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(Fusarium moniliforme), ADV30326.1 (L. gongylophorus) e 1K5C (C. purpureum). As sequéncias
grifadas em azul corresponde ao motivo 1, a amarela ao motivo 2, a vermelha ao motivo 3, a
verde ao motivo 4 e a rosa ao motivo 5. Os residuos em azul correspondem aos 8 residuos
conservados em PG de fungos (Kester et al, 1996). Os residuos em vermelho quando em
posicao cis-peptidica em conjunto com a K (grifada em cinza) sao responsaveis pelo
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RESUMO

A parede celular de células de plantas € composta de
aproximadamente 65% de rede de celulose e rede de pectato. Essa Ultima é
proteoliticamente degradada por enzimas chamadas pectinases ou enzimas
pectinoliticas. As pectinases podem ser despolimerizantes ou desesterificantes e séo
produzidas por plantas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras. Impulsionado
pelas aplicacfes comerciais que pectinases representam, é crescente o estudo para
o melhor entendimento sobre as atividades dessas enzimas. Ferramentas de
bioinformética foram usadas neste trabalho para estudar poligalacturonases (PG) de
fungos, sob dois aspectos. Na primeira parte do trabalho, todas as sequéncias de
PG de fungos depositadas em bancos de dados (2093) foram analisadas e avaliadas
guanto a possibilidade de classificacdo das enzimas em Endo- ou Exo-PG atravées
de busca de motivos sequenciais e estudos filogenéticos. Apods exclusdo daquelas
com menos de 70 aminoacidos, das que correspondiam a ‘proteina hipotética’ e
ainda das que ndo eram PG ou mesmo ndo eram PG de fungos restaram 957
sequéncias. Essas sequéncias foram separadas por género e espécie e para cada
grupo foram realizados alinhamentos multiplos de sequéncias usando o programa
ClustalW . Os alinhamentos foram analisados e as sequéncias com 100% de
identidade foram retiradas, resultando em um conjunto de dados com 417
sequéncias Unicas de PG de fungos. Através dos alinhamentos, do estudo de
motivos estruturais e da construcdo de arvores filogenéticas foi possivel classificar
todas as sequéncias de acordo com seu modo de acdo em Endo- ou Exo-PG. Na
segunda parte do trabalho foi usado o método de modelagem por homologia na
construcdo do modelo tridimensional de uma poligalacturonase do fungo L.
gongylophorus, simbionte de formigas cortadeiras. O modelo foi validado com os
programas PROCHECK, VERIFY 3D e WHAT IF. Através da andalise do modelo 3D
da PG do L. gongylophorus foi possivel propor um mecanismo de a¢do da enzima,
gue deve ocorrer com inversdo da configuracdo do carbono anomérico do acglcar

(substrato).
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ABSTRACT

Plant cell walls are composed of approximately 65% cellulose
microfibrils and pectin. The latter is proteolytically degraded by the so-called
pectinases enzymes (also known as pectinolytic enzymes). Pectinases may be either
depolymerizing. They are produced by plants, filamentous fungi, bacteria, and yeast.
Due to the wide commercial use of pectinase, one has testified a growing number of
studies devoted to understand the activities of such enzymes. Bioinformatics tools
were employed throughout this work in order to study fungal polygalacturonase (PG)
under two aspects. Firstly, all stored fungal PG sequences in databases (2093) were
analyzed in order to evaluate — through searching for sequential motifs and
phylogenetic studies — the possibility to classifying the enzymes as either Endo- or
Exo-PG. After excluding those with less than 70 amino acids, those that
corresponded to the ‘hypothetical protein’, and those that were neither PG nor fungal
PG, there were 957 sequences left. Those sequences were separated according to
genus and species. For each group, multiple sequence alignments were made by
using ClustalWW software. The alignments were analyzed and the sequences
displaying 100% identity were then expunged, thus resulting in a database of unique
sequences of fungal PG. By means of the alignment, the study of structural motifs,
and the construction of phylogenetic trees, one was able to classify all the sequences
according to their mode of action in either Endo- or Ex-PG. Throughout the second
part of our research, protein homology-modeling methods were employed while
constructing a three-dimensional model of a L. gongylophorus fungal
polygalacturonase, symbiont of leaf-cutting ant. The model was validated by
PROCHECK, VERIFY 3D, and WHAT IF software. By analyzing the 3D model of the
L. gongylophorus PG, a catalytic mechanism of the enzyme was outlined, which may

take place by inverting the configuration of sugar anomeric carbon (substrate).
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 - Parede celular de plantas

As células de plantas, assim como de diversos seres Vivos, S&o
constituidas por uma estrutura semi-rigida chamada parede celular, que separa o
meio intracelular do extracelular. Geralmente a parede celular de células de plantas
€ composta de aproximadamente 30% de celulose, 30% de hemicelulose, 35% de
pectinas e 1 a 5% de proteinas estruturais (COSGROVE, 1997). As primeiras
camadas formam a parede primaria, que mantém a sua elasticidade permitindo que
a célula possa crescer (COSGROVE, 1997). Na parede primaria, as microfibrilas ndo
apresentam uma direcao definida e encontram-se ligadas por ligacdes de hidrogénio,
0 que torna a estrutura mais flexivel. Novas camadas de celulose depositadas dentro
da parede primaria geram espessamento da parede, inclusive com impregnacéo de
lignina e formam a parede secundéaria - com a qual as células ndo podem mais
crescer (COSGROVE, 1997). A parede celular é uma estrutura muito complexa que
possui uma grande diversidade de func¢des durante a vida da planta: proporcionam
as células robustez mecanica, mantém a sua morfologia, controlam a expansao
celular e o transporte intercelular, protegem a célula contra a maioria dos
organismos potencialmente patogénicos e predadores, participam na comunicacao
intercelular e contribui em alguns casos como reserva alimentar (NORTHCOTE,
1972).

Pectina €, na verdade, um termo genérico para um grupo
extremamente complexo de polissacarideos de alto peso molecular cuja
composicao, estrutura e quantidade diferem em diferentes espécies, idade e partes
da planta (RIDLEY et al. 2001). E o principal componente da lamela média, uma fina
camada de material adesivo extracelular entre as paredes primarias de células de
vegetais superiores. Em conjunto com celulose e hemicelulose exerce a funcéo de
cimentacdo intercelular: as pectinas formam um gel no qual a celulose e a
hemicelulose estdo embebidas (Figura 1.1) e devem agir como um gel hidrofilico que
evita a agregacdo e colapso da rede de celulose (COSGROVE, 1997). As
ramificagcdes na molécula servem para aprisionar moléculas de agua fato que da a
pectina a caracteristica de gel (UENOJO & PASTORE, 2007).



Estrutura da
Parede
Celular

:I' Lamela
media

Vegetal
Pecti . Parede
ocina celular
primaria
Hemicelulosee
Glicanas Membrana
: : j plasmatica
Microfibrilas
de Celulose

Membrana e
Parede celular

FIGURA 1.1 - Modelo da parede celular de plantas, mostrando os principais polimeros estruturais e
seu arranjo nas células vegetais.
(http://mwww.sobiologia.com.br/conteudos/Morfofisiologia_vegetal/morfovegetal15.php).

Quimicamente, as pectinas sdo um complexo coloidal de
polissacarideos acidos, composto de residuos de a-D-acido galacturdnico (GalA)
unidos por ligagcbes a-1,4 (UNOJO & PASTORE, 2007). Os trés principais
polissacarideos pécticos melhor estudados s&o homogalacturonana (HG),
ramnogalacturonana | (RG-1) e ramnogalacturonana Il (RG-II) (RIDLEY et al., 2001),
todos contendo residuos de acido galacturénico em maior ou menor grau. O
xilogalacturonana, um dos polissacarideos pécticos que constituem a pectina, tem
sido menos estudado. Os polissacarideos mais abundantes na pectina sdo o
homogalacturonana (HG) (aproximadamente 65% da pectina) e o
ramnogalacturonana | (RG-I) (25 a 35%) (HARHOLT et al., 2010). A Figura 2.1 ilustra
a estrutura da pectina e seus constituintes, proposta por Harholt e colaboradores
(HARHOLT et al., 2010).
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FIGURA 2.1 - Estrutura esquematica da pectina (HARHOLT et al., 2010). Kdo, 3-Deoxy-d-manno-2-
octulosonic acid; DHA, 3-deoxy-d-lyxo-2-heptulosaric acid.

A homogalacturonana (HG) € um polissacarideo linear cuja cadeia
principal é formada por residuos de a-D-acido galacturbnico (GalA) que pode
encontrar-se acetilada no C-2 ou C-3 e/ou metil-esterificada no C-6 (Figuras 2.1 e
3.1). Os residuos de GalA estdo unidos entre si por ligacbes a (1—4) e alguns
grupos carboxilas sdo em geral parcialmente esterificados com metanol, razao pela
gual séo resistentes a acdo de enzimas Endo-poligalacturonases (MCNEIL et al.,
1984). Quanto ao grau de esterificacdo, o0 HG pode apresentar diferentes graus:
totalmente metil-esterificado (pectina), parcialmente metil-esterificado (acido
pectinico) ou isenta de metilagcdo (acido péctico ou poligalacturénico). O termo
pectina também é frequentemente utilizado para designar qualquer um dos trés tipos
de substancias pécticas (ROMBOUTS & PILNIK, 1980; NAIDU & PANDA, 1998;
LANG & DORNENBURG, 2000).
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FIGURA 3.1 - Estrutura de homogalacturonana. Residuos de D-acido galacturénico unidos através de
ligacao a- (1—4) e grupos metil e acetil ésteres (RIDLEY et al., 2001).

Ramnogalacturonana | (RG-I) € um polissacarideo péctico cuja cadeia
principal consiste em residuos alternados de GalA com residuos de ramnose [a-
(1—4)- D-acido galacturbnico, a- (1—2)- L-ramnose]. Cerca de 20 a 80% dos
residuos de ramnose encontram-se ligados covalentemente a residuos de agucares
neutros, tais como arabinose e galactose (MCNEIL et al., 1984; RIDLEY et al., 2001).
Algumas das cadeias laterais podem ser terminadas com residuos de a-L-fucose, [3-
D-GlcpA, e 4-O-metil B-D-GlcpA (Figura 4.1).

4- B-galactana

3,5-c-arabinana

O Fuc
O Gikca

Arabinogalactana

FIGURA 4.1 - Estrutura de ramnogalacturonana-| (http://www.ccrc.uga.edu/~mao/rgl/rgl.htm).



