce apresentam caracteristicas mais favoraveis para o crescimento de cianobactérias,
porém, existem espécies com capacidade de crescer em outros ambientes e adaptadas a uma
ampla variacdo de pH. Pantanalinema é um género recente de cianobactérias pertencente da
familia Leptolynbyaceae, que vivem em aguas salino-alcalinas do Pantanal, bioma brasileiro, a
um pH cuja a taxa varia de 4 a 11. Recentemente, uma espécie do género foi descrita no cerrado,
isolada de uma cachoeira localizada na orla externa da Chapada das Mesas, situada no
municipio Carolina-MA, e teve seu genoma sequenciado pelo grupo de pesquisa em
biodiversidade, bioprospecgdo e biotecnologia (GB3) da UFMA, sendo identificada como
Pantanalinema sp. GBBBO05. A bioinformatica € uma ferramenta importante para interpretacao,
armazenamento e anotacGes de dados que sdo gerados a partir do sequenciamento genético.
Através de ferramentas da bioinformatica, é possivel extrair informacgdes importantes sobre um
organismo utilizando as sequéncias de aminoacido ou nucleotideos de um genoma. O trabalho
tem como principal objetivo fazer uma caracterizacdo de proteinas hipotéticas do genoma da
Pantanalinema sp. GBBBO05. A submissdo do genoma no antiSMASH, para prospecc¢do e
mineracdo do genoma, identificou 80 proteinas hipotéticas distribuidas em 14 agrupamentos
génicos, as quais foram caracterizadas manualmente buscando identificar dominios e
superfamilias, parametros fisico-quimicos, localizacao subcelular, atividade secretora e numero
de hélices transmembranares, utilizando ferramentas de bioinformatica e bancos de dados como
o Uniprot. Além disso, foram construidas arvores génicas através do MEGAYX, e analises de
sintenia, com o clinker e clustermap.js, para entender a relacdo evolutiva com outros
organismos. Através dos resultados obtidos, é possivel dar passos iniciais para a caracterizacao
genbmica da Pantanalinema sp. GBBBO05, demonstrando um possivel potencial biotecnoldgico

e contribuindo para a caracterizacao da diversidade local.

Palavras-chave: Genoma, bioinformatica, proteinas hipotéticas, agrupamentos génicos.



ABSTRACT

Cyanobacteria, formerly blue-green algae, are a very old prokaryotic phylum, which has a wide
morphological diversity, great ecological importance because they are part of the oxygen and
nitrogen cycle, and produce several secondary metabolites, which may have therapeutic and
biotechnological potential. Freshwater environments present more favorable characteristics for
the growth of cyanobacteria, however, there are species with the ability to grow in other
environments and adapted to a wide range of pH. Pantanalinema is a recent genus of
cyanobacteria belonging to the Leptolynbyaceae family, which live in saline-alkaline waters of
the Pantanal, Brazilian biome, at a pH whose rate varies from 4 to 11. Recently, a species of
the genus was described in the cerrado, isolated from a waterfall located on the outer edge of
Chapada das Mesas, located in the municipality of Carolina-MA, and had its genome sequenced
by the research group on biodiversity, bioprospecting and biotechnology (GB3) at UFMA,
being identified as Pantanalinema sp. GBBBO05. Bioinformatics is an important tool for
interpreting, storing and annotating data generated from genetic sequencing. Through
bioinformatics tools, it is possible to extract important information about an organism using the
amino acid or nucleotide sequences of a genome. The main objective of this work is to
characterize hypothetical proteins in the genome of Pantanalinema sp. GBBB05. Genome
submission to antiSMASH for genome prospecting and mining identified 80 hypothetical
proteins distributed in 14 gene clusters, which were manually characterized seeking to identify
domains and superfamilies, physicochemical parameters, subcellular location, secretory
activity and the number of transmembrane helices, using bioinformatics tools and databases
such as Uniprot. Furthermore, gene trees were constructed using MEGAX, and synteny analysis
with clinker and clustermap.js, to understand the evolutionary relationship with other
organisms. Through the results obtained, it is possible to take initial steps for the genomic
characterization of Pantanalinema sp. GBBBO05, demonstrating a possible biotechnological

potential and contributing to the characterization of local diversity.

Keywords: Genome, bioinformatics, hypothetical proteins, gene clusters.
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1.INTRODUCAO

O Parque Nacional da Chapada das Mesas — Maranhdo (PNCM), possui grande
importancia ecoldgica, hidroldgica e biotecnoldgica, além de ter um grande potencial turistico.
Apesar disso, existem poucos estudos sobre a comunidade de cianobactérias que o habitam.
Assim, pesquisas que objetivem caracterizar essas comunidades, realizando estudos com
mineracdo gendmica de vias metabolicas de interesse biotecnoldgicos sdo importantes e
necessarios, contribuindo para a compreensdo da diversidade microbiana desse ecossistema e

elucidando um potencial de aspectos biotecnolédgicos ainda desconhecido.

O genoma da cianobactéria Pantanalinema sp. GBBBO05, que foi isolada de uma
cachoeira localizada na orla externa da Chapada das Mesas, € pouco anotado automaticamente,
possuindo muitos genes e proteinas ndo caracterizados, demonstrando uma lacuna na anotacdo
automatica. O trabalho foi focado na mineragdo do genoma e prospeccdo de vias metabdlicas
que possam ter algum potencial biotecnoldgico, objetivando caracterizar funcionalmente
proteinas hipotéticas presentes nessas vias metabolicas por meio de ferramentas e servidores de

bioinforméatica.

O avango no sequenciamento genético durante os Ultimos anos gerou uma grande
quantidade de dados. As sequéncias dos genomas sdo traduzidas em sequéncias de proteinas e
muitas dessas sequéncias ja sdo conhecidas estrutural e funcionalmente, encontrando-se
armazenadas em bancos de dados que foram desenvolvidos com esta finalidade. (THAKUR et
al., 2020).

Em resposta ao grande numero de pesquisas envolvendo sequenciamento de genomas
inteiros, surgem varias sequéncias de proteinas e DNA cujas func¢des sdo desconhecidas. Essas
sequéncias sdo anotadas em bancos de dados, recebendo o nome de “proteinas hipotéticas”
(HPs). As ferramentas bioinformaticas auxiliam na caracterizacdo dessas HPs, possibilitando
gue haja uma maior compreensdo dos genes e das proteinas de um determinado genoma
(SILVA, F. F.; GONCALVES, D. B.; LOPES, 2020).

A bioinformatica € uma ferramenta importante para interpretacdo, armazenamento e
anotacGes de dados que séo gerados a partir do sequenciamento genético, ajudando, também, a
atribuir um sentido as sequéncias de DNA ou proteinas. (PEVSNER, 2015). Por meio destas
informacgdes, pode-se identificar alvos para compreender patologias, reconhecer compostos de
valor industrial, desenvolver farmacos e disponibilizar estas informagdes em varios bancos de
dados (SOUZA, L. N.; RHODEN, S. A.; PAMPHILE, 2014).
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 As cianobactérias e a mineracdo gendmica

As cianobactérias, ou algas azuis, sdo um filo procariotico muito antigo e que possui
uma ampla diversidade morfoldgica. Atribui-se a esses organismos, através da realizacdo da
fotossintese, o inicio do desenvolvimento de uma atmosfera composta por oxigénio ha bilhdes
de anos atras (SCHIRRMEISTER; ANTONELLI; BAGHERI, 2011). Elas tém ampla
distribuicdo e a diversidade desse filo deve-se a adaptacdo ecoldgica que possuem, a qual é
facilitada por varios fatores dentre os quais podemos citar a reproducdo assexuada e especiacao

devido a pressdes ecoldgicas (WILLIS; WOODHOUSE, 2020)

Além disso, as cianobactérias possuem grande importancia ecolégica por fazerem
parte dos ciclos biogeoquimicos do carbono, nitrogénio e do oxigénio. Estes microrganismos
possuem também a capacidade de produzir diversos metaboélitos secundarios, dentre eles estdo
as toxinas. As cianotoxinas abrangem diversas classes quimicas e de efeitos variados como as
microcistinas (hepatotoxinas), as anatotoxinas e saxitoxinas (neurotoxinas), por exemplo
(DITTMANN, E.; NEILAN, B.; BORNER, 2001; SANCHES et al., 2012). Devido ao fato dos
metabolicos secundarios produzidos pelas cianobactérias serem altamente toxicos, episodios de
intoxicacdo de humanos e animais devido ao contato com essas toxinas s&o comuns em varias
regides. I1sso se tornou uma questdo de saude publica, chamando a atencdo dos 6rgaos de gestao
das aguas e saude publica, uma vez que, sob condi¢cdes favoraveis em ambientes de agua doce,
algumas cianobactérias conseguem formar floragdes, crescimento populacional desses
microrganismos, que interfere diretamente na qualidade da agua (JESUS et al., 2010), o que foi
observado frequentemente no reservatdrio Joanes | da regido metropolitana de Salvador, Bahia

(MENESCAL, 2018).

Como existe uma grande diversidade de metabdlitos secundarios produzidos pelas
cianobactérias, alguns podem ter potencial terapéutico e biotecnolégico. Algumas substancias

toxinas ou produtos bioativos produzidos por esses microrganismos podem ser utilizados como
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aleloguimicos, demonstrando potencial para desenvolvimento e aplicagbes desses compostos
como algicidas, inseticidas e herbicidas (BERRY, 2008). Além de também ja terem sido
descritas toxinas com papel importante no tratamento de doencas, até mesmo alguns tipos de
cancer, por possuirem potencial antioxidante (GUERREIRO, 2019), possuindo compostos
derivados do seu metabolismo que exibem acbes antibacterianas, antitumoral,

imunossupressoras, anti-HIV e antifungica (VIJAYAKUMAR; MENAKHA, 2015).

Por serem fotossintetizantes, as cianobactérias conseguem fixar CO2 a partir da
energia solar. 1sso as torna uma alternativa mais vantajosa, econdémica e ecologica para
producdo de biocombustivel e produtos quimicos a partir da converséo biologica direta do CO2
nessas substancias, tendo alto potencial para substituir os combustiveis fosseis (MACHADO,

I. M. P.; ATSUMI, 2012; MILANO et al., 2016)

Os ambientes de agua doce apresentam caracteristicas mais favoraveis para o
crescimento de cianobactérias, pois a maioria das espécies demonstram um melhor crescimento
em aguas com pH 6 a 9, temperatura entre 15° a 30° e que possuem elevada concentragdo de
nutrientes (FUNASA, 2003). Porém, existem espécies com capacidade de crescer em outros
ambientes e adaptadas a uma ampla variacdo de pH. Pantanalinema é um género recente de
cianobactérias pertencente da familia Leptolynbyaceae, que vivem em aguas salino-alcalinas
do Pantanal, bioma brasileiro, a um pH cuja a taxa varia de 4 a 11. Além de conseguirem viver
nesse meio, quando colocadas em um meio de cultura, produziram biomassa e foram capazes
de alterar o pH do meio (VAZ et al., 2015). Recentemente ela foi descrita no ambiente do
Cerrado e teve seu genoma sequenciado pelo grupo de pesquisa em biodiversidade,
bioprospeccéo e biotecnologia (GB3) da UFMA demonstrando seu potencial biotecnoldgico

(FERREIRA et al., 2021).

2.2 Bancos de dados

Com o grande volume de informacao gerado nos dltimos anos, os bancos de dados séo
importantes para armazenar varias informagoes sobre dados biolégicos, mantendo acessiveis e

funcionais as sequéncias de anotac@es gendmicas, informacdes sobre proteinas, metabdlitos,
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entre outros. Os bancos de dados bioldgicos se tornaram, assim, um importante meio para
estudos na area de bioinformatica, facilitando consultas e a atualizacio dos dados (LIBORIO;
RESENDE, 2021).

Um dos bancos de dados mais utilizados atualmente € o Genbank, construido e mantido
pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information), que incorpora sequéncias de DNA
de milhares de organismos diferentes, com todos os dados de acesso publico (BENSON, 2000).
Outro banco de dados bastante Util para a comunidade cientifica € o Uniprot (BATEMAN et
al., 2015), que tem como objetivo fornecer aos usuarios um amplo conjunto de sequéncias de
proteinas de alta qualidade anotadas com informagGes funcionais. Estima-se que o nimero de
sequéncias disponibilizadas no Uniprot seja de aproximadamente 190 milhdes (BATEMAN et
al., 2021).

2.3 Caracterizacdo automatica e manual de proteinas hipotéticas

O genoma de um microrganismo consiste em centenas de milhares de regides
denomidas fase abertas de leituras (ORFs, open reading frames), que sdo sequéncias de DNA
ou RNA as quais podem ser traduzidas em um polipeptideo. Um computador € capaz de
identificar essas ORFs e atribuir possiveis fungdes a elas, porém, nem todas essas regides séo
caracterizadas, e muitas vezes codificam proteinas que ndo possuem homologia significativa
com sequéncias de aminoacidos j& conhecidas, sendo caracterizadas automaticamente em banco
de dados como proteinas hipotéticas (MADIGAN, 2016).

A caracterizacdo ou anotacdo manual de uma proteina hipotética tem como objetivo
atribuir funcdes a essa proteina. O pesquisador ira utilizar seus conhecimentos e resultados
gerados pela anotacdo automética para atribuir funcdo a essas sequéncias, utilizando,
principalmente, varios bancos de dados e ferramentas que irdo executar diferentes analises para

buscar definir uma funcionalidade a proteina hipotética (SOUZA, 2014).