Ramnogalacturonana Il (RG-II), diferente do que o nome propde, é
composta por uma cadeia principal de HG (somente residuos de GalA). Os residuos
de ramnose estdo presentes nas cadeias laterais da RG-Il e em quantidade menor
gue na RG-I. Na RG-Il observa-se a ocorréncia de quatro diferentes cadeias laterais
como apresentado na Figura 5.1 (VIDAL et al., 2000). As cadeias laterais contém 12
diferentes residuos, alguns dos quais sendo monossacarideos raros tais como 2-O-
metil-L-fucose, 2-O-metil-D-xilose, apiose, acido acérico, Kdo e Dha. As RGs Il estao
presentes na parede primaria de plantas como dimero covalentemente ligado a um
éster de borato, que parece ter como funcéo o auxilio na formacdo da rede péctica

macromolecular da parede celular (KOBAYASHI et al., 1999).
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FIGURA 5.1 - Sequéncia glicosil de RG Il (VIDAL et al., 2000). A cadeia principal de GalA é substituida
com quatro diferentes cadeias laterais de oligossacarideos (cadeias A-D). A localizag&o das cadeias
laterais € arbitraria uma vez que a distribuicdo das mesmas na cadeia principal ndo é conhecida.

Diversas funcbes tém sido atribuidas a matriz péctica durante a
deposicdo e montagem da parede celular e também durante a expansao da célula. A
modulacdo da pectina dentro das paredes das células pode refletir mudancas
progressivas durante o desenvolvimento celular (WILLATS et al., 2001). A rede de
pectinas influencia o pH e a forca ibnica da matriz e, devido a sua capacidade de
formar gel, esta também intimamente envolvida nas propriedades mecéanicas e de
porosidade da parede celular, que por sua vez interferem na hidratacdo e no

movimento e acesso de proteinas que modificam a parede celular através da matriz



(WILLATS et al., 2001). Além de suas diferentes fungdes na fisiologia e crescimento
celular, a pectina esta na linha de frente de qualquer ataque contra células vegetais
por patégenos que utilizam de enzimas para degradar a rede péctica de plantas.

1.2 - Enzimas que degradam parede celular de plantas

A parede celular de plantas é composta basicamente de dois tipos de
polissacarideos: a rede de pectato e a rede de celulose. As enzimas que degradam
pectina podem ser fatores que determinam a viruléncia do patégeno (ROGERS et
al., 2000) e sdo chamadas de pectinases ou enzimas pectinoliticas. Estas enzimas
degradam substancias pécticas hidrolisando ligac6es glicosidicas ao longo da
cadeia carbbnica podendo ser classificadas em desesterificantes (pectina esterase)
ou despolimerizantes (liases e hidrolases) e sédo produzidas por plantas, fungos
filamentosos, bactérias e leveduras (UENOJO & PASTORE, 2007). Os diferentes
tipos de pectinases serdo brevemente descritos a seguir e seus modos de acao sao

ilustrados na Figura 6.1.
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FIGURA 6.1 - Modo de acdo das pectinases sobre a molécula de pectina e pectato (UENOJO &
PASTORE, 2007). PMGL: polimetilgalacturonato liase. PMG: polimetilgalacturonase. PMGE:
polimetilgalacturonato esterase (pectina esterase). PGL: poligalacturonato liase (pectato liase). PG:
poligalacturonase.

1.2.1- Enzimas desesterificantes ou pectinas esterases

A pectina esterase (polimetilgalacturonato esterase, PMGE) remove
grupos metil da pectina expondo grupos carboxil formando pectina acida (pectato)
gue na presenca de cations bi ou multivalentes, como o célcio, forma sais insolaveis
(UNDERKOFLER et al, 1958). A enzima atua preferencialmente em grupo metil-éster
da unidade de galacturonato proxima a uma unidade de galacturonato néo
esterificada (KASHYAP et al., 2001).

1.2.2 — Enzimas despolimerizantes

As despolimerizantes sdo enzimas que clivam ligacbes a-1,4 entre
unidades de GalA das substancias pécticas e sao classificadas em duas classes
diferentes, de acordo com seus mecanismos de acdo: mecanismo via B-eliminacéo

(pela acdo de polissacarideo liases, PL) ou via hidrélise (pela acdo de glicosideo



hidrolases, GH). Uma ilustracdo das diferengas nos dois mecanismos possiveis para
acdo de enzimas despolimerizantes € mostrada na Figura 7.1, onde 0 mesmo
substrato € clivado através de mecanismo de B-eliminagdo (pela enzima PL),
resultando na formacdo de um residuo glicosideo insaturado pela clivagem
eliminativa da ligac@o O4-C,, e através da acdo de uma GH via hidrolise, que resulta
na formacédo de dois residuos saturados pela clivagem da ligacdo C,-O4 (LOMBARD

et al., 2010).
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FIGURA 7.1 - Comparacdo entre os mecanismos de clivagem de ligacdo glicosidica pela acdo de
polissacarideo liases, PL, via B-eliminacdo e pela acdo de glicosideo hidrolases, GH, via hidrolise
(LOMBARD et al., 2010).

As polissacarideos liases (EC 4.2.2.-), também chamadas
transeliminases, incluem as pectina liases e as pectato liases. Como ilustrado na
Figura 6.1, as pectina liases (polimetilgalacturanato liase, PMGL) catalisam a -
eliminacdo entre dois residuos de GalA da pectina. Podem atuar pelo modo Endo-
(catalisam o substrato randdémicamente) ou Exo- (catalisam o substrato a partir do
final ndo redutor do substrato).

As pectato liases (poligalacturonato liase, PGL) catalisam a clivagem
de ligacbes a-1,4 entre unidades de GalA por transeliminacdo e assim como a
PMGL, podem atuar pelo modo Endo- ou Exo-. Diferente da PMGL,atuam
preferencialmente sobre o pectato.

As (glicosideo hidrolases (EC 3.2.1.-) sao classificadas em
polimetilgalacturonases (PMG) e poligalacturonases (PG). Ambas podem ser
classificadas em Endo— e Exo— de acordo com o modo de atuacdo sobre o
substrato. PMG catalisa a clivagem de ligacdes a- 1,4 entre unidades de GalA por
hidrolise liberando 6-metil-galacturonato. As Endo-PMG clivam randomicamente
ligacGes a-1,4 da pectina, preferencialmente aquela com alto grau de esterificacao.
Ja as Exo-PMG clivam sequencialmente ligacbes a-1,4 do final ndo reduzido da
pectina (KASHYAP et al.,, 2001). A PG age sobre o &cido péctico liberando D-

galacturonato. As Endo-PG clivam randomicamente ligagbes a-1,4 do pectato ou



acido péctico, enquanto que as Exo-PG clivam ligagbes a- 1,4 de extremidades nédo
redutoras do pectato.

Além das enzimas descritas, envolvidas na clivagem de ligacdes
glicosidicas entre residuos de GalA, outras enzimas s&80 necessarias para a
degradacdo completa da pectina. Estas incluem enzimas responséaveis pela catalise
de reagdes de clivagem envolvendo residuos de ramnose tanto na cadeia principal
do polissacarideo como clivagem das porc¢des substituidas das cadeias laterais do
polimero (MUTTER et al., 1994).

1.3 - Aplicagbes (bio)tecnoldgicas de enzimas pectinoliticas

Embora o uso de enzimas para realizacdo de algumas reacdes como
fermentagéo de paes e fabricacdo de cerveja e vinho datam muitos séculos atras em
uma época em que ndo havia qualquer conhecimento sobre elas, somente na
década de 1930 a primeira aplicacéo industrial foi observada. Dr. Jokichi Takamine
(1854-1922) foi a primeira pessoa a perceber a possibilidade técnica de enzimas
cultivadas e a apresenta-las para a industria. Ele estava preocupado principalmente
com enzimas fungicas, enquanto BOIDIN & EFFRONT (1917), na Franca, foram os
pioneiros na producdo de enzimas bacterianas cerca de 20 anos mais tarde
(UNDERKOFLER et al, 1958). A partir dos anos 60 a possibilidade de uma melhor
visualizacdo dos tecidos vegetais somada a um maior conhecimento da natureza
guimica dos mesmos 0 uso das enzimas tornou-se mais eficiente e diversificado
(KASHYAP et al, 2001; LEISOLA et al, 2002). Atualmente, as enzimas sdo parte
integrada da indastria alimenticias e téxtil além de apresentarem outras aplicacdes
biotecnoldégicas (LANG & DORNENBURG, 2000; TURNER et al., 2007;
FERNANDES, 2010; MALLER et al 2010; KUHAD et al. 2011). Em 1995 a
estimativa de vendas de enzimas foi de 1 bilhdo de dolares, sendo 75 milhdes so de
pectinases (KASHYAP et al, 2001). Nos EUA a demanda de enzimas em 2009
chegou a 2,2 bilhGes de ddlares e espera-se um aumento na demanda mundial de
6,3% ao ano até 2013 (FREEDONIA GROUP, 2010). O crescimento observado nos
ultimos anos esta relacionado aos avancos em enzimas especificas que séo
aplicadas em pesquisas, no ramo farmacéutico e biotecnolégico, bem como no
mercado de biocombustiveis emergentes (FREEDONIA GROUP, 2010).

Algumas das aplicacbes das pectinases nas indastrias alimenticias
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incluem amadurecimento de frutas, clarificacdo e reducdo de viscosidade em sucos
de frutas, tratamento preliminar do suco de uva para industrias vinicolas, extracao de
polpa de tomate, fermentagdo de cha e café, tratamento de residuos vegetais,
nutricdo animal, enriqguecimento proteico de alimentos infantis e extracdo de dleos.
Além de serem aplicadas na degomagem de fibras nas industrias téxteis e de papel,
(UENOJO & PASTORE, 2007).

As substancias pécticas sao responsaveis pela consisténcia, turbidez e
aparéncia dos sucos de frutas. Durante o processamento do suco € possivel
observar duas fases distintas: a solavel ou liquida (suco) que contém pectinas
sollveis responsaveis pela turbidez do suco, e a insoluvel chamada de polpa, onde
estdo presentes as substancias pécticas insollveis que, por sua vez, dificultam a
extracdo do suco por prensagem ou por outros métodos mecanicos. Além disso, tais
substancias causam aumento na viscosidade que acaba por atrapalhar o processo
de filtracdo e consequentemente o de concentracdo do suco. A adicdo de enzimas
pécticas a polpa causa degradacdo da rede de pectina, tornado a extracdo do suco
mais facil e consequentemente aumenta o rendimento do mesmo. Ja no suco, a
adicdo de pectinases é realizada para remover substancias pécticas suspensas
promovendo sua clarificacao.

No caso de processamentos de alimentos, as preparacdes
enzimaticas sdo quase exclusivamente derivadas de Aspergillus sp. e séo
tradicionalmente misturas de PG, PL e PME (LANG & DORNENBURG, 2000). No
caso do uso de pectinases como suplemento de alimentos infantis a fim de melhorar
a nutricdo e o desenvolvimento fisico infantil, a industria prefere utilizar preparados
enzimaticos contendo atividade de PG, pois este tratamento mantém as células
intactas conservando as vitaminas, cor e aroma do alimento. Isto é conseguido,
através da purificacdo da PG do Aspergillus ou usando cepas que sintetizam apenas
PG (LANG & DORNENBURG, 2000).

Pectinases também desempenham um papel importante na
fermentacdo de chas e café. Na fermentacdo do café sdo utilizados microrganismos
pectinoliticos para a remoc¢do da camada de mucilagem presente nos graos.
Celulases e hemicelulases também ajudam nessa tarefa. Na fermentacdo do cha as
pectinases aceleram tal processo (KASHYAP et al., 2001; UENOJO & PASTORE,
2007).

Na fabricacdo de papel as pectinases sao usadas para despolimerizar
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substancias pécticas e, consequentemente, diminuir a demanda catidnica das
solugcbes pécticas e do filtrado resultantes do branqueamento com peréxido
(THORNTON, 1994; THORNTON et al, 1996; RICARD et al, 2005).

Na industria téxtil a aplicacdo de pectinases resulta na degradacédo da
camada de pectina que recobre as fibras de celulose e hemicelulose, liberando-as
para posterior processamento (MARTINS, 2006). No processo de degomagem de
fibras de rami, juta, linho, canhamo, kenaff (Hibiscus sativa), e fibra de casca de
coco seu uso também se faz presente (CHESSON, 1980; BRUHLMANN et al.,
1994).

1.4 — Bioinformatica

Em 1869 Friedrich Miescher descobriu um tipo de acido fraco,
abundante nos nucleos das células brancas do sangue, uma substancia quimica que
hoje chamamos de DNA (acido desoxirribonucleico) (HARTL & JONES, 2004).
Durante muitos anos a funcéo bioldgica do DNA ficou desconhecida e apds muitas
pesquisas envolvendo cientistas de diferentes areas chegou-se a conclusdo que o
DNA era a molécula que armazenava a informacdo genética. Em 1953 James
Watson e Francis Crick, na Universidade de Cambridge, propuseram a primeira
estrutura tridimensional essencialmente correta da molécula de DNA.
Posteriormente, F. Sanger e, independentemente, A. Maxam e W. Gilbert,
desenvolveram métodos para o sequenciamento de DNA (LESK, 2008).

Em 1990 foi lancado o Projeto Internacional Genoma Humano (Projeto
Genoma) tendo como principal objetivo o uso das informa¢des obtidas para estudo
da biologia e da medicina com uma previsdo de 15 anos para ser completado. Na
mesma década comecaram a surgir sequenciadores automaticos de DNA
aumentando consideravelmente a quantidade de sequéncias genéticas a serem
armazenadas exigindo consequentemente cada vez mais recursos computacionais
(PROSDOCIMI et al, 2002). A enorme quantidade de informa¢des gerada todos os
dias, principalmente pelos projetos genomas, precisava ser cuidadosamente
decifrada, organizada e analisada para poder trazer informacdes interessantes a
respeito dos mecanismos biolégicos. A computacao contribuiu muito neste aspecto,
nao s6 com os meios de armazenamentos rapidos e de alta capacidade, como

também com o desenvolvimento de programas simples ou mesmo sofisticados, para
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analise dessas informacdes. Essa unido entre a biologia e ciéncia da computacdo
criou um novo campo da ciéncia chamado bioinformética (LESK, 2008).

O foco da bioinformatica € o desenvolvimento e aplicagdo de técnicas
intensivas em computacao, por exemplo, reconhecimento de padrdes, mineragao de
dados -data mining-, algoritmos e visualizacdo. Algumas pesquisas neste ramo da
ciéncia incluem alinhamento de sequéncias, busca de genes, montagem de genoma,
desenho de farmacos, alinhamento de estrutura proteica, predicdo de estruturas de
proteinas, previsdo da expressao génica e interacdo proteina-proteina. Portanto, a
bioinforméatica agrega conhecimento em diferentes areas tais como biologia,

computacdo, matematica, fisica e medicina (BAYAT, 2002).
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

A proposta deste trabalho foi utilizar a bioinformética para o estudo de
poligalacturonases de fungos sob dois aspectos:

1- Realizar o estudo de poligalacturonases de fungos que atuam via
mecanismo hidrolitico (as glicosideo hidrolases - EC 3.2.1.-, PG e PMG) utilizando
programas computacionais apropriados, bancos de dados de sequéncia de proteina
e de estruturas proteicas, além de construcdo de arvores filogenética a fim de
estudar a enzima no que diz respeito a sua classificacdo, busca de padrdes
sequenciais filogenéticos e andlise das estruturas tridimensionais determinadas no
que diz respeito a busca por padrdes estruturais conservados.

2- Construir 0o modelo estrutural tridimensional de uma
poligalacturonase (PG) do fungo Leucoagaricus gongylophorus, simbionte de

formigas cortadeiras.
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CAPITULO 3 - FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA

3.1 —Bancos de dados

Um banco de dados é um conjunto de dados que relacionam entre si e
sédo criados a fim de organizar e estruturar as informagdes de modo a facilitar
consultas, atualizacGes e delecBes de dados. Na area da bioinformatica os bancos
de dados permitem integrar e consultar dados de sequéncia de &cidos nucleicos
(DNA) ou de aminoacidos (proteina), estruturas de proteinas, padrées de expressao
de genes, genomas completos, vias metabdlicas e publicacdes.

Os bancos de dados envolvendo sequéncia de &cidos nucleicos, de
aminoacidos ou estruturas de proteinas podem ser classificados em bancos de
sequéncias primarios ou secundarios. Os bancos primarios sdo derivados
diretamente dos dados obtidos a partir do sequenciamento de acidos nucleicos,
aminoacidos ou de estruturas proteicas, sem qualquer processamento ou analise
dos mesmos. Os principais bancos primarios sdo o GenBank, o EBI (European
Bioinformatics Institute), o DDBJ (DNA Data Bank of Japan) e o PDB (Protein Data
Bank). Vale ressaltar que os trés primeiros bancos de dados trocam informacdes
diariamente entre si, e dessa forma todos eles possuem informacdes atualizadas de
todas as sequéncias depositadas mundialmente. Normalmente, as sequéncias
identificadas pelos laboratérios sdo submetidas aos bancos de dados primarios
antes da publicacdo do artigo cientifico. Uma vez submetidas, as sequéncias
ganham um numero de acesso que deve ser citado no manuscrito do artigo e que
servira como um sinal de liberacdo dessa informagcdo para consulta publica
(PROSDOCIMI et al, 2002). Os bancos de dados secundarios, como GDB (banco de
dados oficial do projeto genoma humano), PIR (Protein Information Resource) ou
SWISS-PROT, PROSITE séo derivados dos bancos primarios e apresentam dados

tratados, como por exemplo, contém dados ndo redundantes.

Os principais websites que contém banco de dados séo:

e National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) - mantém

ferramentas de bioinformatica e bancos de dados.
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¢ National Center for Genome Resources (www.ncgr.org/) - conecta cientistas a
solucbes bioinforméticas por colaboragbes, dados e desenvolvimento de
softwares.

e Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) - armazena sequéncias de DNA de
projetos genoma de pequenos e grandes laboratorios.

e Ensembl (www.ensembl.org) — apresenta anotacdo automatica de dados de
genoma.

e Unigene (www.ncbi.nim.nih.gov/UniGene) — apresenta sequéncia de genes
contendo dados sobre a localizacdo de genes nos cromossomas.

e European Bioinformatic Institute (www.ebi.ac.uk) - centro de pesquisa e servi¢os
em bioinformética; gerenciamento de bancos de dados de dados bioldgicos.

e SWISS-PROT (www.expasy.org/sprot) - Importante banco de dados de proteina
com dados de sequéncia de todos os organismos, com alto nivel de anotacao
(inclui fungéo, estrutura) e €& minimamente redundante (poucos dados
duplicados).

e EXPASy (Expert Protein Analysis System) servidor de protedmica do Swiss
Institute of Bioinformatics (SIB) - Dedicado a andlise de sequéncias e estruturas

de proteinas e gel bidimensional (2-D PAGE).

O estudo realizado nesta dissertacdo de mestrado, sobre as PG de
fungos foi iniciado com a busca em bancos de dados de sequéncia de aminoacidos
de todas as PG de fungos depositadas no site do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). A palavra de busca para sequéncias de PG de fungos no NCBI

foi polygalacturonase fungi.

3.2 — Alinhamentos de sequéncias

Alinhamento de sequéncias € um método de comparacdo que tem por
finalidade determinar o grau de similaridade entre sequéncias. Vale lembrar que
similaridade e homologia sao conceitos diferentes. Similaridade é a observacao ou
mensura de semelhanca e diferenca, independente da origem da semelhanca. A
similaridade de sequéncias é visivel nos dados coletados e ndo envolve hipéteses

histéricas, enquanto que homologia significa que as sequéncias e 0s organismos
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nos quais ocorrem descendem de um ancestral comum, com a implicagao de que as
similaridades sdo caracteristicas ancestrais compartilhadas (LESK, 2008). A
homologia envolve eventos histéricos os quais na sua maioria ndo sdo visiveis.
Assim, duas sequéncias serdao homologas somente se derivarem de um ancestral
comum.

Na bioinformética o alinhamento de sequéncias é a ferramenta basica,
pois permite estabelecer identidades entre sequéncias, deduzir funcdo proteica,
definir dominios proteicos conservados, além de possibilitar estudo da evolucdo de
proteinas. Assim, alinhar uma sequéncia compreende a identificacdo de
correspondéncias entre pares de residuos de sequéncias primarias de DNA ou
proteinas (Figura 8.3) a fim de identificar regides similares que possam ser
consequéncia de relacbes funcionais ou mesmo estruturais entre elas. Lacunas
(gaps) podem ser introduzidas com a finalidade de obter o melhor alinhamento
possivel.

Na Figura 8.3 é possivel observar sinais como (*), (:) e (.) logo abaixo
das sequéncias alinhadas. O (*) sob a sequéncia indica uma posi¢ao conservada, ou
seja, o residuo €é idéntico em ambas as sequéncias. Ja os simbolos (:) ou (.) indicam
posicdes em que as sequéncias contém residuos de caracteristicas fisico-quimicas
muito similares (:), ou com pouca similaridade (.). Quando ndo ha simbolo algum,
significa troca de residuo com caracteristicas totalmente diferentes.