2.4 Prosprecccao de vias metabolicas pelo antiSMASH

Varios metabdlicos secundarios como terpenos, alcaloides e peptideos, séo substancias
sintetizadas por muitas enzimas multifuncionais, a exemplo do peptideo sintese néao

ribossémico (NRPS), bem como as sintases de policetideos tipo I e tipo Il (PKS), ainda sendo
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possivel uma juncdo dos dois sistemas, além disso, peptideos sintetizados por ribossomos e
modificados pds-traducdo (RiPPs) (WASE; WRIGHT, 2008).

O servidor do antiSMASH (antibiotics and secondary metabolite analysis shell), realiza
uma abordagem baseada em regras para fazer uma mineracdo dos genomas submetidos,
buscando diferentes tipos de vias relacionadas a biossintese de metabdlicos secundarios e
substancias bioativas. As ‘“regras” utilizadas pelo antiSMASH definem quais funcGes
biossintéticas centrais devem existir em uma determinada regido gendmica para caracteriza-la
como um agrupamento de genes biossintéticos de metabodlitos secundarios especializados.
(BLIN etal., 2021).

2.5 Filogenia Molecular e filogenémica

O estudo da filogenia é importante para entender diversas questfes bioldgicas, como as
relacOes entre espécies ou genes. O constante avanco das técnicas de sequenciamento genético
contribuiu para a evolugdo de andlises filogenéticas, uma vez que surgiu uma infinidade de
métodos filogenéticos e softwares que podem ser usados para a construcao da analise (YANG,;
RENNALA, 2012). A comparacao de dados de sequéncias moleculares é importante para, além
de reconstruir as historias evolutivas das espécies, inferir a natureza e a extensdo das forcas
seletivas que atuam na evolucdo de genes e consequentemente na evolucdo de espécies
(TAMURA et al., 2011).

Dentre os varios métodos utilizados para construcdo de arvores, ttm-se o método
Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), com analises computacionais rapidas e de alta
precisdo ideais para a construcdo de arvores baseadas em dados de sequéncias de DNA ou
proteinas (KUMAR; GADAGKAR, 2000). Além disso, existem os métodos de reamostragem,
como o bootstrap, que gera novas amostras a partir de um conjunto de dados original com o
objetivo de construir intervalos de confianca e testar uma hipotese (LIMA, 2017; SOUSA,
2018).

2.5 A andlise de sintenia

A sintenia é um tipo de andlise de gendmica comparativa que tem como objetivo
entender como dados genémicos estdo relacionados em diferentes espécies (CARNEIRO;

COIMBRA, 2010). A partir desse estudo, é possivel entender como 0s genes estéo organizados
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em um genoma, ou agrupamento génico, e observar as modificagdes que podem ter sofrido ao
longo do tempo (PROSDOCIMI; MOREIRA, 2015), podendo revelar a manutencéo desses
agrupamentos e de sequéncias regulatorias que sdo importantes em determinadas regifes
genémicas (STRAALEN; ROELOFS, 2006)

3.0BJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Anotacdo e analise in silico das proteinas hipotéticas do genoma da Pantanalinema sp.
GBBBO05.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar as proteinas hipotéticas;

e Realizar a curadoria manual do genoma para otimizacdo da anota¢do automatica;

e Construir arvores génicas utilizando sequéncia de aminoécidos de genes biossintéticos
centrais, verificando a similaridade e a homologia dessas sequéncias com a de outras
cianobactérias;

e Comparar alguns agrupamentos génicos de interesse através da analise de sintenia.

4. METODOLOGIA

O genoma da linhagem Pantanalinema sp. GBBBO5 foi obtido do GenBank a partir do
numero de acesso GCA _016743235.1 (FERREIRA et al., 2021).

As sequéncias das proteinas hipotéticas que foram obtidas nos agrupamentos de genes
e vias metabdlicas aferidas no antiSMASH versédo 6.0 (BLIN et al., 2021) foram submetidas em

diferentes bancos de dados e servidores online para realizar sua caracterizagéo.

Além disso, foram construidas avores génicas atraves das sequéncias de proteinas
codificadas por genes biossintéticos centrais e geradas analises de sintenia de alguns

agrupamentos aferidos no antiSMASH.

4.1 Caracterizacao de proteinas hipotéticas (HPs)

4.1.1 Predicdo de dominios ou familias de proteinas para descobrir a funcao
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Para identificar essas regides, foram utilizados bancos de dados como o BLASTp
(MCGINNIS; MADDEN, 2004), CDD (Conserved Domain Database) (MARCHLER-BAUER
et al., 2015), Pfam (MISTRY et al., 2021), SMART (Simple Modular Architecture Research
Tool) (LETUNIC; 14 DOERKS; BORK, 2015; CATH (Class Architecture Topology
Homology) (SILLITOE et al., 2015); Uniprot e InterPRO (MITCHELL et al., 2019).

Para visualizagdo das proteinas hipotéticas no genoma da Pantanalinema sp. GBBB05
foi construido um mapa gendmico através do CGView (STOTHARD; WISHART, 2005).

4.1.2 Analise de propriedades fisico-quimicas

O servidor Expasy’s ProtParam foi utilizado para realizacdo de analises de parametros
fisico-quimicos das proteinas hipotéticas (GASTEIGER et al., 2005). A medida de dados
tedricos de varios parametros fisico-quimicos, como massa molecular, coeficiente de extingéo,
ponto isoelétrico, indice de instabilidade, indice alifatico e a grande média de hidropaticidade

(GRAVY) foram evidenciados pela predicéo feita pelo servidor online.

4.1.3 Localizacéo sub-celular

A fim de predizer a funcdo de uma proteina em nivel celular, precisa-se estimar a sua
localizag&o sub-celular (citoplasma, periplasma, membrana interna, membrana externa ou

extracelular).

Para caracterizar os grupamentos génicos e auxiliar na identificacdo de proteinas foram
utilizados: PSORTb verséo 3.0.3 (YU et al., 2010), PSLpred (BHASIN, GARG, RAGHAVA,
2005) e CELLO (YU et al.,, 2006), utilizados para predizer a localizacdo sub-celular; o
SecretomeP 2.0 Server (BENDTSEN et al., 2005), foi usado para prever a secrecdo de proteina
ndo classica, isto é, secrecao de peptideo sinal independente e a ferramenta SignalP 6.0 Server
(ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019) usada para prever peptideos sinais.

4.1.4 Hélice transmembrana e previsao de topologia

Os servidores DeepTMHMM (Hidden Markov Model for Transmembrane Helices)
(HALLGREN et al., 2022) e CCTOP (consensus restricted topology prediction server)
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(DOBSON; REMENYI; TUSNADY, 2015), foram utilizados para prever o nimero de regides
transmembranares; o servidor SOSUI (HIROKAWA; BOON-CHIENG; MITAKU, 1998) foi

usado para fazer a classificacdo das proteinas em solUveis ou proteinas de membrana.

4.2 Avaliacéo de desempenho

Para avaliar a confiabilidade da previsdo, foi utilizada a curva ROC (curva de
caracteristica de operacdo do receptor), através do Online ROC CURVE Calculator. Para
realizar a analise, foi empregada a escala de classificacdo ordinal, a qual cada linha representa
um caso sendo composta por dois numeros. O primeiro é 0 ou 1, onde 0 corresponde a um
verdadeiro negativo e 1 a um verdadeiro positivo. O segundo nimero indica a classificacdo de

confianga para cada caso, variando de 1 a 6 (ENG, 2014).

4.3 Filogenia Molecular e filogenémica

A arvore para andlise de filogenia foi inferida pelo FastME 2.1.6.1 (LEFORT;
DESPER; GASCUEL, 2015) baseada no proteoma inteiro, utilizando o TYGS (type strain
genome server) (MEIER-KOLTHOFF; GOKER, 2019). Os genomas utilizados para a

construcdo da arvore foram baixados do NCBI em formato FASTA.

Para construir as arvores génicas, para filogenética molecular, foram selecionadas
proteinas biossintéticas de alguns agrupamentos especificos. As sequéncias de aminoécidos das
proteinas foram submetidas no BLASTp, onde foram selecionadas outras sequéncias de
proteinas presentes no genoma de outras cianobactérias. As sequencias de aminoacidos das
proteinas foram baixadas em arquivo FASTA e alinhadas utilizando o Muscle no MEGAX
versdo 11.0 (TAMURA,; STECHER; KUMAR, 2021). Apds o alinhamento, ainda no MEGAX,
foram geradas as arvores pelo método de Neighbor-Joinning empregando o teste bootstrap com

1000 replicatas para avaliar a confiabilidade de cada n6.

4.4 Analise de Sintenia

Para realizar a analise, os agrupamentos de interesse foram baixados em formato
genbank (gbk) do antiSMASH. Foram utilizados os programas clinker para realizar o

alinhamento entres os agrupamentos e clustermap.js para gerar a imagem de visualizacdo dos
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resultados (GILCHRIST; CHOOI, 2021). As primeiras analises foram construidas com clusters
conhecidos indicados pelo antiSMASH, em seguida alguns agrupamentos foram comparados
com agrupamentos de espécies que apresentaram homologia com a espécie da Pantanalinema
nas arvores génicas construidas. Esses agrupamentos especificos tiveram seu cddigo de acesso
pesquisados no genbank e, apds submetidos no antiSMASH, também foram baixados em

formato gbk para construcao da anélise.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O genoma da Pantanalinema sp. GBBBO05 tem 94 contigs e cerca de 7,181,771 bp
(FERREIRA et al., 2021). Ao ser submetido no RAST (Rapid Annotations using Subsystems
Technology) (AZIZ et al., 2008), foram identificadas 3530 sdo proteinas hipotéticas, o que
corresponde a aproximadamente 50% do seu genoma. Porém, este trabalho focou na mineracao

e prospeccéo de vias metabdlicas do genoma que possam ter um potencial biotecnoldgico.

5.1 Caracterizacdo de proteinas hipotéticas

Através da submissdo do genoma da Pantanalinema sp. GBBBO05 no antiSMASH versao
6.0, foi possivel obter 14 agrupamentos génicos, dentre 0s quais cinco agrupamentos eram
terpenos; trés agrupamentos NRPS; um agrupamento betalactona; um agrupamento resorcinol;
um agrupamento NRPS-T1PKS; um agrupamento NRPS, NRPS-like; um agrupamento
contendo RRE (elemento de reconhecimento RiPP) e um agrupamento lantipeptideo-classe-V.

Selecione uma regido gendmica:
¢ CHEIENED ¢ EIEDCHEDED DD < CD)

Regido Modelo A partirde  Para Cluster conhecido mais semelhante Semelhanca

Regido 1.1 terpeno & 1 15713
Regido 2.1 betalactona & 221361 245891
Regido 3.1 resorcinol & 1 3065k2
Regido 3.2 terpeno & 197.847 218.851
Regido 5.1 NRPS & TIPKS & 204.834 239621 aranazol A/ aranazol B/ aranazol C / aranazol D @ NRP + policetideo 12%
Regido 8.1 NRPS &' 15,748 62.374
Regido 10.1 QGGEIC) 1 52895 nostopeptdlido AZ & Polipeptideo + NRP: depsipeptideo ciclico 3%
FENEVRLE terpenc B 81537 102.469
Regido 18.1 RERENGIC) 36163 5B.082
BENECPFSRE NRPS-ike @ NRPS & 78 108460 puwainaficina F / minutissamida A &' NRP 33%
ELEGELEE contendo RRE & 37870 53118
Regido 49.1 REGELIE 11458 32687
Regido 501  lanthipeptideo-class-v & 16.162  41.302
NRPS & 1 28438 nostociclopeptideo A2 & NRP 28%

Figura 1. Agrupamentos génicos recuperados via antiSMASH para anélise de genes de biossintese de metabdlitos
secundarios.
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Ao todo, foram obtidas 80 proteinas hipotéticas, sendo que a maior quantidade de HPs

se concentram nos agrupamentos terpeno e NRPS, conforme demonstra a tabela 1.

Tabela 1. Distribui¢do de HPs por agrupamento génico.

NRPS
. NRPS, ’ | Contendo | Lantipeptideo -
T Betalact R | -
erpeno | NRPS etalactona | Resorcino T1PKS NI.RPS RRE classe V TOTAL
like
21 18 7 10 11 1 6 80

5.1.1 Predicéo de dominios e familias de proteinas

As analises iniciais dessas proteinas, feitas com o auxilio dos preditores Pfam, CATCH,

SMART, Interpro e CDD, tinha como principal objetivo identificar possiveis dominios ou

familias. Os dominios proteicos sdo modulos estruturais distintos, com fungGes caracteristicas.

A identificacdo de dominios e familias com funcbes conhecidas pode ajudar na compreensao

da funcdo de uma determinada proteina, principalmente quando esta é uma proteina ainda n&o
caracterizada (MADIGAN, 2016).

A ferramenta que apresentou mais resultados foi o Pfam, com 57 predigdes, seguido

pelo SMART com 51 resultados. O CATCH foi a ferramenta com menor quantidade de

resultados, apenas 15 predicoes.
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Gréfico 1. Numero de proteinas hipotéticas (HPs) previstas por cada ferramenta.

Quantidade de predicao por cada ferramenta

CATCH

SMART InterPro

Pfam
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Apo6s a busca por dominios e familias, foi construido um diagrama de Venn para
observar similaridades entre os resultados e definir, assim, um melhor critério para a selecdo de

proteinas de alta confiabilidade que teriam sua anotacdo otimizadas.

De acordo com o diagrama, demonstrado na Figura 2, um total de 7 proteinas obtiveram
resultados similares em todas das cinco ferramentas utilizadas. Foram elas: FWKO01_00050,
FWKO01 02830, FWKO01_03355, FWKO01_08665, FWKO01 18275, FWKO01 27080 e
FWKO1 29045.

13 InterPro

CATCH

Figura 2. Diagrama de Venn para demonstracéo de similaridade entre os resultados das predi¢es de dominios e
superfamilias. Os nimeros mais externos indicam a quantidade de resultados exclusivos de cada preditor.

A partir da observacdo da similaridade entre os resultados obtidos, foi definido um
critério para selecionar as proteinas de alta confiabilidade, conforme demonstrado na Figura 4.
Ao final, foram selecionadas 16 proteinas de alta confiabilidade com resultados similares em

ao menos quatro das ferramentas usadas para predicéo.

Critérios para sele¢ao de proteinas de alta confiabilidade
Proteinas hipotéticas obtidas no antiSMASH (80)

Para predi¢ao de dominios e familias foram utilizados: SMART, Pfam. Interpro CATCH e CDD

4

Resultado similar em pelo menos 4 preditores

C SIM NAOD
4

Proteina de alta Proteina de baixa
confiabilidade (16) confiabilidade (64)

Figura 3. Critérios de confiabilidade para selecdo de proteinas de alta confiabilidade.
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Ademais, foi possivel observar também foi possivel observar a posicdo das proteinas

hipotéticas de alta confiabilidade no genoma da Pantanalinema sp. GBBBO05. Pode-se inferir a

proximidade entre os agrupamentos génicos de interesse atraves da posicdo das proteinas no

genoma.

Mcos
. B GC Skew+
T M GC Skew-
I GC Content

MAG: Pantanalinema sp. GBBB05 NODE_6_length_425267_cov_7.059467, whole genome shotgun sequence

Figura 4. Mapa gendmico da Pantanalinema sp. GBBBOS5 feito através do CG View, demonstrando a localizagdo

das proteinas hipotéticas de alta confiabilidade.

As proteinas de alta confiabilidade tiveram suas sequéncias de aminoacidos colocadas

no banco de dados UniProt, o qual gerou um nimero de acesso que foi pesquisado no banco de

dados Interpro, definindo uma possivel funcéo para as HCs.

Tabela 2. Classificacdo funcional de dominios para as HCs-HPs utilizando o Uniprot e Interpro.

ID da HCp

Agrupamento

Entrada Uniprot

Classificagao interpro

FWKO1_00050

FWK01_02830
FWK01_02845
FWK01_02890

FWKO1_02925

FWKO1_03355
FWKO1_03425
FWKO1_08665
FWKO1_10220

1.1 Terpeno

2.1 Betalactona
2.1 Betalactona
2.1 Betalactona

2.1 Betalactona

3.1 Resorcinol
3.1 Resorcinol
8.1 NRPS
10.1 NRPS

AOA2T1DX45_9CYAN

K8GQ85_9CYAN
AOA2T1EGMS5
K8GJJ2_9CYAN

AOA2T1ENKS8_9CYAN

AOAOV7ZHQO_SCYAN
AOA1Z4HNH5_9NOSO

Peptidase C39, processamento de
bacteriocina

Ficobilissoma, subunidade alfa/beta
Dominio NnrU

Proteina YlgD

Enzima de biossintese de homocisteina,
incorporagdo de enxofre

Dominio nucleosidio fosforilase

Porina Seletiva de Carboidratos OprB

AOA1E5QJN4_9CYAN Dominio de histidina quinase

AOA1Q8Z6K0_9CYAN

Porina Seletiva de Carboidratos OprB
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21.1 NRPS, NRPS-

FWKO01_18090 AOA2T1CEP9_9CYAN 2A/B/C tipo peroxirredoxina

like
FWKO01_18275 211 NF:iFIZ' NRPS- AO0A367QUI3_9NOSO Glicosil transferase, familia 28, C-terminal
FWKO1_26925 49.1Terpeno  K9VZF6_9CYAN \S,\‘/‘gzgam"'a de dominio contendo repeti¢do
FWKO1_26930 49.1 Terpeno K9VZF6_9CYAN wgzgam"'a de dominio contendo repeticdo

50.1 Lantipeptidio- Superfamilia do tipo PGBD/ Tipo de ligagdo

FWKO01_27080 AOA1U713B5_SCYAN

classe-v de peptidoglicano
50.1 Lantipeptidio- . . .
FWKO01_27085 classe-v AOA2T1ER10_9CYAN Porina Seletiva de Carboidratos OprB
FWKO01_29045 62.1 NRPS B2IVO5_NOSP7 Citocromo b561, bacteriano/ Ni-hidrogenase

As proteinas FWKO01_02845, FWKO01 02890 e FWKO01 02925 foram caracterizadas
com fungbes que ainda ndo sdo muito claras. A sequéncia da proteina FWKO01_02845
demonstrou um percentual de identidade de 78, 63% e 80,17% com a proteina da familia NnrU
das cianobactérias Leptolyngbya sp. O-77 e Crinalium epipsammum, respectivamente.
Pressupde-se que proteinas com dominio NnrU estdo envolvidas na oxirreducéo do acido nitrico
(CHEN; LI; WURTZEL, 2010).

As proteinas FWKO01_03425, FWKO01 10220 e FWKO01 27085 foram caracterizadas
como pertencentes a familia porina seletiva de carboidrato OprB. As proteinas dessas familias
estdo envolvidas na difusdo de carboidratos através da membrana (WYLIE; WOROBEC,
1995).

A sequéncia de aminodacidos da proteina FWKQ01_00050 demonstrou um percentual de
identidade de 69,39% com a sequéncia da proteina de Stenomitos frigidus, caracterizada como
uma proteina da familia cisteina peptidase C39. Essa familia de proteinas é composta por
proteases de maturacdo para bacteriocinas peptidicas. As bacteriocinas sdo peptideos
antimicrobianos com potencial aplicacdo na industria alimenticia, podendo ser utilizadas como
bioconservantes alimenticios e uma fonte alternativa aos antibi6ticos (OGAKI; FURLANETO;
MAIA, 2015). A proteina FWKO01_02830 foi predita como uma proteina que atua na formacéo
dos ficobilossomos. Os ficobilossomos sdo complexos proteicos formados por filobiliproteinas,
constituindo uma estrutura primordial para a captacdo de luz, desempenhando uma funcéo
fotossintetizante. Quando isoladas e purificadas, nota-se que essas proteinas possuem
subunidades (alfa, beta e gama). Referindo-se as aplicacfes dessa molécula, elas ja foram
utilizadas como corantes e estabilizantes de alimentos, agentes anti-inflamatorios, antioxidantes
e marcadores de biomoléculas (NOBRE, 2015).
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A peroxirredoxina € uma proteina com grande capacidade anti-inflamatoria e
antioxidante que vem sendo muito estudada por ser capaz de inibir a proliferacéo e a glicdlise
no cancer gastrico (GUO et al., 2015; ZHANG et al., 2018). A proteina FWKO01_18090 foi
caracterizada como uma peroxirredoxina e apresentou 79,55% de identidade com a proteina da
cianobactéria Kovacikia minuta caracterizada como uma proteina da familia AhpC/TSA que
possui proteinas relacionadas com a reducédo de aquil hidroperdxido (AhpC) e também contém
enzimas antioxidantes tiorredoxina redutase (TSA) (CHAE et al., 1994).

5.1.2 Parametros fisico-quimicos

Por meio do Expasy Protparam, as sequéncias das proteinas de alta confiabilidade foram
submetidas para aferi¢do dos pardmetros fisico quimicos. Através dessa ferramenta, foi possivel
calcular o numero de aminoacidos, peso molecular, ponto isoelétrico, coeficiente de extingéo,
indice alifatico, valor GRAVY e indice de estabilidade. O ponto isoelétrico (pi) corresponde ao
valor de pH no qual as cargas positivas e negativas de uma molécula se igualam, ou seja, se
anulam. O pi varia para cada proteina, pois dependera da polaridade dos radicais dos
aminoacidos que a constituem (TRINDADE et al., 2012). Atraves do valor do indice alifatico,
é possivel determinar o volume que as cadeias alifaticas ocupam (alanina, valina, isoleucina e
leucina), o que ira implicar na estabilidade térmica. Quanto maior é o indice alifatico, maior é
a estabilidade térmica da proteina. Ja o indice de estabilidade permite a classificagdo da proteina
em estavel ou instavel, geralmente valores menores que 40 podem indicar uma proteina estavel
(RIBEIRO; BRANCO; CHOUPINA, 2021; THAKUR et al., 2020).

O indice de hidropraticidade média, valor GRAVY (-sigla em inglés), para um peptideo
ou proteina é obtido a partir do célculo da soma dos valores de hidropatia de todos 0s
aminoacidos e dividido pela quantidade total de residuos na sequéncia (BEZERRA; QUEIROZ;
FREIRE, 2018). Essa média ira indicar a interacdo da proteina com a agua, valores negativos
indicam proteinas hidrofilicas, e quanto maior o valor, maior serd o indice de hidrofobicidade
da proteina (RIBEIRO; BRANCO; CHOUPINA, 2021).

Com excecdo das proteinas FWKO01_00050, FWKO01_02845 e FWKO01_29045, que
obtiveram valores positivos, todas as demais proteinas sdo hidrofobicas. Ja em termos de

estabilidade, 8 proteinas foram classificadas como estaveis e 8 como instaveis.
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Tabela 3. Propriedades fisico quimicas das HCs-Hps.

indice de Indice de
ID da HCp Ne A PM Pl CE estabilidade estabilidade 1A GRAVY

calculado classificagao
FWKO01_00050 358 39351.04 9.54 56045 36.33 estavel 112.82  0.278
FWKO01 02830 158 18171.00 5.14 13075 43.14 instavel 103.16  -0.236
FWKO01_02845 236 26867.71 9.20 70930 29.07 estavel 120.68  0.571
FWKO01 02890 149 17168.69 495 5500 55.50 instavel 100.60  -0.544
FWKO01 02925 394  42968.22 6.02 48150 37.08 estavel 96.98  -0.040
FWKO01 03355 329 35817.97 556 33585 43.41 instavel 96.11  -0.161
FWKO01_03425 532 57783.17 461 74050 22.42 estavel 83.25  -0.152
FWKO01 08665 531 59025,67 53 53205 43,97 instavel 1084  -0,020
FWKO01_10220 585 62789,3 481 60405 27,68 estavel 85,11 -0,118
FWKO01 18090 264 29132,45 6,58 41160 40,49 instavel 94,66 -0,047
FWKO01_18275 388 43938,53 6,42 61670 41,97 instavel 96,78 -0,179
FWKO01 26925 422 4744378 597 81610 45,57 instavel 91,28 -0,275
FWKO01_ 26930 314 33885,38 6,11 47900 45,59 instavel 90,99  -0,075
FWKO01 27080 277 30504,79 55 41035 30,17 estavel 90,94 -0, 166
FWKO01_27085 543 58257,62 459 67965 24,44 estavel 82,36 -0, 166
FWKO01 29045 110 12821,28 11,84 26470 38,59 estavel 117,91 0,42

Legenda: Aa, aminoécidos; PM, peso molecular; Pl, ponto isoelético; CE, coeficiente de extin¢do; IA indice
alifatico; GRAVY, Grand Average of hydrophathicity (indice de hidropaticidade média).

5.1.3 Determinacéo de Localizagdo subcelular

A determinacdo da localizacao subcelular ajuda na compreensdo do papel da proteina
na célula. A andlise de localizacdo subcelular de todas as proteinas hipotéticas pelo CELLO,
PSORT e PSLpred demonstrou predominancia para localizagéo citoplasmatica (60%), 11% das
proteinas sdo de membrana, 21% de funcdo desconhecida e 8% das proteinas foram preditas

com localizacgdo extracelular.

Em relagdo as proteinas de alta confiabilidade, as proteinas FWKO01_ 00050,
FWKO01_ 02845, FWKO01_03425, FWKO01_ 08665, FWKO01 10220 e FWKO01_ 29045 foram
caracterizadas como proteinas de membrana. As proteinas FWKO01 02830, FWKO01_ 02890,
FWKO01 02925, FWKO01 03355 e FWKO1 27080 apresentaram localizagdo subcelular

citoplasmatica.

Nado foi possivel definir a localizacdo subcelular das proteinas FWKO01 18275,
FWKO01 18090, FWKO01_ 26930, e FWKO01_27085 pois ndo apresentaram convergéncia de
resultados. Nenhuma das proteinas de alta confiabilidade foi caracterizada como proteina

extracelular.
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Localizacao subcelular de todas as HPs

Desconhecida
21%

Membrana

11% . -
Citoplasmética

60%

Extracelular
8%

Gréfico 2. Localizacdo subcelular de todas as HPs, utilizando as ferramentas PSLPred, CELLO e PsortB.

A analise do secretoma é de extrema importancia para que sejam compreendidos 0s
processos extracelulares (MATAFORA; BACHI, 2020).

Através de sistemas de secrecdo, as bactérias podem secretar proteinas e DNA para o
meio extracelular e para dentro de células (procaridticas e eucaridticas). E através desses
sistemas que bactérias patogénicas, por exemplo, conseguem evadir as defesas de hospedeiros,

além de estar envolvido na competicdo entre células procariéticas (ALMEIDA, 2016).