A Figura 8.3 ilustra um alinhamento chamado 'par a par' e trata-se de
um alinhamento entre apenas duas sequéncias. Quando ocorre um alinhamento
simultaneo de mais de duas sequéncias o processo € chamado alinhamento multiplo
de sequéncia, como exemplificado para o alinhamento de seis sequéncias de Endo-

PG de Alternaria tenuissima (Figura 9.3).



18

Gap
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Ha % r Hr kkkkkaahhhhhd kkkkkkkkdd HEEIkEkEk: % K
gi|225192951|db] | BAH29710.1| FEDVIVLNSPAQAVSVGNIARFTVSGITINNSAGSSKGHNTDCFOVSASD 197
gi|221040357db] |BAH14957.1| FEDVIVLNSPAQAVSVGISARFTISGVIIDNSAGSSKGHNTDCFOVSADD 200

dhkhkkhdhddhhdhrdhdh shkdhdokkrkhkohdhdkdhhdhhhdhdhhdhdhdhd &

gi|225192951 |db]j |BAHZ9710.1| VIITGNICENQDDCLAINSGSNIVESONECSGFHGISIGSIRRAGKT VSNV 247
gi|221040357 |db] |BAH14857.1| VIITGNVCENQDDCLAVNEGSNIEFSONECSGFHGISIGSVESDHNVESY 250
hhhkdkhd KokkkkkAkkah hhhd khkhkAkkkksdkhhkkiks o+ = % &
gi|225152551 |db] |BAH29710.1 | EVIGNTVSNSANGLRIKTIYGATDASVSDITYESNTVSGISDYGVVIEQD 297
gi|221040357db] |BAH14957.1| TISGNTVIDSANGLEIKIVYGATDAAVTINIVYKDNTVIGISEYGVVIEQD 300

::****::*********:******:*::*I*:I*******I********

gi|225192951 |db]j |BAHZ9710.1| YENGSFIGIPSNGVILGEVIFSGINTVEVNSGREQVIVLCOGSKCTGTWHN 347
gi|221040357 |db]j |BAH14957.1] YENGSFIGEFSNGVILGFVI FEGTNEVSVNIGAKEVIVLCOGSKCTGIWDW 350

L T L s T T

gi|225152551 |db] |BAH29710.1 | SELTITSGEERGSSNYKSISGYTV 370
gi|221040357 |db] |BAH14857.1| 3GL3V3GE55G5INYDHISNEFEL 373

Ehkke kEkE ckEk kEk A& e e

FIGURA 8.3 - Exemplo de alinhamento entre duas sequéncias de aminoacidos de Endo-
poligalacturanase (Endo-PG) de Athelia rolfsii. O alinhamento foi obtido com o uso do programa
Clustal-W (THOMPSON et al., 1994).
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gill54433925|gb|AB382361.11 SOVAVPSGITLLLISLADGT TVIFEGTTIWGY SERKGFLLDIQGEKITVE 50
gil|154433895|gb|AB582346.1] SOVAVPSGITLLLSSLADGT TVVFEGT TIWGY SERKGPLLDIQGEKITVE 50
gi|154433983 gb|RB3E2390.1| SOVAVPSGITLDLSSLADGT TVIFEGTTIWGY SENKGPLLDIQEEKITVE 50
gil154433819|gb|AB582308.1| SOVRAVPSGTTLDLISLADGTTVIFEGTTIWGY SERKGPLLDIQGEKEITVE 50
gill154433795gb|AB582296.11 SOVAVPSGITLLLSSLADGT TVIFEGT TIWGY SERKGFLLDIQGEKITVE 50
gil1544337551gb|AB5822T76.1 | SOVAVPSGITLLLSSLADDT TVIFEGTTIWGY SERKGPLLDIRGEKITVE 50

LR 2 2 i i s s N L L R st s s s s s s st A st ]

gil154433925|gb|AB582361.11 GRAEGSVINGDGARWWDGEGGNGEGHKTEPKFFSAHKLIDSTITGITIENEEYV 100
gil|154433895|gb|ABSE2346.11 GAEGSVLNGDGARWWDGEGGNGEKTKPKFFSAHKILIDSTITGITIENEEYV 100
gi|154433983 |gb|AB5E2390.11 GREGSVINGDCARWWDGEGGNGEEKTEFEFFSAHKI.TDSTITGITIENEEYV 100
gill54433819|gblAB582308.11 GAEGSILNGDGARWWDGEGENGEHKTKFKF FSAHKLIDSTITGITIENEEYV 100
gil154433795|gb|AB582296.1| GRAEGSVINGDGARWWDGEGGNGEGHKTEPKFFSAHKLIDSTITGIIIENEEYV 100
gi|154433755|gb|ABSE2276.11 GRAEGSVLNGDGARWWDGEGGNGEKTEPKFFSAHKILIDSSITGITIENEEYV 100

dhkkhkkrhkkkkkhhhhhdhhhhhhh kb ok o hhhkdhokdhk khkhdhd

gil154433925|gb|AB582361.11 VWVSINGCDELIITDMT IDASDEOKEEQEHNTDGFDIGSSNNVIIDGAKY 150
gi|154433895|gb|ABSE2346.11 GVVSINGCDELIITDMT IDASDEOKEEQEHNTDGFDIGSSNNVI IDGAKY 150
gill54433983 |gb|AB582390.1] WV SINGCDELIITDMT IDASDGOKDEQEHNTDGFDIGSSNMVI IDGAKY 150
gil154433819|gbl|AB582308.1] VWV SINGCDGELIITDMT IDASDGOEKDEQGHNTDGFDIGSSNNVIIDGAKY 150
gi|154433795|gb|ABSE2296.11 GVWVSINGCDGLIITDMI IDASDEDKDEQEHNTDGFDIGSSNNVI IDGAKY 150
gil|154433755|gb|ABSE2276.11 VWVSINGCDELTITDMT IDASDEOKDEQEHNTDGFDIGSSNNVI IDGAEN 150

LR e et R s e L L e

gi|154433925|gb|AB582361.1| YN 152

gill54433895|gb|AB382346.11 ¥H 152

gil154433983 |gb|AB582390.1] YN 152

gi|154433819 gb|RB3E2308.1| YN 152

gil154433795|gb|AB582296.1| YN 152

gill154433755gbl|AB582276.11 YH 152
ke

FIGURA 9.3 - Exemplo de alinhamento multiplo de sequéncia. Foram alinhadas 6 sequéncias de
Endo-PG de A. tenuissima pelo ClustalW (THOMPSON et al., 1994).

3.2.1 - Alinhamento global e local

Os alinhamentos podem ser classificados basicamente em dois tipos: o
global e o local. No alinhamento global todos os residuos de uma sequéncia séao
alinhados com todos os residuos da outra sequéncia. Esse tipo de alinhamento é
mais comumente usado para comparar sequéncias cujas semelhancas sejam
esperadas em toda a extensdo da sequéncia. Programas computacionais que usam
esse tipo de alinhamento sdo ClustalW (THOMPSON et al., 1994) e Multalin
(CORPET, 1988).

Ja o alinhamento local procura encontrar uma regido, geralmente
conservada, em uma determinada sequéncia que se alinhe a uma regido de outra
sequéncia. Esse alinhamento torna-se Gtil para realizar pesquisa em bancos de
dados ou mesmo em situacdes onde ndo ha conhecimento sobre a similaridade
entre as sequéncias que se almeja comparar. Um dos programas mais conhecidos e

usados para busca de sequéncias similares, o BLAST (Basic Local Alignment
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Search Tool) € um exemplo de programa que utiliza esse tipo de alinhamento. A

Figura 10.3 ilustra exemplos de alinhamento global e local

SGAHGLSIGSVGQRS

| || | ||| | | Alinhamento global
SRAHI LQIGSAGHRY

| | | Alinhamento local

FIGURA 10.3 - Alinhamento global e local entre duas sequéncias.

3.2.2 — Matrizes de substituicao

Ao fazer um estudo de similaridade entre sequéncias, além do
alinhamento é preciso definir medidas quantitativas de similaridade e de diferencas
entre as sequéncias. Esta medida é importante e leva em consideracdo que certas
alteracdes tém maior probabilidade de ocorrer que outras, como na substituicdo de
aminoacidos que tendem a ser conservativos: a substituicio de um aminoéacido por
outro de tamanho ou propriedades fisico-quimicas similares é mais provavel de ter
ocorrido do que a substituicdo por outro com propriedades muito diferentes. Logo,
um sistema de pontuacao (de escore) que leve em conta ndo s6 as substituicbes de
residuos como também as insercdes e delecdes se faz necessario.

As matrizes de substituicdo sdo normalmente utilizadas no alinhamento
de sequéncias proteicas e analisam com qual frequéncia as diferentes substituicoes
de aminoacidos ocorrem. Com bases nestas frequéncias, juntamente com a
guantidade relativa de cada aminoacido na proteina, é possivel atribuir um escore
gue reflete a probabilidade daquela mutacdo ocorrer, sendo as substituicbes mais
provaveis expressa por escore positivo.

Os dois tipos mais utilizados de matrizes de substituicdo sdo a PAM
250 (Point Accepted Mutation) (DAYHOFF et al., 1978) e a Blossum 62 (Blocks
Substitution Matrix) (HENIKOFF & HENIKOFF, 1992), ilustradas nas figuras 11.3 e

12.3, respectivamente.
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FIGURA 11.3 - Matriz de valores de alinhamentos PAM 250
(http://research.nmsu.edu/molbio/bioinfo/tutorials/comp-bio/distance.htm).
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FIGURA 12.3 - Matriz de valores de alinhamentos BLOSUM 62
(http://fen.wikipedia.org/wiki/File:BLOSUM®62.gif).
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A matriz de substituicdo do tipo PAM foi a primeira a ser construida, por
Dayhoff e colaboradores na década de 70 (DAYHOFF et al., 1978). Essa matriz foi
calculada observando as diferencas em um grupo de proteinas intimamente
relacionadas sendo este grupo baseado em uma arvore filogenética de alinhamento.
A matriz PAM 1 é calculada a partir de muitos alinhamentos de proteinas
extremamente semelhantes, ou seja, com menos de 1% de aminoacidos diferentes.
Outras matrizes, como PAM 50, PAM 100 e PAM 250 sao extrapolacdes da matriz de
substituicdo PAM 1. Matrizes com maior unidade de PAM, como a PAM 250, sdo
mais adequadas para comparar sequéncias mais divergentes, porém a custa de
resultado de menor confiabilidade, uma vez que as unidades PAM foram
desenvolvidas inicialmente para serem utilizadas em pares de residuos de proteinas

intimamente relacionadas e que podiam ser alinhados a méao.
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Em 1992 Steven e Jorja Henikoff desenvolveram a familia de matrizes
BLOSUM com o objetivo de substituir a matriz de Dayhoff por outra com um melhor
desempenho na identificagdo de relagcdes distantes entre sequéncias. A matriz
BLOSUM foi obtida a partir de um enorme volume de dados pertencentes ao banco
de dados BLOCKS, e por isso o nome BLOcks SUbstitution Matrix (matriz de
substituicdo baseada em BLOCK). Para evitar a presenca de sequéncias muito
semelhantes na comparacao, as sequéncias eram agrupadas em blocos de acordo
com o grau de identidade, além disso, era atribuido aos blocos o mesmo peso
independente da quantidade de sequéncias que o compunha. Na matriz BLOSUM
62, por exemplo, a pontuagao de substituicao foi obtida a partir dos alinhamentos de
sequéncias que ndo tiveram a identidade maior que 62%. Essa matriz é oferecida
por todos os programas como uma opcéo, sendo a escolha-padrédo na maioria, por
exemplo, no programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994).