A anélise realizada pelo SecretomeP para predi¢do de proteinas com atividade secretora
demonstrou que somente as proteinas FWKO01 02845, FWKO01 10220, FWKO01 26930 e
FWKO01 27085 sdo proteinas secretadas, correspondendo a 25% das proteinas de alta

confiabilidade.
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Porcentagem de HCs-HPs secretadas

Proteinas
secretadas
25%

Proteinas ndao
secretadas
75%

Gréfico 3. Gréfico com percentual de proteinas secretadas identificadas pelo Secretomep 2.0.

Ja andlise feita no SignalP busca identificar peptideos sinais de sequéncias de
aminoacidos. Proteinas com esse tipo de sinal sdo direcionadas para a via secretora mas nem
sempre sdo secretadas (ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019). O resultado dessa analise
previu apenas as proteinas FWKO01_02845 e FWKO01_27085 com peptideo sinal.

5.1.4 Hélice transmembrana e previsdo de topologia

As proteinas transmembranas sdo aquelas que atravessam a bicamada lipidica da
membrana plasmatica (HALLGREN et al., 2022). Com a ajuda do DeepTMHMM e CCTOP
foi possivel prever a existéncia e o nimero de hélices transmembrana das proteinas analisadas.
O SOSUI foi utilizado para identificar proteinas de membranas e proteinas soltveis. Trabalhos
que buscam identificar proteinas de membrana e fazer uma previsdo de topologia das proteinas
sdo de grande importancia para a biologia celular pois essas proteinas estdo envolvidas em
varios processos 0s quais atuam na comunicacao entre o meio intracelular e extracelular, como
0 processo de transporte de ions e soluto através da membrana e producdo de energia (DA
CRUZ; OTAKE; DELGADO-CANEDO, 2013; DOBSON; REMENYI; TUSNADY, 2015).

Das 16 proteinas de alta confiabilidade somente as proteinas FWKO01_00050,
FWKO01 02845, FWKO01 08665 e FWKO01 29045 foram identificadas como proteinas de

membrana.
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Tabela 4. Predicdo de Hélices transmembrana DeepTMHMM e CCTOP, e caracterizacdo de solubilidade pelo
SOSUL.

HC-Hp Agrupamento SOSUI CCTOP TMHMM
FWKO01_00050 1.1 Terpeno PROTEINA DE MEMBRANA 6 4
FWKO01_02830 2.1 Betalactona PROTEINA SOLUVEL 1 1
FWKO01_02845 2.1 Betalactona PROTEINA DE MEMBRANA 4 5
FWKO01_02890 2.1 Betalactona PROTEINA SOLUVEL 0 0
FWKO01_02925 2.1 Betalactona PROTEINA SOLUVEL 2 0
FWKO1_03355 3.1 Resorcinol PROTEINA SOLUVEL 3 0
FWKO01_03425 3.1 Resorcinol PROTEINA SOLUVEL 1 0
FWKO01_08665 8.1 NRPS PROTEINA DE MEMBRANA 1 1
FWKO01_10220 10.1 NRPS PROTEINA SOLUVEL 1 1
FWKO1_18090 21.1 NRPS, NRPS-like PROTEINA SOLUVEL 0 0
FWKO1_18275 21.1 NRPS, NRPS-like PROTEINA SOLUVEL 1 0
FWKO01_26925 49.1 Terpeno PROTEINA SOLUVEL 1 0
FWKO01_26930 49.1 Terpeno PROTEINA SOLUVEL 1 0
FWKO1_27080 >0.1 Lantipeptidio- PROTEINA SOLUVEL 1 0
- classe-v

FWKO1_27085 S0 Emifperelie- PROTEINA SOLUVEL 6 0
- classe-v

FWKO01_29045 62.1 NRPS PROTEINA DE MEMBRANA 2 2

5.2 Avaliacao de desempenho

A sensibilidade de um teste é definida como a taxa de identificacdo de verdadeiro
positivos, engquanto a especifidade, trata-se da taxa de verdadeiros negativos. A acuracia, por

sua vez, corresponde a taxa de acerto do modelo (POLO; MIOT, 2020).

O CDD foi o preditor com maior taxa de sensibilidade (84,4%). O Interpro teve a maior
porcentagem de acuracia (86,3%) e o Pfam foi a ferramenta que demonstrou uma maior taxa de
especificidade (91,7%).

Tabela 5. Resultado da andlise de curva ROC realizada na plataforma Online Curve ROC.

ROC

SOFTWARE SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE ACURACIA  AREA
SMART 62.5% 84.4% 71.3% 0.8020
INTERPRO 81.6% 88.1% 85% 0.9447
CATCH 83.3% 66.2% 68.8% 0.8474
PFAM 64.3% 91.7% 72.5% 0.8855
CDD 84.4% 81.3% 82.5% 0.9031
MEDIA 75,22% 82,34% 76,02% 0.87654
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5.3 Filogenia Molecular e filogendmica

O proteoma da Pantanalinema sp. GBBBO05 foi comparado com os proteomas de outras
19 linhagens, algumas de géneros pertencentes da mesma familia da Pantalinema e outras de
familia diferentes como a Geitlerinema e Oscillatoria da familia Oscilatoriaceae. A analise
feita no TYGS por meio do FastME 2.1.6.1, confirmou a identificagdo da GBBBO05, como
membro da familia Leptolyngbyaceae ao situd-la proxima de duas espécies do género

Leptolyngbya.

Leptolyngbya sp’

OO

Leptolyngbya sp. CLA1T

® Pantanalinema sp. GBBBOS

*Stenomitos frigidus ULC18 101°

‘Phormidesmis priestleyi ULC00T

‘Phormidesmis priestleyi BC1401"

"Myxacorys almedinensis A'

Leptolyngbya sp. NIES-3755

r ‘Leptolyngbya boryana PCC 6306
Leptolyngbya boryana dg8'

-

*Alkalinema sp. RU_4_3'

00

"Alkalinema sp. CACIAM 70
oF

"Meosynechococcus sphagnicola syl

Leptolyngbya sp. hensonii®
Leptolyngbya ohadii IS1°
'Oscillatoria sp. PCC 10802'
rr ‘Chroogloeocystis siderophila’

'Geitlerinema sp. PCC 7407

Leptolyngbya valdeniana BDU'

100

'‘Geitlerinema sp. S16°

Figura 5. A arvore foi inferida com FastME 2.1.6.1 a partir de distdncias GBDP baseadas no proteoma inteiro.
Os comprimentos dos ramos sdo dimensionados através da formula de distancia GBDP d5. Os valores de
ramificagdo sdo valores de suporte de pseudo-bootstrap GBDP > 60% de 100 replicagBes, com um suporte médio
de ramificacdo de 93,6%. A érvore foi enraizada no ponto médio.

Foram construidas 6 arvores génicas com base na sequéncia das proteinas codificadas

por genes sintéticos centrais.

A proteina citramalato sintase (FWKO01_02875) do agrupamento 2.1 betalactona é

codificada pelo gene cimA e é descrita como uma proteina envolvida com uma das etapas da
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biossintese da enzima isoleucina, que por sua vez é responsavel pela biossintese de aminoacidos
(KELLY etal., 2014; SHANER, 1997).

A éarvore gerada a partir da sequéncia de aminoécidos dessa proteina mostrou que a
proteina citramalato sintase da GBBBO5 possui mais homologia com a mesma proteina de duas
espécies da familia Leplyngbyaceae, que é a mesma familia a qual o género Pantanalinema
pertence. A sequéncia de aminoacidos da GBBBO5 apresentou um percentual de identidade de
82,49% com a sequéncia da cianobactéria da Leptothermofonsia sichuanensis e 80,75% com a

proteina da Leptolyngbyaceae cyanobacterium HOT.MB2.61.

9 Leptothermofonsia sichuanensis (WP 223047570.1)
1 Leptolyngbyaceae cyanobacterium HOT MB2.61 (MCLE433871 1)
66 —e @ Pantanalinema sp. GBBB05 (MBL1174047.1)
Stenomitos rutilans HA7619-LM2 (MBW4474650.1)
% _: Leptolyngbya sp. FACHB-321 (WP 190513702.1)
71 Tildeniella nuda ZEHNDER 1965/U140 (MBW4583458.1)
Oscillatoria sp. FACHB-1407 (WP 190510638.1)

Microcoleus sp. FACHB-53 (WP 190495677.1)
Argonema antarcticum (WP 249064282.1)

a7 _: Coleofasciculus sp. FACHB-129 (WP 190674394 .1)
100 Coleofasciculus sp. FACHB-125 (WP 190415605.1)
[ Phormidesmis priestleyi (WP 073072036.1)
04 e Trichoc0lEUS sp. FACHB-262 (WP 190556291.1)

75

96

Figura 6. A foi inferida usando o método Neighbor-Joining e as distancias evolutivas foram calculadas usando o
método de corre¢do de Poisson. Foi empregado o teste de bootstrap com 1000 replicatas, a porcentagem de arvores
replicadas nas quais os tdxons associados agrupados no teste de bootstrap sdo mostrados ao lado dos ramos. Os
ramos correspondentes a particdes reproduzidas em menos de 50% de réplicas de bootstrap séo recolhidos. Esta
analise envolveu 13 sequéncias de aminoacidos. As analises evolutivas foram realizadas no MEGA X. Em
parénteses estdo indicados os I1Ds das proteinas.

A proteina beta-cetoacil-ACP sintase 111 (FWKO01_03380) do agrupamento 3.1 NRPS é
descrita como responsavel pela sintase de acidos graxos (ALMEIDA-AMARAL et.al, 2014).
Baseada na construcdo da arvore génica que utilizou a sequéncia de aminoacidos dessa proteina,
notou-se que a Pantanalinema sp. GBBBO05 foi agrupada no mesmo clado de outra espécie da
familia Leptolynbyaceae, a Leptothermofonsia sichuanensis. O percentual de identidade entre

as duas sequéncias foi de 79,35%.
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72 Microseira wollei (WP 226584884 1)
62 — Nostoc sp. NOS(2021) (MBN3899619 1)
- _: Tychonema sp. LEGE 07203 (WP 194062228.1)
100 Osclllatoriales cyanobacterium (TAGE62021.1)
— Microcoleus sp. FACHB-672 (WP 190671364.1)

100 ———— Microcoleus sp. FACHB-68 (WP 190758089.1)
Leptalyngbya sp. Cla-17 (WP 171574894 1)

g9 _: @ Pantanalinema sp. GBBB0S (MBL1174146.1)
55 Leptothermofonsia sichuanensis (WP 223050331.1)
[ Leptolyngbya sp. CCY15150 (WP 204151110.1)
100 ———— Nodosilinea nodulosa (WP 017297741.1)

Figura 7. A foi inferida usando o método Neighbor-Joining e as distancias evolutivas foram calculadas usando o
método de corre¢do de Poisson. Foi empregado o teste de bootstrap com 1000 replicatas, a porcentagem de arvores
replicadas nas quais os taxons associados agrupados no teste de bootstrap s&o mostrados ao lado dos ramos. Os
ramos correspondentes a particdes reproduzidas em menos de 50% de réplicas de bootstrap sdo recolhidos. Esta
analise envolveu 11 sequéncias de aminodcidos. As analises evolutivas foram realizadas no MEGA X. Em
parénteses estdo indicados os IDs das proteinas.

A sequéncia de aminoécidos das proteina contendo dominio de adenilacdo de
aminoacidos dos agrupamentos 5.1 NRPS, TI1PKS (FWKO01 06765); 10.1 NRPS
(FWKO01_10200); 21 NRPS-NRPS, like (FWKO01_18155); e 62.1 NRPS (FWKO01_28975)
foram utilizadas para gerar as demais arvores génicas. Os resultados das arvores génicas
construidas a partir das proteinas dos agrupamentos 5.1 e 62.1 sugerem que a GBBBO5 tenha
recebido 0s genes para as respectivas proteinas por transferéncia horizontal. A transferéncia
horizontal de genes € um mecanismo capaz de aumentar a variabilidade genética de organismos
procariotos, consiste na troca de matéria genético entre espécies ndo relacionadas, que em

procariotos pode ocorrer através da transformacao, conjugacao e transducdo (BROWN, 2003).

Na arvore gerada pela sequéncia de aminoacidos da proteina FWKO01 06765 do
agrupamento 5.1, foi demonstrada uma homologia entre as sequéncias da GBBBO05 e da
cianobactéria da classe Oscillatoriophycideae, com um valor de bootstrap de 59%. Ambas as
proteinas possuem dominio de adenilacdo de aminodcidos e tém percentual de identidade de
72,67%.
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100 Pseudanabaena sp. BC1403 (WP 103667733.1)

% _|: Pseudanabaena sp. SR411 (WP 094534328.1)
Chamaesiphon minutus (WP 015159817.1)

» ————————— Alkalinema sp. FACHB-856 (WP 190574100.1)
100 : @ Pantanalinema sp. GBBB0A (MBL1174812.1)

5 Oscillatoriophycideae cyanabacterium NC groundwater 1537 Prd S-0.65um 50 18 (MBI4785227.1)
85 — Baaleninema simplex (WP 026097629.1)
10 I Leptolyngbya valderiana BDU 20041 (OAB62821.1)
Desertifilum sp. (MCD8466274.1)
— Microcoleus asticus (WP 172187947 1)

0 Argonema antarcticum (WP 249066734.1)

[ Stigonema ocellatum SAG 48.90 = DSM 108950 (MBR8836536.1)
L Chroococcidiopsis sp. CCMEE 29 (WP 250126459.1)

Figura 8. A foi inferida usando o0 método Neighbor-Joining e as distancias evolutivas foram calculadas usando o
método de correcdo de Poisson. Foi empregado o teste de bootstrap com 1000 replicatas, a porcentagem de arvores
replicadas nas quais os tdxons associados agrupados no teste de bootstrap sdo mostrados ao lado dos ramos. Os
ramos correspondentes a particdes reproduzidas em menos de 50% de réplicas de bootstrap sdo recolhidos. Esta
analise envolveu 13 sequéncias de aminodcidos. As andlises evolutivas foram realizadas no MEGA X. Em
parénteses estéo indicados os 1Ds das proteinas.

A érvore génica construida com a proteina FWKO01_10200 do agrupamento 10.1
demonstrou homologia entre a GBBBO05, uma espécie do género Leptolyngbya (a qual pertence
a mesma familia da Pantanalinema), e uma espécie do género Phormidium com bootstrap de
100%. A proteina da Leptolyngbya sp. FACHB-321, que apresentou um percentual de
identidade de 68,69% com a proteina da GBBBO05, contém dominio de sintese de peptideos e
dominio PiLZ, o qual faz parte da proteina de ligacdo bacteriana c-di-GMP, que por sua vez
atua como um mensageiro secundario universal envolvida na regulacdo de alguns processos
como producdo de polissacarideos extracelulares, formacdo de motilidade e outros
comportamentos celulares em diversas bactérias (AMIKAM; GALPERIN, 2006; PAUL et al.,
2010) .

92 Anabaena sp. AL93 (OBQ20459.1)
o Dolichospermum flos-aquae (WP 168696234 1)
Aphanizomenon flos-aguae Clear-A1 (MBD1218240.1)
Nostoc sp. NZL (WP 196510320.1)

Rippkaea orientalis (WP 012596901.1)
Oscillatoria sp. PCC 10802 (WP 017716896.1)
Trichocoleus desertorum ATA4-8-CV12 (MBW4490090.1)
@ Pantanalinema sp. GBBB05 (MBL1175482.1)
100 _: Phormidium sp. FACHB-592 (WP 190449400.1)

100 Leptolyngbya sp. FACHB-321 (WP 190510090.1)

— Crinalium epipsammum (WF 015202607.1)

81 b Planktothrix sp. FACHB-1365 (WP 190521060.1)

100

100

100
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Figura 9. A foi inferida usando o método Neighbor-Joining e as distancias evolutivas foram calculadas usando o
método de corre¢do de Poisson. Foi empregado o teste de bootstrap com 1000 replicatas, a porcentagem de arvores
replicadas nas quais os taxons associados agrupados no teste de bootstrap sdo mostrados ao lado dos ramos. Os
ramos correspondentes a particdes reproduzidas em menos de 50% de réplicas de bootstrap sdo recolhidos. Esta
analise envolveu 12 sequéncias de aminoacidos. As analises evolutivas foram realizadas no MEGA X. Em
parénteses estdo indicados os IDs das proteinas.

A proteina FWKO01_18155 do agrupamento 21.1 NRPS demonstrou homologia com
bootstrap de 100% com a proteina que contem dominio de adenilacdo de aminoacidos da
cianobactéria JSC-12 da familia Leptolynbyaceae, mesma familia a qual o género

Pantanalinema pertence. O percentual de identidade entre as duas sequéncias é de 77,42%.

100 Desmonostoc muscorum (WP 190963578.1)

™ e B Nostoc sp. ATCC 53789 (WP 114082684 1)
Cyanocohniella sp. LLY (MCG6135477.1)
Brasilonema sp. CT11 (WP 210617241.1)
100 Fischerella sp. PCC 9339 (WP 017308661.1)

— Dolichospermum sp. DEX189 (MBO1068207.1)
0] e Dolichospermum sp. UKL201 (QSV56609.1)

| — @ Pantanalinema sp. GBBBO05 (MBL1176984.1)
e — Leptolyngbyaceae cyanobacterium JSC-12 (MBF2026803.1)

Aetokthonos hydrillicola CCALA 1050 (MBW4590694.1)

7 _: Calothrix sp. NIES-2098 (BAY08030.1)
100 Mostoc edaphicum (WP 181930805, )

100

100

Figura 10. A foi inferida usando o método Neighbor-Joining e as distancias evolutivas foram calculadas usando
0 método de corregdo de Poisson. Foi empregado o teste de bootstrap com 1000 replicatas, a porcentagem de
arvores replicadas nas quais o0s tdxons associados agrupados no teste de bootstrap sdo mostrados ao lado dos ramos.
Os ramos correspondentes a partigdes reproduzidas em menos de 50% de réplicas de bootstrap sdo recolhidos.
Esta analise envolveu 12 sequéncias de aminoacidos. As analises evolutivas foram realizadas no MEGA X. Em
parénteses estdo indicados os IDs das proteinas.

Na arvore génica gerada utilizando a proteina do agrupamento 62.1, a Pantanalinema
sp. GBBBO5 foi agrupada no mesmo clado que duas espécies dos géneros Oscillatoria, da
familia Oscilatoriaceae, e Nodosilinea, da familia das Proclorotricaceas, com bootstrap de
97%. As sequéncias das proteinas das espécies da Nodosilinea e Oscillatoria possuem dominio
pra sintese de peptideos e dominio metiltransferase. Este Gltimo estd envolvido com a
transferéncia de metil utilizando o substrato S-adenosil-L-metionina, criando o produto S-
adenosil-L-homocisteina (MARTIN, 2002; SCHUBERT; BLUMENTHAL; CHENG, 2003).
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_84: Oscillatoria sp. FACHB-1407 (WP 190504591.1)
il Nodosilinea sp. FAGHB-13 (WP 190523648.1)

52 @ Pantanalinema sp. GBBB05 (MBL1179046.1)
Oculatella sp. FACHB-28 (WP 190644950.1)
10 _: Cyanobacteria bacterium FACHB-471 (MBD1869937.1)
100 Leptolyngbya sp. FACHB-671 (WP 190684151.1)
Oculatella sp. LEGE 06141 (WP 193876330.1)

[~ Leptolyngbya sp. FACHB-321 (WP 180507305.1)
100 I Phiormidiumn sp. FACHB-592 (WP 190451544 1)
[ Phormidesmis priestleyi (WP 073071731.1)
61 I Timiaviella obliguedivisa GSE-PSE-MK23-08B (MBW4515816.1)

99

Figura 11. A foi inferida usando o método Neighbor-Joining e as distancias evolutivas foram calculadas usando
0 método de correcdo de Poisson. Foi empregado o teste de bootstrap com 1000 replicatas, a porcentagem de
arvores replicadas nas quais o0s tdxons associados agrupados no teste de bootstrap sdo mostrados ao lado dos ramos.
Os ramos correspondentes a parti¢des reproduzidas em menos de 50% de réplicas de bootstrap sdo recolhidos.
Esta analise envolveu 11sequéncias de aminoécidos. As analises evolutivas foram realizadas no MEGA X. Em
parénteses estéo indicados os I1Ds das proteinas.

5.4 Analise de sintenia

Foram realizadas analises de sintenia de dois agrupamentos da Pantanalinema sp.
GBBBO05: O agrupamento 5.1 NRPS-T1PKS; e o agrupamento 10.1 NRPS.

A sintenia do agrupamento 5.1 NRPS-T1PKS da GBBBO05 foi feita com os
agrupamentos NRPS, NRPS-like e NRPS-T1PKS das espécies PCC 9339 e PCC 9431,
respectivamente, do género Fischerella, ambos indicados pelo antiSMASH. O agrupamento da
espécie PCC 9339 esta envolvido com a biossintese de aranozol, enquanto o da espécie PCC
9431 esta envolvido com a biossintese de halogenases dependentes de ferro (II)/a-cetoglutarato
(MOOSMANN et al., 2018). A analise demonstrou uma relagdo de sintenia pouco significativa
entre esses agrupamentos e 0 agrupamento da espécie da Pantanalinema. A GBBBO05
compartilha com a espécie PCC 9431 as proteinas de dominio PKS_KS com 36% de identidade

e a proteina de dominio de heterociclizacdo com 44% de identidade.

J& com a espécie PCC 9339 a GBBBO05 compartilha além da proteina de dominio
PKS_KS, a proteina de Dominio de Condensacdo LCL (Dominio de condensacao ligando um
L-aminoacido a um peptideo que termina com um L-aminoacido) (RAUSCH et al. 2007). E
possivel observar uma inversdo de sentido dessas proteinas no agrupamento da espécie da

Fischerella.
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Fischerella sp. PCC 9431

8GC0001884:1-21958

Da 15 G
P p.

P
VRZDO1000005:1-34788

Fischerella sp. PCC 9339

8GCO01467:1-25782

— TN @ Dominio PKS_KS (cetossintase)
25kb 0 Identity (%) 100 @ Dominio de Condensacio_LCl
Dominio de Heterociclizagdo
@ Dominio de Coenzima A ligase

Figura 12. Anélise de sintenia do grupamento 5.1 NRPS- T1PKS da Pantanalinema sp. GBBB05 com o0s
agrupamentos das cianobatérias Fischerella sp. PCCC 9431 e Fischerella sp. PCCC 9339 indicados pelo
antiSMASH utilizando clinker e clustermap.js.

O agrupamento 5.1 NRPS-T1PKS tambem foi comparado com o agrupamento NRPS-
T1PKS da cianobactéria Oscillatoriophycideae cyanobacterium
NC_groundwater 1537 Pr4 S-0.65um_50 18. A compara¢cdo mostrou identidade
significativa entre 10 proteinas dos agrupamentos e também similaridade quanto a organizagao

destas proteinas nas respectivas vias metabolicas.

Oscillatoriophycideae cyanobacterium
NC_groundwater_1537 Pr4_S-0.65um_50_18
JACQYI010000081:1-36694

Pantanalinema sp. GBBBO05
VRZDO1000005:1-34788
® Proteina de transporte: Receptor sinderofito dependente de TonB
® Regulador Transcricional AraC (L-ARABINOSE)
2.5kb 0 Identity (%) 100 @ pominio de ligagic PP
® Dominio de ligacdc AMP (proteina benzoato-CoA ligase)
Isocorismato sintase
Proteina de transporte
Dominio de ligagao PP
Dominio de Heterociclizagao
® Dominic PKS_KS {cetossintase)
® Proteina da famflia Luciferase
® Dominio de Condensagdo_LCL

Figura 13. Anélise de sintenia entre os agrupamentos NRPS-T1PKS da Pantanalinema sp. GBBBO5 e da espécie
de cianobactéria da classe Oscillatoriophycideae utilizando clinker e clustermap.js.

O agrupamento 10.1 NRPS foi comparado com os agrupamentos: NRPS-T1PKS da
Nostoc sp. GSV224 e o agrupamento NRPS da Nostoc sp. ATCC 53789, ambos envolvidos na
biossintese de nostopeptolido A2; e com o agrupamento NRPS da espécie Planktothrix agardhii
NIVA-CYA 116, responsavel pela producéo de cianopeptolina. A analise demonstrou pouca
semelhanca entre os agrupamentos indicados pelo antiSMASH e o agrupamento da
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Pantanalinema sp. GBBBO05, que compartilha somente a proteina de dominio de condensagéo

com um baixo percentual de identidade com os demais agrupamentos.

Nostoc sp. GSV224
2GC0001028:1-40989

Pantanalinema sp. GBBB0S5
VRZDO1000010:1-45504

Planktothrix agardhii NIVA-CYA 116

2GC0000321:1-31593

Nostoc sp. ATCC 53789

3GC0000397:1-34328

@® Dominio de condensagdo_LCL
® Proteina de ligagdo
nosF
» Dominio PKS_ES
® ORF de fungdo desconhecida

— [
25kb 0 Identity (%) 100

Figura 14. Andlise de sintenia do agrupamento 10.1 NRPS da Pantanalinema sp. GBBB05 com 0s agrupamentos
génicos das espécies Nostoc sp. GSV224, Nostoc sp. ATCC 53789 e Planktothrix agardhii indicados pelo
antiSMASH utilizando clinker e clustermap.js.

Além da comparacdo com os agrupamentos indicados pelo antiSMASH, o agrupamento
10.1 NRPS também foi comparado com o agrupamento NRPS da cianobactéria Trichocoleus
desertorum ATA4-8-CV12. As ciabactérias da espécie desertorum foram identificadas em
regibes de deserto e pertencem a familia Trichocoleusaceae (MUHLSTEINOVA et al., 2014).

A sintenia entre esses dois agrupamentos demonstrou relacdo de identidade
significativa entre algumas proteinas e também uma inversao da ordem de como algumas das

proteinas estdo inseridas nessas vias metabdlicas.

Trichocoleus desertorum ATA4-8-CV12
JAHHILO10000036:4709-44916

Pantanalinema sp. GBBBO05

VRZ001000010:5123-44747
[T
25kb 0 Identity (%) 100 @ Permease transportadora ABC
Proteina de ligacdo ao ATP do transporte ABC
Proteina contendo dominio de adenilagdo de aminoacidos
@ Dominio de Condensacao_LCL

@ PKinase biossintético adicional

Figura 15. Analise de sintenia entre os agrupamentos NRPS da Pantanalinema sp. GBBBO5 e a cepa ATA4-8-
CV12 de espécie Trichocoleus desertorum utilizando clinker e clustermap.js.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio da anotacdo manual das proteinas hipotéticas da Pantanalinema sp. GBBBO05,
foi possivel identificar e caracterizar, com alta confiabilidade, 16 proteinas hipotéticas, lhes
atribuindo funcdes distintas, além de fornecer informag6es quanto a localizagdo subcelular e
parametros fisico-quimicos, enfatizando a importancia da bioinforméatica como meio para
realizar estudos funcionais preliminares in silico que possam servir como base para futuras
pesquisas in vivo. A espéecie apresentou genes que possuem potencial para a biomedicina,

biotecnologia e relevancia industrial.