3.2.3 — Programa ClustalW

Alinhamento mdltiplos de sequéncias € uma ferramenta essencial na
biologia molecular, sendo usada para diversos estudos como a analise evolutiva
molecular como também na busca por padrées de diagndstico para caracterizar as
familias de proteinas; detectar ou demonstrar homologia entre novas sequéncias e
familias de sequéncias existentes; ajudar a prever as estruturas secundarias e
terciarias de novas sequéncias e sugerir primers para PCR- Reacdo em Cadeia da
Polimerase (THOMPSON et al., 1994).

O Clustal € um programa amplamente usado para alinhamentos
multiplos de sequéncias, sendo que o site EBI/Clustal recebe por ano milhdes de
trabalhos de alinhamentos mdultiplos (LARKI et al., 2007). Além de possuir a
vantagem de ser rapido, facil de utilizar e resultar em alinhamentos de qualidade
suficiente sem a necessidade de ajustes frequentes, o programa esta livremente
disponivel para diversos sistemas operacionais em duas variagcdes principais: o
ClustalW e o ClustalX. No presente trabalho utilizou-se a primeira variagao por sua
disponibilizacao on-line.

O programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994) aceita diversos
formatos de arquivos de entrada como NBRF/PIR, FASTA, EMBL/Swiss-Prot,
Clustal, GCC/MSF, GCG9 RSF, e GDE. Quanto aos formatos dos arquivos de saida
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podem ser Clustal, NBRF/PIR, GCG/MSF, PHYLIP, GDE, ou NEXUS. O formato

FASTA (Figura 13.3), adotado no presente trabalho, € iniciado pelo sinal > seguido

pelo titulo ou identificacdo da sequéncia (linha de descricdo) e as linhas

subsequentes comp8em a sequéncia, um caractere por residuo, ou seja, utiliza-se o

coédigo de uma letra para nucleotideos ou aminoacidos especificados pela Unido

Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) e pela Unido Internacional

de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Para os alinhamentos resultantes o formato

Clustal foi preferido como ilustrado nas Figuras 8.3 e 9.3.

>gi|2383|emb|CAA41693.1| polygalacturonase [Aspergillus niger]
MHSYQLLGLAAVGSLVSAAPAPSRVSEFAKKASTCTFTSASEASESISSCSDVVLSSIEVPAGETLDLSD
AADGSTITFEGTTSFGYKEWKGPLIRFGGKDLTVTMADGAVIDGDGSRWWDSKGTNGGKTKPKFMYIHDV

EDSTFKGINIKNTPVQAISVQATNVHLNDFTIDNSDGDDNGGHNTDGFDISESTGVYISGATVKNQDDCI
AINSGESISFTGGTCSGGHGLSIGSVGGRDDNTVKNVTISDSTVSNSANGVRIKTIYKETGDVSEITYSN
IQLSGITDYGIVIEQDYENGSPTGTPSTGIPITDVTVDGVTGTLEDDATQVYILCGDGSCSDWTWSGVDL

SGGKTSDKCENVPSGASC

FIGURA 13.3 - Exemplo de uma sequéncia no formato FASTA. Sequéncia de uma poligalacturonase
de Aspergilus niger. A primeira linha é referente a identificacdo da sequéncia e as demais linhas se
referem a sequéncia.

principais:

Basicamente, o programa ClustalW €& composto por trés etapas

Alinhamento em pares de todas as sequéncias com a finalidade de
determinar a similaridade entre elas. Nessa etapa foi utilizada a matriz de
substituicio BLOSUM 62. Além da escolha da matriz de substituicdo é
possivel escolher duas penalidades para gap (uma para introducdo de
lacunas e outra para extensdo de lacunas); as penalidades usadas foram

as dos padrdes fornecidos pelo préprio programa (default).

Construcéo de arvore filogenética, a fim de refletir as semelhancas entre
as sequéncias, pelo método Neighbour-Joining (NJ). Este método produz
arvores nao enraizadas com comprimentos de ramos proporcionais a
divergéncia estimada ao longo de cada ramo. O método comeca com uma
arvore em forma de estrela e o proximo passo € separar 0 par de
sequéncia mais proxima das demais a partir dos valores de uma matriz de

distancia ou, no caso, de substituicdo. Este procedimento é repetido varias
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vezes até que todos os ramos sejam encontrados.

e Uso da arvore filogenética para a realizacdo do alinhamento multiplo.
Nesta etapa a ordem de alinhamento das sequéncias serd a mesma da
arvore. Assim os alinhamentos serdo combinados comecando pelos
grupos que apresentam maiores semelhancas para o0s mais

dessemelhantes.

3.3 — Filogenia Molecular

A publicacdo do livro "A Origem das Espécies” por Charles Darwin
(1859), despertou e acirrou o interesse dos cientistas em entender a respeito da
evolugdo dos organismos (ramo da ciéncia chamado de filogenética) e expressa-lo
de forma explicativa. Uma das maneiras de fazer isso é usar as informagdes
contidas em fosseis, mas na maioria das vezes estas se encontram fragmentadas e
incompletas. Outra maneira € realizar comparacdes de caracteristicas morfologicas
e fisiologicas. Mas esses meétodos, pertencentes as técnicas evolucionarias
classicas, apresentam limitacdes ja que por si s6 as mudancas morfolégicas e
fisioloégicas sdo complexas e ndo retratam com clareza a historia evolucionaria (NEI
& KUMAR, 2000).

Todavia, avancos na biologia molecular acarretaram em mudancas no
campo da filogenia. Um desses avancos foi a descoberta do DNA, que por conter
instrucdes genéticas capazes de coordenar o desenvolvimento de todos os seres
vivo e de alguns virus (enquanto outros possuem apenas RNA — acido ribonucléico),
logo passaram a ser utilizados em estudos filogenéticos apresentando algumas
vantagens sobre as abordagens classicas como a possibilidade de comparar DNAs
de diversos organismos (bactérias, fungos, plantas e animais), uma vez que a
composicdo do DNA é a mesma para todos os organismos, sendo a diferenca
advinda das sequéncias de nucleotideos. Além disso, as mudancas evolucionarias
do DNA seguem mais ou menos um padrao, ja que ndo sofrem a acdo do ambiente,
como no caso das caracteristicas morfologicas, e seus mecanismos de modificacédo
sdo bem conhecidos pela genética molecular (replicacdo do DNA, mutacdes e
mecanismos de reparo). Dessa forma € possivel desenvolver e usar modelos

matematicos para formular mudancas e comparar DNAs de organismos com
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relagbes distantes.

Segundo LESK (2008) um evento crucial para o aceite dos métodos
moleculares ocorreu em 1967 quando V. M. Sarich e A. C. Wilson através de dados
imunolégicos dataram o tempo de divergéncia entre humanos e chimpanzés em 5
milhdes de anos atras, enquanto que naquela época os paleontélogos datavam 15
milhdes de anos atras e estavam relutantes em aceitar o método molecular. Passado
algum tempo, o registro fossil foi reinterpretado levando a aceitacdo da data e
também do método.

Atualmente ndo somente as sequéncias de nucleotideos fornecem a
melhor medida de similaridade entre espécies para andlises filogenéticas como

também as sequéncias de aminoécidos.

3.3.1 - Arvores Filogenéticas

Geralmente as relacdes filogenéticas séo representadas em forma de
arvore (arvore filogenética). Estas sdo confeccionadas a partir de uma matriz
contendo os dados disponiveis (morfologicos, quimicos, genéticos ou proteicos)
sobre os taxons estudados. Os dados sdo comparados, e 0s taxons sao agrupados
em clados ou ramos de acordo com as semelhancas e diferencas entre si. As
arvores podem ser representadas na forma enraizada (Figura 14.3) ou néao
enraizada (Figura 15.3). Ambas demonstram a topologia da relacdo, porém na
primeira o ancestral comum €é observavel, enquanto que na segunda néo.

Na figura 14.3 € mostrado um exemplo de arvore filogenética. As folhas
sdo representadas pelas letras (A-E) também conhecidas como taxons ou Unidade
Taxon6mica Operacional - OTUs (do inglés Operational Taxonomic Units). Os noés
externos correspondem a entidades biologicas (espécies, populacdes, individuos ou
genes), enquanto que os nos internos correspondem aos possiveis ancestrais. Os

ramos expressam as relacdes evolutivas.
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Nos terminais (OTUs ou Taxons)

Raiz —

Nosinternos

Ramos ou clados
FIGURA 14.3 - Representacao de arvore filogenética com raiz e suas principais terminologias.

A B

D Ramo

Nosinternos

C

E D\'\

FIGURA 15.3 - Representacao de arvore filogenética sem raiz.

Taxon D

As arvores filogenéticas podem ser de 3 tipos:

e Cladograma — representa apenas a topologia da arvore, ou seja, como 0S
taxons estdo relacionados entre si.
e Filograma — representa a arvore onde o comprimento dos ramos é
proporcional ao niumero de mudancas aferidas.
e Dendograma - representa a arvore onde o comprimento dos ramos reflete o
tempo transcorrido.
De forma geral, ha trés métodos para a derivacdo de arvores
filogenéticas: os fenéticos, os cladisticos e os probabilisticos. Os métodos fenéticos

sédo aqueles que ndo fazem referéncia a qualquer modelo histérico das relagbes, ou
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seja, ndo sdo baseados em modelos evolutivos. As &rvores sdo construidas de
acordo com a similaridade entre as sequéncias, baseando-se nos métodos de
distancia, onde para as diferencas existentes entres duas sequéncias sdo atribuidos
valores. Sdo exemplos desse método o UPGMA (Unweigthed Pair Group Method
using arithmetic Averages) e o Neighbor-Joining (juncéo de vizinhos).