Além disso, este trabalho contribui para o estudo e a caracterizacdo da biodiversidade
local, uma vez que a espécie estudada foi identificada no Cerrado maranhense, demonstrando
que tem grande potencial de abrigar uma ampla diversidade de cianobactérias. Enriquecendo
também as informacGes ecoldgicas sobre o Parque Nacional da Chapada das Mesas que podem
reforgcar a importancia da preservacdo ecolégica do mesmo. Sendo assim faz-se necessario
incentivar projetos de pesquisas que objetivem explorar essa biodiversidade, buscando

identificar e caracterizar a microbiota local.
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Quadro 1. Resultados da previsdo de dominios e familias feitos pelas ferramentas SMART, INTERPRO, CATCH, PFAM E CDD de todas as HPs.

ID DA
PROTEINA SMART InterPro CATCH Pfam CD-Search
FWKO01_00010 No domains None predicted No matches DUF3107 Pr(_)teln of unknown PRK13683 superfamily
function/ HutP
FWKO01_00035 No domains None predicted No matches No matches No Domain
transmembrane region | protein binding/ ATP 4ry2A01/ 3k8uA01/ Peptidase_C39 Peptidase C39 family/ Peptidase_C39 like

FWKO01_00050

/ Pfam:Peptidase_C39
/ Pfam:PG_binding_1

binding/ peptidase
activity

Haemolysin secretion ATP-
binding protein

PG_binding_1 Putative peptidoglycan
binding domain

super family/
PG_binding_1

FWKO01_02825

low complexity

Signal peptide N-
region

No matches

No matches

No Domain

FWKOZL_02830

Pfam:Phycobilisome

Phycobilisome,
alpha/beta subunit

2vjtA00 (Phycocyanins)

Phycobilisome Phycobilisome protein

Globin-like super
family- contain
phycobilins

15-cis-zeta-carotene

Pfam:NnrU / . isomerase, chloroplastic / . Uncharacterized

FWKD1_02845 Pfam:PEMT NnrU- 15 cis carotene Protein-S-isoprenylcysteine NnrU protein membrane protein
O-methyltransferase
transmembrane PRK13042 super family-

FWKO01_02865 region/ low None predicted No matches No matches superantigen-like protein

complexity SSL4; Reviewed,;
FWKO01_02890 Pfam:YlgD YlgD protein 4dciG00 YIgD YlgD protein YlgD protein

. N . HcyBio-Homocysteine

FWKO01_02925 Pfam:HcyBio HcyBio No matches HcyBio Homocysteine biosynthesis biosynthesis enzyme,

enzyme

sulfur-incorporation
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Quadro 1. Resultados da previsdo de dominios e familias feitos pelas ferramentas SMART, INTERPRO, CATCH, PFAM E CDD de todas as HPs.

ID DA

PROTEINA SMART InterPro CATCH Pfam CD-Search

4wkbAO00- Nucleoside
phosphorylase domain/ 5-

methylthioadenosine Pfs- Nucleoside
. Nucleoside_phosphorylase_d nucleosidase, S- PNP_UDP_1- Phosphorylase phosphorylase
FWKO01_03355 | Pfam:PNP_UDP_1 /PNP_UDP_1 adenosylhomocysteine superfamily [Nucleotide transport
nucleosidase/ Probable and metabolism];

bifunctional mta/sah
nucleosidase mtn

DUF2417/ MitMem_reg-
. . Maintenance of mitochondrial .
FWKO01 03360 low complexity None predicted No matches structure and function/ 1L32- No Domain

Interleukin 32

HAMP HAMP domain/
Prefoldin Prefoldin subunit/
FWKO01_03365 coiled CO'". low coiled coil No matches Spo(_)E-Ilke SPOOE like .

- complexity sporulation regulatory protein/
HSBP1 Heat shock factor

binding protein 1

No Domain

Cog4 Coenzyme Q
FWKO01 03375 SCOP:dlqgua_ None predicted No matches (ubiquinone) biosynthesis No Domain
protein Cog4

FWKO01_03385 low complexity None predicted No matches No matches No Domain

CD20 CD20-like family/ Imp-
YgjV Bacterial inner membrane
transmembrane | Carbohydrate-selective porin No matches protein/ DUF2157 Predicted

region OprB membrane protein (DUF2157)/
MHYT Bacterial signalling
protein N terminal repeat

FWKO01_03410 No Domain
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Quadro 1. Resultados da previsdo de dominios e familias feitos pelas ferramentas SMART, INTERPRO, CATCH, PFAM E CDD de todas as HPs.

ID DA
PROTEINA SMART InterPro CATCH Pfam CD-Search

Carbohydrate-selective | Carbohydrate-selective porin OprB Carbohydrate-selective porin, OprB | . .
FWKO1_03425 porin OprB OprB No matches family/ SLH S-layer homology domain iron uptake porin
FWKO01_04145 | Pfam:SLH/ Pfam:OprB None predicted No matches BBS1 Ciliary BBSome complex subunit 1 No Domain

. . DUF2007 Putative prokaryotic signal .

FWKO01_04195 SCOP domain None predicted no matches transducing protein No Domain
FWKO01_04225 low complexny/_ None predicted no matches no matches glldlng_G_ItJ SUper

transmembrane region family

LexA-binding, inner . e
FWKO01_06640 Pfam:YdjM membrane-associated putative no matches YdjM LexA-binding, inner membrane- No Domain
associated putative hydrolase
hydrolase
FWKO01_06650 No domains None predicted no matches no matches No Domain
Double-stranded DNA
FWKO01_06655 Pfam:Imm1 deaminase immunity protein no matches Imm1 Immunity protein Imm1 No Domain
Dddl

FWKO01_06665 No domains None predicted no matches TBPIP TBPIP/Hop2 winged helix domain No Domain
FWKO01_06680 SCOP domain Sialidase_sf no matches BNR BNR/Asp-box repeat No Domain
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Quadro 1. Resultados da previsdo de dominios e familias feitos pelas ferramentas SMART, INTERPRO, CATCH, PFAM E CDD de todas as HPs.

ID DA
PROTEINA SMART InterPro CATCH Pfam CD-Search
FWKO01_06690 SCOP domain None predicted no matches DUF4259 [;Srq::?ilgn()f unknown No Domain
FWKO01_06695 No domains None predicted no matches no matches No Domain
FWKO01_06700 low co mple>_<|ty/ Band_?/S_PFH_(_jom_sf/ no matches UPF0688 UPF0688 family DUF5401 super family/ HfIC super family
coiled coil coiled coil

FWKO01_06725 No domains None predicted no matches no matches No Domain

Nudix_N_2 Nudix N-terminal/

DUF997 Protein of unknown
FWKO01_ 06785 No domains None predicted no matches function/ zf-C3HC4_2 Zinc No Domain

finger, C3HC4 type (RING
finger)
FWKO1_08650 Peptidase_C14 Tu_dor/ Chromo- no matches Dominio Peptldase__C14/ COG424_9 super f_amlly-Uncharacte_:rlzed
like_dom_sf/ Agenet Domain protein, contains caspase domain

FWKO01_08655 low complexity None predicted no matches Familia IDH/ Familia FlaF No Domain

sig_transdc_His_kin-
like_/ His_kinase_dom/

Histidine kinase-

Ost4 Family/ Dominio GAF/

BaeS- Signal transduction histidine kinase
[Signal transduction mechanisms] /

FWKO01_08665 HisK A Domain HATPase_C/ GAF- like ATPase, C- | Dominio GvpK/ HiskA Domain / HK_sensor super family-Sensor domains
- terminal domain* HATPase_c Dominio LN .
like dom_sf - of Histidine Kinase receptors
FWKO01_08670 No domains None predicted no matches DUF86 Familia No Domain
FWKO01_08690 No domains None predicted no matches no matches No Domain
regido -
FWKO01_08715 transmembrana/ ARM-like no matches DUFS337 Famll!a/ HEAT_2 No Domain
. . Familia
baixa complexidade
FWKO01_ 10130 no domains SH3-related domain no matches Familia Ntox33/ SH3_4 Dominio No Domain
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Quadro 1. Resultados da previsdo de dominios e familias feitos pelas ferramentas SMART, INTERPRO, CATCH, PFAM E CDD de todas as HPs.

ID DA

PROTEINA SMART InterPro CATCH Pfam CD-Search
FWKO01 10145 no domains None predicted no matches no matches No Domain
FWKO01_10150 no domains None predicted no matches DUF1493 Dominio No Domain

s_equencia . . . . metallo-dependent_hydrolases super
FWKO1 10165 | considerada muito None predicted no matches Adenine_deam_C Family farmil
curta y
regiao Carbohydrate-selective Familia SLH/ DHC_N1 . .
FWKO01_10220 transmembrana/ . no matches - P por_somb super family-ron uptake porin
porin OprB/ SLH Familia/ Familia OprB
SLH/ OprB
- Yjbl-Uncharacterized protein Yjbl,
. . E3 ubiquitin-protein Repetigdo do contains pentapeptide repeats/
FWKO01_10225 no domains Speptide_repeat/ - * pentapeptideo/ .
ligase SopA . o PRK15196 super family-type Il
Novirhabdo_Nv Familia/ : .
secretion system effector PipB2
FWKO01_10240 baixa cgmplex!dade/ DUF6438 no matches Familia zf-like No Domain
Familia zf-like
FWKO01_10245 no domains None predicted no matches no matches No Domain
. . Familia Corona_NS2A/ .

FWKO01 10250 no domains None predicted no matches DUE5596 Dominio/ No Domain
FWKO01_10255 no domains PROKAR_LIPOPROTEIN no matches no matches No Domain

FWKO01_10260

Pfam: MscS_porin

None predicted

Dominio de repeti¢do de
tetratricopeptideo

MscS_porin Coiled-coil
+90

COG1340 super family-Uncharacterized
coiled-coil protein, contains DUF342
domain
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Quadro 1. Resultados da previsdo de dominios e familias feitos pelas ferramentas SMART, INTERPRO, CATCH, PFAM E CDD de todas as HPs.

PRl(g)T[I;?N A SMART InterPro CATCH Pfam CD-Search
FWKO01_10505 no domains None predicted no matches no matches No Domain
FWKO01_10515 no domains None predicted no matches no matches No Domain
FWKO1_10525 | regido transmembrana None predicted no matches DUF3989 Familia No Domain
FWKO01_10530 no domains transﬁgef]%rana no matches DI; ';115 Ea} Eﬁg?{ﬁg;?ﬁ;ﬂ No Domain
FWKO01 15970 low complexity Put_N_fixation no matches no matches No Domain
FWKO1_15980 | transmembrane region None predicted no matches no matches No Domain
FWKO01_15990 no domains None predicted no matches UPF0688 Familia No Domain
FWKO01_ 16010 PhyH Domain None predicted no matches PhyH Domain No Domain
FWKO1 18075 no domains None predicted no matches Dominio LnmK_N_HDF No Domain
FWKO1_18085 no domains None predicted no matches FYVE_2 Familia/ UPFO167 No Domain

Familia/ YgbA_NO Familia

FWKO01_18090

Pfam: AhpC-TSA 2

Peroxiredoxin-like

Selenoprotein U

AhpC-TSA_2 Dominio

Enzima antioxidante AhpC / TSA

2A/BIC
low complexity/ Peroxiredoxin-like .
FWKO01 18165 SCOP:d1lkxa 2A/B/C no matches no matches No Domain
FWKO01_18185 no domains None predicted no matches Peptidase_M91 Familia Superfamilia M34_peptidase
Transglut_prok Domain/
FWKO01_18190 no domains None predicted no matches DUF771 Familia / NUFIP1 No Domain
Familia
FWKO01 18215 low complexity/ coiled None predicted no matches LMBR1 Familia No Domain

coil
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Quadro 1. Resultados da previsdo de dominios e familias feitos pelas ferramentas SMART, INTERPRO, CATCH, PFAM E CDD de todas as HPs.

FWKO1_18275

Glyco_tran 28 C

Glyco_tran_28 C

synthase 3/ beta-
glucosyltransferase

MGDG_synth Family/
Glyco tran 28 C

ID DA
PROTEINA SMART InterPro CATCH Pfam CD-Search
Super familia NHL-Unidade de
baixa complexidade/ repeticdo de NHL de proteinas de
FWKO01_18230 Pfam: DUF5122/ None predicted no matches Familia NAPRTase + | hélice beta/\VCBS-Repita 0 dominio
Pfam: VCBS/ em Vibrio, Colwellia, Bradyrhizobium
e Shewanella
low complexity/ Integrin_alpha_N/ proteina da familia da glicosil
FWKO1_18245 SCOP:d2ahja_ Delta 60 rpt no matches no matches transferase;
low complexity / . Glyco_tran 28 C Superfamilia tipo
FWKO1_18270 coiled coil None predicted no matches Dominio Glicosiltransferase GTB
Pfam: Monogalactosyldiacylglycerol| HTH_33 Dominio/ Superfamilia tipo

Glicosiltransferase_ GTB

Monogalactosyldiacylglycerol

BLOC1S3 Family/
LTXXQ Family /

desidrogenase / WD40

desidrogenase

WD40 Repetir

FWKO01_24935 transmembrane Signal peptide H-region synthase 3/ Processive DUF4164 Familia/ No Domain
region/ coiled coil diacylglycerol beta- o
glucosyltransferase Familia LuxE /
DUF501 Familia
FWKO1_26865 low complexity Signal peptide H-region no matches no matches No Domain
FWKO01 26870 Pfam:JUPITER None predicted no matches Familia JUPITER No Domain
transmembrane
FWKO1_26875 region/ low None predicted no matches no matches No Domain
complexity
GUN4_N Dominio/
baixa complexidade/ | WD40/YVTN_repeat- Familia Nup160/ .
FWKO01_ 26925 \WD40 like_dom_sf no matches Gel WD40 / WD40 Dominio WD40
Repetir
. , . Tipo de repeticdo YVTN / L
FWKO01_26930 WD40 quinoproteina amina quinoproteina amina GUN4_N Dominio / Dominio WD40
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Quadro 1. Resultados da previsdo de dominios e familias feitos pelas ferramentas SMART, INTERPRO, CATCH, PFAM E CDD de todas as HPs.

HopA1l Dominio

ID DA

PROTEINA SMART InterPro CATCH Pfam CD-Search

FWKO01_26940 no domains LRR_dom_sf !nIbIdOI’ de GUN4_N Dom_|n~|o/ LRR_4 Proteina da familia STM4015
- - = ribonuclease Repeticao
BETA-
CITRYLGLUTAMATE
FWKO01_26945 no domains SYNTHASE B/ no matches Familia ATPgrasp_ST Proteina da familia STM4014
Glutathione synthetase
ATP-binding domain-like
Superfamilia o . PG_binding_1-Dominio de ligacdo de
FWKO1 27080 | Pfam: PG_binding_1 Peptidoglycan-bd-like semelhante a PG—Gb:ngén%—tonén'O/ peptidoglicano putativo/ Super familia
PGBD / PGBD yeo_nhydro_ tipo Lyz- dominios do tipo lisozima
SLH Family/ Spectrin
Porina seletiva de Domain/ Familia KfrA/ . .
FWKO01_27085 SLH/ OprB carboidratos OprB no matches Familia OprB/ iron uptake porin
TolA bind_tri

FWKO01 27110 low complexity none predicted no matches no matches Super familia PHA03247
FWKO01 27140 no domains none predicted no matches no matches No Domain
FWKO01 27145 no domains none predicted no matches no matches No Domain
FWKO1 27155 no domains HopAL1 effector protein no matches Familia Cerato-platanina/ Familia de proteinas efetoras HopA1l

FWKO1_29045

Pfam: Ni_hydr_ CYTB

Cyt_b561 bac/Ni-
Hgenase

Redutase de
tiorredoxina

Ni_hydr_CYTB Familia/
Familia PepSY_TM /
Familia Tmemb_55A

YdhU super family/ Thiosulfate
reductase cytochrome b subunit




Quadro 2. Parametros fisico-quimicos para todas as HPs, utilizando o Expasy Protparam.

ID DA
PROTEINA ENTRADA UNIPROT P.M Pl CE IE IEC IA |GRAVY
FWKO01_00010 | AOAQ98THZ1 9CYAN | 9632.94 | 4.96 4470 30.20 stable 93.15 | 0.017
FWKO01_00035 K8GDT3_9CYAN 13989.94| 4.38 10095 | 42.52 unstable |100.79| -0.071
FWKO1_00050 | AOA2T1DX45 9CYAN [39351.04| 9.54 56045 | 36.33 stable 112.82| 0.278
FWKO01_02825 | AOA2TI1EGP8 9CYAN [11353.53| 4.69 17990 | 43.08 unstable | 64.56 | -0.270
FWKO1_02830 K8GQ85_9CYAN 18171.00| 5.14 13075 | 43.14 unstable |103.16| -0.236
FWKO01_02845 | AOA2T1IEGM5_9CYAN |26867.71| 9.20 70930 | 29.07 stable 120.68| 0.571
FWKO01_02865 G7XH68_ASPKW 9953.55 | 12.70 | 16500 | 78.78 unstable | 83.09 | 0.002
FWKO01_02890 K8GJJZ2_9CYAN 17168.69| 4.95 5500 55.50 unstable |100.60| -0.544
FWKO01_02925 | AOA2T1ENK8_9CYAN [42968.22| 6.02 | 48150 | 37.08 stable 96.98 | -0.040
FWKO01_03355 | AOAOV7ZHQO 9CYAN [35817.97| 5.56 33585 | 4341 unstable | 96.11 | -0.161
FWKO01_03360 | AOASALYQR1 9PAST |16806.71| 8.74 23045 | 50.74 unstable |111.66| 0.361
FWKO01_03365 | AOA2T1IDVU9 9CYAN |14912.74| 9.64 5960 51.00 unstable | 71.53 | -0.879
FWKO1_03375 | AOA2TIENT8 9CYAN [19503.33| 6,72 44015 | 42.55 unstable | 99.70 | -0. 121
FWKO01_03385 | AOA2T1EP36_9CYAN |36074.31| 5.75 54110 | 46.03 unstable |101.31| -0.159
FWKO01_03410 | AOA1Z4JAR3_LEPBY [11792.72| 6.24 22460 | 32.33 stable 117.08| 0.537
FWKO01_03425 | AOA1Z4AHNHS _9NOSO [57783.17| 4.61 74050 | 22.42 stable 83.25 | -0.152
FWKO01_04145 | AO0A4Q4X6D4 9PEZI [13405.21| 5.40 1868 64.31 unstable | 84.82 | -0.526
FWKO1_04195 K9TJ71_9CYAN 7054.98 | 4.14 6990 57.32 unstable |106.46| -0.034
FWKO01_04225 | AOA2K8STU6_9NOSO |36815.34| 5.76 64065 | 57.43 unstable | 80.87 | -0.510
FWKO01_06640 FAXRR3_9CYAN 22844.34| 9.79 36565 | 53.74 unstable |138.59| 0.690
FWKO01_06650 W4MO009_9BACT 24573.48| 4.69 53985 | 39.51 stable 82.62 | -0.344

PM = peso moléculas; Pl = potencial isoelétrico; CE = coeficiente de extingdo; IE = indice de estabilidade; IEC = indice de estabilidade classificacdo; IA = indice alifatico;
GRAVY = indice de hidropaticidade média




Quadro 2. Parametros fisico-quimicos para todas as HPs, utilizando o Expasy Protparam.

ID DA PROTEINA |ENTRADA UNIPROT P.M Pl CE IE IEC 1A GRAVY
FWKO01_06655 14DOE2_DESAJ 16983 .41 | 4..02 39670 57.29 |unstable| 66.33 | -0.463
FWKO01_06665 AOA1Y6CJH3_SALTE |17001.63| 7.61 43680 55.89 |unstable| 94.79 | -0.313
FWK01_06680 AOA179D5C2_9BACT | 12160.63 | 5.29 17085 53.71 |unstable| 62.34 | -0.571
FWK01_06690 B8HWA45_CYAP4 9116.33 4.16 8480 75.37 |unstable| 101.25 | -0.300
FWKO01_06695 AOAOCS5WLW7_9GAMM | 11545.28 | 6.83 1490 37.28 stable | 108.22 | 0.067
FWKO01_06700 AOA251WHK9_9CYAN | 53729.53 | 5.24 36565 49.25 |unstable| 94.95 | -0.557
FWK01_06725 Q7NNT6_GLOVI 14897.11 | 7.00 21095 40.82 |unstable| 90.38 | -0.053
FWKO01_06785 AOA1Q8ZIA5_9CYAN |19020.14 | 9.82 57450 37.93 stable 77.72 | -0.326
FWKO01_08650 K9X1Y9_9NOST 40024,31 | 4,17 102705 | 37,96 stable 37,96 | -0, 400
FWKO01_08655 KOWCN3_9CYAN 13.835,74 5,5 2980 39,34 stable | 108,93 | -0,002
FWKO01_08665 AOA1E5QJN4_9CYAN | 59025,67 53 53205 43,97 |unstable| 108,4 | -0,020
FWK01_08670 AOA2T1DSK9_SCYAN | 24154,25 | 4,42 51450 54,95 |unstable| 90,62 -0,366
FWKO01_08690 Q22Y61_TETTS 8549,52 5,51 10430 18,71 stable 59,19 | -0, 607
FWK01_08715 AOA1Z4JKS2_LEPBY 24139,51 | 4,43 22460 | 44,35 |unstable| 109,1 0,025
FWK01_10130 AOA1E5QDL2_9CYAN | 13329,21| 9,61 20970 19,43 stable 90,92 | -0,384
FWK01_10145 AOA2T1E4P4_9CYAN | 13617,56 | 5,37 8940 52,67 |unstable| 102,64 | -0, 136
FWKO01_10150 AOA2T1EG61_9CYAN |17373,68 | 4,87 36440 36,69 stable 90,56 | -0, 322
FWK01_10165 AOA3S1AN37_CHLFR 3660,47 | 11,57 5500 26,79 stable | 123,33 | 0, 153
FWK01_10220 AOA1Q8Z6K0_9SCYAN 62789,3 4,81 60405 27,68 |unstable| 85,11 | -0, 118
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PM = peso moléculas; Pl = potencial isoelétrico; CE = coeficiente de extin¢do; IE = indice de estabilidade; IEC = indice de estabilidade classificacdo; IA = indice alifético;
GRAVY = indice de hidropaticidade média



Quadro 2. Parametros fisico-quimicos para todas as HPs, utilizando o Expasy Protparam.

ID DA PROTEINA | ENTRADA UNIPROT P.M Pl CE IE IEC 1A GRAVY
FWKO01_ 10225 AOA2T1CPW4 9CYAN |34398,95| 6,92 14440 | 14,62 | stable | 111,22 | 0,110
FWKO01_10240 K9QAV5 9NOSO 20455,36| 9,33 20065 | 46,85 |unstable| 79,34 | -0, 388
FWKO01 10245 AO0A4Q5M8K5 9GAMM | 8528,34 | 4,21 19480 | 34,42 | stable | 86,08 | -0,504
FWKO01_10250 D9T4B9 MICAI 15126,21| 4,62 13200 | 51,95 |unstable| 67,01 | -0, 166
FWKO01_ 10255 AOAL1TS5JFX7 9BACT |14115,97| 5,27 52160 | 31,59 stable 70,96 | -0,034
FWKO01_ 10260 AO0A6P7FD71 DIAVI |15618,06| 6,25 28880 | 19,53 | stable | 82,56 | -1,005
FWKO01_10505 AOA0K8J314 9FIRM | 7117,24 | 9,18 8480 41,95 |unstable| 106,83 | 0,014
FWKO01 10515 sem resultado 7723,21 4,7 1615 39,49 | stable | 117,39 | 0,484
FWKO01_ 10525 FAXXY5 9CYAN 7639,21 | 5,05 6990 25,41 | stable | 1329 | 0,672
FWKO01 10530 AOA2T1DM58 9CYAN |14246,83| 6,13 27960 | 63,12 |unstable| 119,31 | 0, 656
FWKO01_ 15970 AOA2T1E5M1 9CYAN [24894,81| 4,26 34950 | 58,21 |unstable| 91,15 | -0, 157
FWKO01_15980 AO0A110AXC0O 9CYAN | 6530,7 5,87 125 19,16 | stable | 118,62 | 0,911
FWKO01 15990 AOA2T1DU87 9CYAN |29437,45| 5,83 44585 | 45,83 |unstable| 85,45 | -0,345
FWKO01_16010 K9RGM5 9CYAN 30702,13| 7,62 40715 | 43,56 |unstable| 88,31 | -0,136
FWKO01 18075 AOA1VAHQWY9 9BACL |24888,19| 6,17 7115 41,48 |unstable| 86,28 | -0, 385
FWKO01 18085 AOA1E5QR95 9CYAN |10005,55| 6,25 7365 61,08 |unstable| 83,07 | -0, 349
FWKO01_18090 AOA2T1CEP9 9CYAN [29132,45| 6,58 41160 | 40,49 |unstable| 94,66 | -0,047
FWKO01 18165 AOA401ILUS APHSA |24226,41| 5,02 40005 | 30,07 stable 96,05 | -0, 298
FWKO01 18185 AOA2T1ER12 9CYAN |26611,09| 9,28 53860 | 43,39 |unstable| 61,22 | -0, 669
FWKO01_ 18190 AOA2T1DVK7 9CYAN |17684,14| 6,08 53065 | 71,73 |unstable| 80,00 | -0, 676
FWKO01 18215 STMEA9 MYOBR 20079.91| 9,28 40450 | 91,09 |unstable| 45,35 | -2,024
FWKO01_ 18230 AOA1Z4L483 NOSLI |74396,56| 5,07 99725 12,1 stable | 78,38 | -0, 235
FWKO01 18245 AOA2T1CDN6 9CYAN | 9309,66 | 9,39 6990 50,23 |unstable | 105,93 | -0,677

PM = peso moléculas; Pl = potencial isoelétrico; CE = coeficiente de extincao;
= indice de hidropaticidade média
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IE = indice de estabilidade; IEC = indice de estabilidade classificacdo; IA = indice alifatico; GRAVY



Quadro 2. Parametros fisico-quimicos para todas as HPs, utilizando o Expasy Protparam.