Os métodos cladisticos sdo aqueles que se baseiam em modelos
evolutivos, ou seja, em modelos matematicos que tentam representar 0S processos
de substituicdo de bases nucleotidicas ou de aminoéacidos entre diferentes espécies
(LIO & GOLDMAN, 1998). O método cladistico mais popular ¢ o da maxima
parsimonia que adota como arvore filogenética étima aquela que pressup8e o menor
namero de mutacoes.

Os métodos probabilisticos também sdo baseados em modelos
evolutivos, no entanto eles usam calculos probabilisticos para encontrar a arvore que
melhor explique as variagbes observadas num determinado conjunto de sequéncia.
A maxima verossimilhanca e a inferéncia Bayesiana sao exemplos desses métodos.
Como no presente trabalho foi utilizado apenas o meétodo da maxima

verossimilhanca, este sera mais detalhado a seguir.

3.3.2 - Reconstrucdo filogenética: meétodo da maxima
verossimilhanca

O modelo evolutivo conhecido como maxima verossimilhanca (ML — do
inglés Maximum Likelihood) foi primeiramente descrito pelo estatistico e também
bidlogo evolutivo R. A. Fisher (FISHER, 1922). Mais tarde, CAVALLI-SFORZA e
EDWARDS (1967) tiveram a ideia de utilizd-lo para inferéncia filogenética. No
entanto, o método exigia grandes recursos computacionais que na €época hao
estavam disponiveis.

Com o desenvolvimento de computadores mais potentes somadas a
uma formulacdo matematica desenvolvida por FELSENSTEIN (1981), que reduziu
bastante o niumero de operacdes algébricas necessarias, 0 método passou a ser
extensivamente utilizado a partir dos anos 80. Porém, a sua complexidade
computacional ainda impedia a analise para um grande numero de sequéncias
(FELSENSTEIN, 1993; STRIMMER & HAESELER, 1996), uma vez que o numero de

arvores possiveis cresce exponencialmente de acordo com 0 numero de
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sequéncias. Dessa forma, meios de otimizacdo para acelerar os calculos ou o0 uso
de técnicas aproximadas passaram a ser utilizados (ADACHI & HASEGAWA 1994;.
OLSEN et al 1994; ANISIMOVA & GASCUEL, 2006). Atualmente ha um grande
namero de programas computacionais praticos para reconstrucdo de arvores
filogenéticas que utilizam o método ML como o PAML (YANG, 1997), TREE-PUZZLE
(SCHMIDT et al, 2002), PHYML (GUINDON et al, 2005) e Phylogeny.fr (DEREEPER
et al., 2008). Sumarios de ferramentas filogenéticas, incluindo listas Uteis de sites na
web e uma listagem geral de programas para filogenia pode ser consultada em:
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/software.html).

As principais vantagens de utlizacdo do método ML sdo sua
capacidade de usar todos os dados disponiveis (LIO & GOLDMAN, 1998) e ser um
método que trabalha diretamente com os caracteres bioldégicos observados e néo
com uma estimativa de distancia entre eles como no método NJ- Neighbor-Joining
(SILVA, 2007).

O principal objetivo do algoritmo ML é gerar uma arvore filogenética
com comprimentos de ramos e topologia que correspondem aos dados fornecidos.
Essa tarefa, segundo STRIMMER & HAESELER (1996), pode ser dividida em duas
partes: determinar a topologia da arvore e em seguida atribuir os comprimentos dos

ramos a essa topologia.

3.4 — Busca por motivos sequenciais — Programa MEME

Um motivo de sequéncia de proteina € uma sequéncia padrdo de
aminoacidos que ocorre repetidamente em um grupo de proteinas relacionadas e
estd quase sempre relacionada a uma funcdo bioquimica especifica (BORK &
KOONIN, 1996). A ocorréncia de motivos sequenciais geralmente implica em uma
origem comum (homologia) para um dado grupo de proteinas. O fato dos motivos
sequenciais serem como 'assinaturas' de familias de proteinas, frequentemente eles
sdo usados como ferramentas para predicdo de funcéo de proteinas.

Diversos programas computacionais tém sido desenvolvidos com o
intuito de identificar motivos sequenciais (principalmente nos novos genomas
sequenciados) e um desses programas € o MEME (Multiple EM For Motif Elicitation)
(BAILEY & ELKAN, 1994). O arquivo de entrada para o programa, uma sequéncia de

aminoacido ou DNA, pode ter diferentes formatos tais como |G/Stanford,



29

GenBank/GB, NBRF, EMBL e outros. No modo padrao (default) o MEME procura por
até trés motivos na sequéncia analisada sendo que o comprimento do motivo
procurado fica entre 6 e 50 caracteres no modo default, mas o usuério pode mudar
este assim como VAarios outros aspectos da busca de motivos (BAILEY et al, 2006).

3.5 - Modelagem molecular

O conhecimento da estrutura terciaria de uma proteina traz informacéao
valiosa a respeito da sua funcdo, por permitir a identificacdo de dominios
conhecidos, como por exemplo de sitios cataliticos. Além disso, o conhecimento da
estrutura possibilita a realizacdo de pesquisas mais direcionadas no sentindo de
encontrar inibidores, ativadores enzimaticos ou outros ligantes.

A resolucdo de estruturas tridimensionais pode ser feita atraveés de
técnicas experimentais como a cristalografia de raios X e a espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). No entanto, tais técnicas apresentam
limitacGes e dificuldades, como no caso da cristalografia, a necessidade de obtencéo
de proteinas puras e em quantidade suficiente para os ensaios de cristalizacdo, os
cristais obtidos nem sempre tém a qualidade necessaria para o trabalho
experimental e algumas proteinas, como as de membrana, ndo cristalizam por
completo (MAGGIO & RAMNARAYAN, 2001). As limitacbes da técnica de RMN se
referem principalmente no tamanho das proteinas a ter sua estrutura determinada.

As estruturas tridimensionais de proteinas podem também ser
estudadas sob o ponto de vista tedrico, com a predicdo da estrutura tridimensional
sem o uso de dados experimentais. Diferentes métodos tém sido desenvolvidos para
a construcdo de modelos 3D de proteinas. Os métodos ab initio, por exemplo, sédo
utilizados para predizer estruturas proteicas a partir da sequéncia de aminoacidos
da mesma (estrutura primaria) sem qualquer comparacdo com uma estrutura
tridimensional conhecida, apenas fragmentos da sequéncia sdo comparados com
estruturas conhecidas obtidas pelo Protein Data Bank (PDB) (FLOUDAS et al, 2006).
No entanto esses métodos apresentam algumas dificuldades que ainda precisam ser
contornadas, ja que o calculo das energias e entropias de diferentes conformacgdes
ainda ndo é tdo preciso e os computadores ndo sao tdo potentes ao ponto de
permitir a analise de um conjunto grande das possiveis conformac¢fes. Os métodos

denominados comparativos, como a modelagem por homologia, € um método
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alternativo, ndo experimental, que permite a predi¢do de estruturas tridimensionais
de proteinas a partir das estruturas tercidrias ja resolvidas. Esses métodos se
baseiam na observacdo de que similaridade sequencial implica em similaridade
estrutural, logo, é possivel construir o modelo 3D da proteina de estudo se houver o
conhecimento da estrutura 3D de uma proteina de razoavel similaridade com a
proteina de interesse. A precisdo e a qualidade do modelo 3D gerado dependem
fundamentalmente da similaridade entre as sequéncias. Se essa similaridade for
acima de 50% os modelos gerados séo de alta qualidade e tem se mostrado téao
precisos quanto as estruturas obtidas por raios X de baixa resolucdo. Se a
similaridade entre as sequéncias for entre 30-50% espera-se que mais de 80% dos
atomos Ca estejam dentro de suas verdadeiras posicdes a 3,5 A (KOPP &
SCHWEDE, 2004). Neste contexto, o método de modelagem por homologia €é
bastante confiavel para a construcdo de estruturas terciarias, limitando-se pela
dependéncia da existéncia de uma proteina semelhante a de estudo e de estrutura

conhecida.

3.5.1 - Modelagem por homologia

O meétodo de modelagem molecular por homologia para construcao de
um modelo 3D de uma proteina (molécula-alvo) de sequéncia conhecida, parte da
ideia de que se esta estiver relacionada a uma ou mais proteinas de estrutura
tridimensional conhecida (molécula molde), entdo grande parte da estrutura da
proteina-alvo sera parecida com a da proteina de estrutura conhecida, que servira
de molde para a construcdo de um modelo estrutural para proteina-alvo. A
construcdo do modelo estrutural por modelagem por homologia pode ser realizada
através de softwares como o MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993) e SWISS-
MODEL (SCHWEDE et al. 2003). Um estudo realizado por NAYEEM e
colaboradores (2006), com objetivo de comparar softwares disponiveis para
modelagem por homologia de alta precisdo (incluindo MODELLER e SWISS-
MODEL), mostrou que quando a identidade sequencial entre a proteina alvo e o
molde € maior que 40%, os modelos obtidos sédo igualmente satisfatérios para todos
os softwares comparados no estudo. Neste trabalho foi utilizado o programa SWISS-

MODEL para a construgcdo do modelo estrutural de uma PG do L. gongylophorus.
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3.5.2 - O programa SWISS-MODEL

O SWISS-MODEL (SCHWEDE et al. 2003) é um programa
computacional disponivel livremente (www.expasy.org/swissmod/SWISS-

MODEL.html) na web. Ele fornece ao usuério trés principais formas de atuacéo:

1. O modo mais simples € "Modo de primeira abordagem" e é totalmente
automatico. Ele exige apenas a sequéncia de aminoacidos da molécula-alvo
como dado de entrada. Em seguida o servidor irA buscar moléculas que
tenham similaridade com a molécula-alvo e que tenham estruturas
conhecidas. Essa busca é feita através de alinhamento sequencial, da
molécula-alvo com todas as sequencias de proteinas depositadas nos bancos
de dados. Esse modo também permite ao usuario especificar até cinco
estruturas-molde obtidas pela biblioteca ExXPDB ou por upload de arquivos de
coordenadas (por exemplo .pdb). No entanto a modelagem automatica so
sera iniciada se pelo menos um molde estiver disponivel e se ele possuir uma
identidade acima de 25% com a sequéncia alvo submetida.

2. No “modo de alinhamento” o arquivo de entrada para o programa € 0
alinhamento entre as sequéncias da molécula-alvo com a(s) molécula(s)-
molde(s). Nesse modo o servidor ira construir o modelo com base no
alinhamento realizado pelo usuario.

3. O "modo de projeto” permite ao usuario enviar uma solicitacdo de modelagem
manualmente otimizada para o servidor SWISS-MODEL através de um
arquivo de projeto DeepView. Este ultimo é um programa de visualizacdo e
neste arquivo devera conter as estruturas (alvo e molde) sobrepostas e o
alinhamento entre os mesmos. Este modo da ao usuario controle sobre uma
ampla gama de parametros, por exemplo, selecdo de molde ou adicdo de
lacuna no alinhamento. Além disso, ele pode ser utilizado para melhorar os

resultados obtidos no “modo de primeira abordagem”

De maneira geral, todos os métodos de modelagem por homologia
consistem das seguintes etapas: selecdo da molécula-molde; alinhamento entre as
sequéncias da molécula-alvo e molécula—molde, sendo esta fase de primordial

importancia; constru¢cdo do modelo e validacdo do mesmo, sendo que cada uma
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dessas etapas envolve métodos, programas e servidores especificos. Além disso,
essas etapas podem ser repetidas varias vezes até que uma estrutura-modelo
satisfatoria seja alcancada.

Neste trabalho, como um forma de comparacgéo, foram utilizados os
dois métodos, modo de primeira abordagem e o de alinhamento, para a construcdo

do modelo tridimensional da PG.

3.5.3 - Validagcao de modelos estruturais

3.5.3.1 - PROCHECK

A qualidade do modelo tridimensional construido depende muito da
gualidade da estrutura da proteina escolhida como molde e do alinhamento entre a
sequéncia alvo e do molde. Dessa forma, € importante que a estrutura da molécula-
molde tenha sido obtida em boa resolugcdo. Apos a constru¢do do modelo estrutural
da molécula alvo, este deve ser avaliado no que diz respeito a parametros
estereoquimicos. Isso é feito através de programas computacionais como, por
exemplo, 0 PROCHECK (LASKOWSKI et al.,1993), que avalia os comprimentos de
ligacdo; angulos planos; planaridade dos anéis de cadeias laterais, das ligacdes
peptidicas; quiralidade; conformacdes das cadeias laterais; angulos torcionais da
cadeia principal e das cadeias laterais; impedimento estérico entre pares de atomos
nao-ligados e qualidade do mapa de Ramachandran (RAMACHANDRAM et al.,
1963).

O mapa de Ramachandran € particularmente util porque define os
residuos que se encontram nas regides energicamente mais favoraveis e
desfavoraveis e orienta a avaliacdo da qualidade de modelos tedricos ou
experimentais de proteinas (RAMACHANDRAM et al., 1963). O mapa mostra os
angulos torsionais phi e psi para todos os residuos da molécula. Um fragmento da
cadeia polipeptidica linear, comum a todas as estruturas de proteinas é mostrado na
Figura 16.3. Por esta figura € possivel observar os angulos torsionais que definem a
conformacdo da cadeia principal polipeptidica e que rotacdes sdo permitidas em
tornos das ligagbes simples N-Ca e Ca-C. Partindo do principio de que dois atomos
nao podem ocupar 0 mesmo lugar no espaco, 0s valores para 0s angulos torsionais

acabam por serem limitados. Dessa forma, as faixas permitidas para phi e psi
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situam-se em regides definidas pelo mapa de Ramachandran. As regides mais

escuras (em vermelho) do mapa (Figura 17.3) delimitam as regides onde os valores

de phi e psi sdo energeticamente preferidas; as areas em branco sdo regides

estericamente proibidas. As areas mais claras (amarela) sdo regides onde 0s

residuos assumem estados energéticos menos favoraveis, porém aceitaveis.
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FIGURA 17.3 - Mapa de Ramachandran inicial. (http://kpwu.wordpress.com/2007/02/15/making-

ramachandran-plot-by-your-self/).

3.5.3.2 - VERIFY 3D

O programa VERIFY 3D (LUTHY et al, 1992) consiste em medir a

compatibilidade entre a estrutura tridimensional de uma proteina com a sua propria

sequéncia de aminoacidos (1D). A cada residuo da proteina é atribuida uma classe
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estrutural com base em sua localizacdo (estruturas secundarias alfa, beta, loop) e
ambiente (polar, apolar). Em seguida, é construida uma matriz de comparagéo entre
0s possiveis ambientes e 0 numero total de aminoacidos da estrutura a ser validada.
O célculo do ambiente é realizado para cada um dos aminoacidos de acordo com a
probabilidade de encontrar cada um dos 20 aminoacidos em cada uma das classes
estruturais através do bando de dados PDB. Com base nesta matriz, um
alinhamento é realizado entre a sequéncia primaria e o seu perfil tridimensional e o
resultado é a medida da compatibilidade da sequéncia com sua estrutura 3D.
Grande parte dessas medidas deve ficar acima de 0,2 e nunca abaixo de zero.

3.5.3.3 -WHAT IF

O WHAT IF (VRIEND, 1990) € um programa que oferece diversas
ferramentas relacionadas a modelagem de estruturas. Neste trabalho foi utilizada a
ferramenta OLDQUA para avaliar a normalidade estrutural do modelo. Isso é
realizado através dos parametros de enovelamentos que envolvem proximidades
atomicas.

Um conjunto de atomos, denominados grupos rigidos, representante de
um determinado residuo é usado para a superposicdo em todos os residuos do
mesmo tipo no arquivo PDB, apds a superposicdo os atomos vizinhos de cada
residuo serad mostrado. Em seguida, com as coordenadas dos atomos vizinhos, uma
funcdo é calculada para atribuir valores maiores aos locais onde um numero maior
de atomos é encontrado, levando em consideracdo o numero de residuos e suas
exposicdes ao solvente. Por fim, esses valores obtidos sdo comparados com 0s
valores padrdes. O resultado para o modelo como um todo pode ser lido da seguinte

forma:

Maior do que -0,5: meio perfeito;

e -0,5: modelo bom, na média;

e -1,0 até -0,5: modelo ainda de boa ou muito boa qualidade;

e -1,5: provavelmente ainda OK, mas com muitos erros pequenos, modelo
normal.

e -2,0: um modelo projetado ab initio ou um modelo verdadeiramente muito
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pobre;

e -3,0: modelo errado ou um mau modelo.

Com relacdo ao desvio médio para cada residuo, quando este
apresenta um valor de -5,0, ou pior, & recomendado checa-lo, pois pode vir a

significar que:

e Esta envolvido em simetria de contatos.
e Esta ligado a um co-fator, ligante, ou ions.
e Esta no sitio ativo.

e Esta errado.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Estudo tedrico de poligalacturonases (PG) de fungos

Neste sub capitulo serdo mostrados os resultados obtidos no estudo de
PG de fungos, cujas sequéncias estao depositadas em banco de dados.

4.1.1- Formacao do banco de dados com PG de fungos

A busca no site NCBI por sequéncias de PG de fungos
(polygalacturonase fungi) resultou em 2093 sequéncias. Estas sequéncias foram
analisadas e apos exclusdo daquelas com menos de 70 residuos de aminoacidos,
das que correspondiam a 'proteina hipotética’ e ainda das que ndo eram PG ou
mesmo ndo eram PG de fungos restaram 957 sequéncias de aminoacidos. Essas
sequéncias foram separadas por género e espécie e para cada grupo foram
realizados alinhamentos multiplos de sequéncias usando o programa ClustalW
(THOMPSON et al., 1994). Os alinhamentos das sequéncias de PG de cada espécie
foram analisados e as sequéncias com 100% de identidade foram retiradas. Assim, o

conjunto de dados ficou com 417 sequéncias unicas de PG de fungos (Tabela 1.4).
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TABELA 1.4 - Nimero de sequéncias de PG de fungos depositadas no NCBI e nimero de

sequéncias Unicas por género encontradas neste trabalho.

Numero de sequéncias de
poligalacturonase de fungos depositadas

Numero de sequéncias Unicas de

1o NCBI - poligalacturonases de I‘um;p::;s=

1 Alternaria Ascomycota 176 61
2 Aspergillus Ascomycota 91 53
3 Athelia Basidiomycota 2 2
4 Bispora Ascomycota 1 1
5 Botryotinia Ascomycota 251 33
5] Gotrytis Ascomycota 9 5
T Chondrostereumm Basidiomycota 11 9
8 Chrysoporthe Ascomycota 1 1
9 Claviceps Ascomycota 2 2
10 Cochliobolus Ascomycota 1 1
11 Colletotrichum Ascomycota 2 2
12 Cryphonectria Ascomycota 1 1
13 Cryplococcus Basidiomycota 2 2
14 Diaportfe Ascomycota 1 1
15 Emericella Ascomycota 5} B
16 Fusarium Ascomycota 278 135
17 Galactomyces Ascomycota 5y 4
18 Gibberella Ascomycota 23 15
19 Glomerella Ascomycota 2 2
20 Hypocrea Ascomycota 1 1
21 Kluyveromyces Ascomycota 3 3
22 Leptosphaeria Ascomycota 1 1
23 Leucoagaricus Basidiomycota 1 1
24 Metarhiziuwm Ascomycota 2 2
25 Meosartorya Ascomycota 12 12
26 Neurospora Ascomycota 1 1
27 QOphiostoma Ascomycota 3 2
28 Penicillivm Ascomycota 14 13
29 Phomopsis Ascomycota 1 1
30 Postia Basidiomycota 2 2
kY| Pyrenophora Ascomycota 5 5
a2 Rhizopus Fungi incertae sedizs 2 1
33 Saccharomyces Ascomycota 4 2
M4 Sclerotinia Ascomycota 15 1"
35 Talaromyces Ascomycota i} 5
36 Thanatephorus Basidiomycota 3 3
ar Venturia Ascomycota 5 4
38 Verticillivm Ascomycota 11 "

Total de sequéncias 957 M7

4.1.2- Classificacdo das sequéncias de PG por alinhamento

Como discutido no capitulo 1, as PG séo classificadas em Endo- e

Exo— de acordo com o seu modo de atuacdo sobre o substrato. No entanto, nem

todas as sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI estdo classificadas

como Endo- ou Exo-PG. Das 417 sequéncias Unicas encontradas para os fungos,

Tabela 1.4, 95 estavam sem classificacdo, ou seja, foram depositadas como PG sem

uma classificagdo mais precisa (Figura 18.4).
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Sequéncias unicas de PG de fungos
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FIGURA 18.4 - Grafico representando a classificacdo das PG conforme depositadas no banco de
dados do NCBI.

Como uma tentativa de classificar as 95 sequéncias em Endo- ou Exo-
PG, alinhamentos mudltiplos de sequéncias por espécie foram realizados (e em
alguns casos por género). Para a classificacdo de uma determinada sequéncia esta
foi alinhada com sequéncias ja classificadas em Endo- ou Exo- PG e o escore obtido
do alinhamento foi avaliado. Como exemplo do que foi feito neste trabalho, com
todas as sequencias nao classificadas, passa-se a descrever a classificagcdo de uma
PG de Emericella nidulans.