ID DA PROTEINA | ENTRADA UNIPROT | P.M PI CE IE IEC IA | GRAVY
FWKO1_18270 AOA3S5K2F4 CHLFR [48632,2| 806 | 59400 | 42,89 |unstable| 105,05 | 0,004
FWKO1_18275 AOA367QUI3 9NOSO |439385| 6,42 | 61670 | 41,97 |unstable| 96,78 | -0, 179
FWKO1_24935 L8LVHL1 9CYAN |16866,4| 8,88 | 7115 | 63,86 |unstable| 104,87 | -0,288
FWKO1_ 26865 KOVQR7 9CYAN |88822,7| 551 | 70375 | 39,89 | stable | 90,41 | -0,18
FWKO1_26870 KORKK8 9CYAN  [12900,1| 4,75 | 475 | 9,55 | stable | 63,38 | 0,261
FWKO1_26875 KORKKS8 9CYAN | 14656,6| 9,7 | 4470 | 23,61 | stable | 83,79 | 0,283
FWKO1_26925 KOVZF6 9CYAN  |474438| 597 | 81610 | 4557 |unstable| 91,28 | -0,275
FWKO1_26930 KOVZF6 9CYAN  |338854| 6,11 | 47900 | 4559 |unstable| 90,99 | -0, 075
FWKO1_26940 AOAOCLROI6_9CYAN |47094,2| 524 | 56880 | 39,69 | stable | 99,18 | -0, 166
FWKO1_26945 AOAOP4UI65 9CYAN |43617,8| 848 | 69245 | 46,78 |unstable| 89,63 | -0,341
FWKO1_27080 AOALU713B5 9CYAN |30504,8| 55 | 41035 | 30,17 | stable | 90,94 | -0, 166
FWKO01 27085 | AOA2T1ER10 9CYAN [58257,6| 4,59 | 67965 | 24,44 | stable | 82,36 | -0, 166
FWKO1_ 27110 K8GDQL 9CYAN 52359 | 4,00 | 18450 | 56,07 |unstable| 77,05 | -0,314
FWKO1 27140 | AOA1Q4RRQ9 9CYAN |7932,69 | 3,98 | 4470 | 244 | stable | 93,42 | -0,229
FWKO1 27145 | AOALQ4RRQ9 9CYAN |8141,88| 3,88 | 6990 | 4521 |unstable| 90,81 | -0,274
FWKO1_ 27155 Q8YVP3 NOSS1  |42010,4| 6,05 | 50100 | 47,14 |unstable| 91,26 | -0,34
FWKO1_29045 B2IV05_NOSP7 12821,3| 11,84 | 26470 | 38,59 | stable | 117,91 | 0,42
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PM = peso moléculas; Pl = potencial isoelétrico; CE = coeficiente de extin¢ao; IE = indice de estabilidade; IEC = indice de estabilidade classificacdo; IA = indice alifatico;

GRAVY = indice de hidropaticidade média
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Quadro 3. Determinacdo de localizacéo subcelular de todas as HPs pelo Psortb, PSLpred e CELLO.

PRI(?T%?N A Psortb PSLpred CELLO
FWKO01_00010 Unknown Inner-membrane Protein Cytoplasmic
FWKO01_ 00035 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO1_00050 | CytoplasmicMembrane | Inner-membrane Protein InnerMembrane
FWKO01_02825 Unknown Extracellular Protein Periplasmic
FWKO01 02830 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01 02845 InnerF;:T(;fgi]rE)rane CytoplasmicMembrane InnerMembrane
FWKO1_02865 | CytoplasmicMembrane | Periplasmic Protein Periplasmic
FWKO01_02890 Cytoplasmic Inner-membrane Protein Cytoplasmic
FWKO01 02925 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01 03355 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO1_03360 | CytoplasmicMembrane | Inner-membrane Protein Cytoplasmic
FWKO01_03365 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01 03375 Cytoplasmic Inner-membrane Protein Cytoplasmic
FWKO01 03385 Cytoplasmic Cytoplasmic Cytoplasmic
FWKO01_ 03410 Unknown Extracellular Protein Extracellular
FWKO01_03425 Cellwall Outer Membrane Protein OuterMembrane
FWKO01 04145 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01_ 04195 Unknown Periplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01_04225 Cytoplasmic Extracellular Protein OuterMembrane
FWKO01_06640 | CytoplasmicMembrane | Inner-membrane Protein InnerMembrane

OuterMembrane/

FWKO01_06650

CytoplasmicMembrane

Extracellular Protein

Extracellular

FWKO01 06655 Unknown Outer Membrane Protein Extracellular
FWKO01_06665 Unknown Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01 06680 Unknown Extracellular Protein Periplasmic
FWKO01_06690 Cytoplasmic Extracellular Protein Cytoplasmic
FWKO01_06695 Unknown Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01_06700 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO1 06725 | CytoplasmicMembrane| Cytoplasmic Protein Periplasmic
FWKO01_06785 Cytoplasmic Inner-membrane Protein Cytoplasmic
FWKO01_08650 Unknown Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO1_08655 | CytoplasmicMembrane |  Periplasmic Protein Periplasmic
FWKO1_08665 | CytoplasmicMembrane InnerMembrane Cytoplasmic
FWKO01_08670 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01_08690 Unknown Outer Membrane Protein | Cytoplasmic/Periplasmic
FWKO01 08715 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01 10130 Unknown Periplasmic Protein Membrana externa
FWKO01_10145 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01_10150 Unknown Inner-membrane Protein Cytoplasmic
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Quadro 3.Determinacdo de localizacao subcelular de todas as HPs pelo Psortb, PSLpred e CELLO.

PR'C?T%?N R Psorth PSLpred CELLO
FWKO01 10165 | CytoplasmicMembrane InnerMembrane Cytoplasmic
FWKO01 10220 Cellwall InnerMembrane Membrana externa
FWKO01 10225 Unknown Outer Membrane Protein OuterMembrane
FWKO01 10240 Unknown Periplasmic Protein Periplasmético
FWKO01 10245 Unknown Proteina Citoplasmatica Cytoplasmic
FWKO01 10250 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Periplasmatico

FWKO01_10255

CytoplasmicMembrane

Outer Membrane Protein

Extracellular/
OuterMembrane/ Periplasmic

FWKO01_ 10260 Unknown Extracellular Protein Extracellular
FWKO1_10505 Cytoplasmic Inner-membrane Protein Cytoplasmic
FWKO01 10515 Cytoplasmic Inner-membrane Protein Cytoplasmic
FWKO1_10525 | CytoplasmicMembrane InnerMembrane Cltoplasm?r:![g?r/]aMembrana
FWKO1_10530 |CytoplasmicMembrane | Inner-membrane Protein | InnerMembrane/ Periplasmic
FWKO01_15970 |CytoplasmicMembrane| Periplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01_15980 |CytoplasmicMembrane | Inner-membrane Protein Cytoplasmic/ Periplasmic/
InnerMembrane
FWKO1 15990 |CytoplasmicMembrane| Periplasmic Protein Periplasmic/ Cytoplasmic
FWKO01 16010 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO1 18075 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01 18085 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
Citoplasmatico/ Periplasmic
FWKO01 18090 |CytoplasmicMembrane| Periplasmic Protein Protein/
CytoplasmicMembrane
FWKO01_18165 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
FWKO01_18185 Unknown Periplasmic Protein Periplasmético
FWKO01 18190 Cytoplasmic Inner-membrane Protein Cytoplasmic
FWKO01 18215 Unknown Extracellular Protein InnerMembrane/ Periplasmic
FWKO01_18230 | CytoplasmicMembrane | Proteina Extracelular Extracelular
FWKO01_18245 Cytoplasmic InnerMembrane Cytoplasmic
FWKO01 18270 Cytoplasmic Cytoplasmic Protein Cltoplasm?r?tg?r/]al\/lembrana
FWKO01 18275 Unknown Cytoplasmic Protein Membrana Interna
FWKO01_24935 Unknown Periplasmic Protein Perlplasml_c/ Membygna
Interna/ Citoplasmatico
FWKO01_26865 OuterMembrane Extracellular Protein OuterMembrane
FWKO01 26870 Unknown Extracellular Protein Extracellular
FWKO01 26875 Unknown Extracellular Protein Extracellular

FWKO01_26925

CytoplasmicMembrane

Cytoplasmic Protein

Membrana externa/
Citoplasmatico/ Extracelular

FWKO01_26930

Unknown

Periplasmic Protein

Periplasmatico/ Membrana
externa/ Extracelular
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Quadro 3. Determinacdo de localizagdo subcelular de todas as HPs pelo Psortb, PSLpred e CELLO.

Protein

ID DA
PROTEINA Psortb PSLpred CELLO
. Cytoplasmic .
12
FWKO1_26940 Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
. Cytoplasmic .
FWKO1_ 26945 Cytoplasmic Protein Cytoplasmic
| -
FWKO1_27080 Extracellular Cytop a§m|c Cytoplasmic
Protein
P p
FWKO1_27085 Cellwall roteina Membrana externa
Extracelular
FWKO1 27110 Unknown Extracel!ular Periplasmic/ OuterMembrane/
- Protein Extracellular
Ext [ul
FWKO1_27140 Unknown xtrace .u ar Cytoplasmic
Protein
Ext lul
FWKO1_ 27145 Unknown xtrace .u ar Cytoplasmic/ Extracellular
Protein
| -
FWKO1_ 27155 Unknown Cytop a§m|c Cytoplasmic
Protein
| -
FWKO1_29045 | CytoplasmicMembrane nner-membrane InnerMembrane
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Quadro 4. Predicdo de Helices transmembrana DeepTMHMM e CCTOP, e caracterizacdo de

solubilidade pelo SOSUI para todas as HPs.

ID DA PROTEINA

SOSUI

ccTop

TMHMM

FWK01_00010

SOLUBLE PROTEIN

=

o

FWKO01_00035

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_00050

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_00850

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_02825

SOLUBLE PROTEIN

FWK01_02830

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_02845

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_02865

MEMBRANE PROTEIN

FWK01_02890

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_02925

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_03355

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_03360

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_03365

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_03375

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_03385

MEMBRANE PROTEIN

FWK01_03410

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_03425

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_04145

SOLUBLE PROTEIN

FWK01_04195

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_04225

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_06640

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_06650

SOLUBLE PROTEIN

FWKO1_06655

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_06665

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_06680

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_06690

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_06695

SOLUBLE PROTEIN

FWK01_06700

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_06725

SOLUBLE PROTEIN

FWK01_06785

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_08650

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_08655

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_08665

MEMBRANE PROTEIN

FWK01_08670

SOLUBLE PROTEIN

FWK01_08690

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_08715

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_09050

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10130

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_10145

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10150

SOLUBLE PROTEIN

N|o|lo|lr|R|IRIR|IRIRPR|IR|IRIRLIN|IR[R|IRPR|IR[R|IRPRIUVUV|R|IR|IRPR|OC|W|R|RILPRIWINO|R|A[R|R|FR|[O]|F

oo |0O|rRr|[P|IO|(RPr|P|IO/O|O|O|0O|O|O|O|O|0O|O|+|Pr|IO|/O|O|W|O|O|O|O|CO|O|OCO(R,Pr|N|O|OC|OC|H|F
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Quadro 4. Predicdo de Hélices transmembrana DeepTMHMM e CCTOP, e caracterizacdo de

solubilidade pelo SOSUIL.

ID DA PROTEINA

SOSuI

CcCcToP

TMHMM

FWKO01_10165

SOLUBLE PROTEIN

-

o

FWKO01_10220

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10225

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10240

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10245

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10250

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10255

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_10260

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10505

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10515

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_10525

MEMBRANE PROTEIN

FWKO1_10530

MEMBRANE PROTEIN

FWKO01_15970

SOLUBLE PROTEIN

FWKO1_15980

MEMBRANE PROTEIN

FWKO1_15990

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_16010

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_18075

SOLUBLE PROTEIN

FWKO1_18085

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_18090

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_18165

SOLUBLE PROTEIN

FWKO1_18185

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_18190

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_18215

MEMBRANE PROTEIN

PR Nk o|olrRr|krRINvMVW W iRFR|[RIRIRIRIRNR NP

FWKO01_18230 SOLUBLE PROTEIN 18
FWKO01_18245 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_18270 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_18275 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_20895 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_20920 | MEMBRANE PROTEIN 1
FWKO01_20940 SOLUBLE PROTEIN 3
FWKO01_20960 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_20985 SOLUBLE PROTEIN 2
FWKO01_24935 | MEMBRANE PROTEIN 1
FWKO01_26865 SOLUBLE PROTEIN 11
FWKO01_26870 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_26875 | MEMBRANE PROTEIN 1
FWKO01_26925 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_26930 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_26940 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_26945 SOLUBLE PROTEIN 1
FWKO01_27080 SOLUBLE PROTEIN 1

OOOCOCIORPIOIO|IFRPIOI0C|I0O|IFRPIFPIO|I0O|I0O|I0O|0O|0O|0O|0O|0C|0OICICIOINIOC|WIFPIO|IO|I0O|I0O|0O|0O|O0|O|F




FWKO01_27085

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_27110

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_27140

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_27145

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01 27155

SOLUBLE PROTEIN

FWKO01_27435

SOLUBLE PROTEIN

FWKO1 29045

MEMBRANE PROTEIN

N PO OOCOo®

N OO,k IO|IOo
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