E. nidulans (Tabela 1.4), apresenta uma sequéncia como PG (S24156),
2 sequéncias depositadas como Endo-PG (ABF50893.1; ABF50868.1), 3 como
Exo-PG (ABF50897.1; ABF50895.1; AA061898.1). Primeiramente, foi feito o
alinhamento multiplo da sequéncia néo classificada (S24156) com as 2 sequéncias
de Endo-PG (Figura 19.4). O escore obtido para os alinhamentos foram de 51 e 55 e
€ interessante observar que o escore do alinhamento entre as sequéncias das duas
Endo-PG (escore 52) ndo é tao diferente da obtida entre a ABF50868.1 e S24156
(escore 51).

O alinhamento da sequéncia nado classificada (S24156) com as 3
sequéncias de Exo-PG (Figura 20.4) mostrou escores de 19 a 22, bem abaixo dos
obtidos para os alinhamentos com as Endo-PG. Assim, infere-se que a sequéncia
S24156 é uma possivel Endo-PG.
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gi|2833401pir| 1524156
gi|95025959 |gb | ABFS0893. 1]
gi|95025903 |gb | ABFS086E.1 |

gi|283340|pir| | 524156
gi|95025959 |gb | RBF50833.1|
gi| 95025909 |gb|ABFS0868.11

gil283340|pir] |524156
gi| 95025959 |gb|ABF50893.1|
gi|95025903 |gb|ABFS0868.1]

gil|283340|pir| | 524156
gi| 950255959 |gb|ABF50893.11
gi| 95025909 |gb| ARBF50862.1|

gil283340Ipir| 1524156
gi|95025959 |gh|ABF50893.1|
gi|95025909 |gb|ABF50868.1|

gil283340Ipirl 1524156
gi|95025559 |gb|ABFS0893.1|
gl| 95025909 |gb|ABFS0868.1|

gil2833401pir| 1524156
01195025959 | gb | ABF50893.1|
gi 95025909 |gb|ABF50868. 1

gi12833401pir| 524156
gi195025959 | gb| ABF50893.1)
gi195025909 |gb| ABF50868.1|
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FIGURA 19.4 - Alinhamento das sequéncias de PG (S24156) e Endo-PG (ABF50893.1; ABF50868.1)
de E. nidulans e escores obtidos para os alinhamentos. Os alinhamentos foram realizados com o

programa ClustalW (THOMPSON et al.,

1994).
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FIGURA 20.4 - Alinhamento das sequéncias de PG (S24156) e Exo-PG de E. nidulans e escores
obtidos para o alinhamento. Os alinhamentos foram realizados com o programa ClustalW (Thompson
et al., 1994).

Esse procedimento foi realizado na classificacdo de sequéncias
olhando-se primeiramente para sequéncias Endo e Exo-PG dentro da mesma
espécie e ndo sendo possivel, passando para sequéncias do mesmo género. Desta
maneira, 68 sequéncias que haviam sido depositadas como PG de fungos puderam
ser classificadas em Endo- ou Exo-PG, como mostrado de forma resumida na Tabela

2.4. Nesta tabela estdo representados 0s maiores escores obtidos entre as
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sequéncias que nao possuem classificacdo (sequéncia A) e as sequéncias ja
depositadas no banco de dados do NCBI com classificagdo Endo ou Exo-PG
(sequéncia B). De acordo com o valor do escore € possivel inferir se as sequéncias
A sdo possiveis sequéncias de Endo-PG ou Exo-PG. Por exemplo, a sequéncia
CAE46195.1, na primeira linha da tabela, (PG de Aspergillus aculeatus) possui uma
maior similaridade com a sequéncia CAA74744.1 (Endo-PG de Aspergillus niger),
logo a sequéncia CAE46195.1 € uma Endo-PG. O mesmo principio foi realizado para
todas as sequéncias A presentes na Tabela 2.4.



TABELA 2.4 - Maiores escores obtidos para os alinhamentos
multiplos entre as sequéncias de PG sem classificagcao
(Sequéncia A) e as sequéncias de Endo-PG ou Exo-PG

Sequéncia A Sequéncia B Escore
Aspergillus aculeatus Aspergillus niger
CAE461951 CAAT4T744 1 EndoPG 71
CAE46194.1 CAKA7020.1 EndoPG 71
CAE461931 CAAT4744 1 EndoPG 73
Aspergillus clavatus Aspergillus niger
EAW10813.1 CAK47020.1 EndoPG 67
Aspergillus flavus Aspergillus flavus
AAAB5280.1 EED53217.1 EndoPG 56
AAAB5279.1 EED53217.1 EndoPG 99
EED53441 1 EED53217.1 EndoPG 58
Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus
EDP56939.1 EDP49013.1 EndoPG 55
EDP50743.1 EDP49013.1 EndoPG 57
Aspergillus kawachii Aspergillus niger
BAE94655.1 CAK47667 .1 EndoPG 97
BAC10597 1 CAKAT667.1 EndoPG 62
BAC10596 1 CAK47020.1 EndoPG 98
Aspergillus niger Aspergillus niger
CAA416931 CAK47020.1 EndoPG 69
CAA38085.1 CAKA7667.1 EndoPG 63
CAA41694 1 CAKA7667 1 EndoPG 62
ACS44814.1 CAK47020.1 EndoPG 66
CAA45707 1 CAAT4744.1 EndoPGC 74
CAK44164.1 CAATAT44.1 EndoPG 98
Aspergillus oryzae
BAAD32441 EED53217.1 EndoPG A. flavus 98
BAA34782.1 CAKAT7020.1 EndoPG A. niger 62
Aspergillus terreus Aspergillus niger
EAU34060.1 CAKA7020.1 EndoPG 67
EAU32010.1 CAAT4744 1 EndoPG 59
Aspergillus tubingensis Aspergillus niger
CAA41695 1 CAKAT667 1 EndoPG 63
Botryotinia allii Botryotinia fuckeliana
ABR20949 1 CAM91338.1 EndoPG 61
Botryotinia calthae Botryotinia fuckeliana
ABP88779.1 CAM91322.1 EndoPG 96
ABR20984.1 CAM91235.2 EndoPG 96
Botryotinia fuckeliana Botryotinia fuckeliana
ABR20983.1 CAM91235 2 EndoPG 99
ABR20977.1 CAM91235.2 EndoPG 99
ABR20947 1 CAM33189 .2 EndoPG 61
ABR20942.1 CAM33189.2 EndoPG 61
ABR20939 1 CAM91338.1 EndoPG 62
ABR20928.1 CAM91338.1 EndoPG 63
ABR20927 1 CAM91338.1 EndoPG 62
ABR20925.1 CAM91338.1 EndoPG 62
ABR20921.1 CAM91338.1 EndoPG 62
ABR20922.1 CAM91338.1 EndoPG 63
ABP88778.1 CAM91322.1 EndoPG 96
ABP88777.1 CAM91322.1 EndoPG 98
ABP88776.1 CAM91322.1 EndoPG 97
ABP887721 CAM91322 1 EndoPG 99
ABP88768.1 CAM91322.1 EndoPG 98
ABP88766.1 CAM91322 1 EndoPG 98
ABP88748.1 CAM91338.1 EndoPG 99
ABP88747 1 CAM91338.1 EndoPG 98
ABP88746.1 CAM91338.1 EndoPG 98
Emericella nidulans Emericella nidulans
524156 ABF50893.1 EndoPG 56
Fusarium oxysporum f sp. Lycopersici Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici
BAE45849.1 BAE97122.1 EndoPG 45
BAE45848.1 BAE97122.1 EndoPG 46
BAE45846.1 BAE97122 1 EndoPG 46
Galactomyces geotrichum Galactomyces geotrichum
BAC672121 BAB97386.1 EndoPG 81
BACB7213.1 BAB97386.1 EndoPG 82
Kluyveromyces wickerhamii Kluyveromyces marxianus
BAB69585.1 AAR84199.1 EndoPG 68
Neosartorya fischeri Neosartorya fischen
EAW24760.1 EAW19942.1 EndoPG 55
EAW23158 1 EAW20012.1 ExoPG 23
EAW22138.1 EAW19942.1 EndoPG 51
EAW21675.1 EAW20325.1 ExoPG 24
EAW20375.1 EAW20012.1 ExoPG 34
EAW20306.1 EAW19942.1 EndoPG 45
EAW19696.1 EAW20325.1 ExoPG 26
EAW15592.1 EAW20325.1 ExoPG 33
EAW17738.1 EAW20325.1 ExoPG 23
Sclerotinia sclerotiorum Sclerotinia sclerotiorum
AARSBTH57 1 CAF05670.1 EndoPG 68
Verticillium albo-atrum Verticillium albo-atrum
EEY22323 1 EEY19557 1 ExoPG 55
EEY21535.1 EEY19557.1 ExoPG 20
EEY20545.1 EEY19557 1 ExoPG 25
EEY15660.1 EEY19557.1 ExoPG 51
EEY15055.1 EEY20199.1 ExoPG 52
EEY22322.1 EEY19557.1 ExoPG 25
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Trés sequéncias de PG, embora nao estivessem classificadas no NCBI,
estavam classificadas na literatura:
e As sequéncias CAA71247.2 e CAA71246.2 de Claviceps purpurea sao
Endo-PG segundo TENBERGE e colaboradores (1996).
e A sequéncia ACA48699.1 de Rhizopus oryzae é uma Exo-PG segundo
YOSHIDA e colaboradores (2004).

Portanto, das 95 sequéncias de PG de fungos néo classificadas
inicialmente, 71 sequéncias foram classificadas em Endo- ou Exo-PG (68 através de
analise dos alinhamentos e 3 segundo a literatura), restando 24 sequéncias sem
classificacdo (Figura 21.4). Essas sequéncias foram, entdo, classificadas através do
estudo de filogenia.

Classificacdo apos multiplos
alinhamentos

a 50 100 150 200 250 300

FG ME:xoPG MEndoPG

FIGURA 21.4 - Gréfico representando o nimero total de sequéncias de Endo-PG e Exo-PG apés
classificacéo por alinhamentos multiplos (68 sequéncias) e literatura (3 sequéncias).

4.1.3- Classificacao das sequéncias de PG por arvore filogenética

A classificacdo de sequéncias de PG através da analise de arvore
filogenética ndo é novidade. YOSHIDA e colaboradores (2004) construiram uma
arvore filogenética contendo seis sequéncias de Exo-PG de fungos e onze Endo-PG
de fungos, além de duas sequéncias de Endo-PG de bactérias a fim de inferir
classificacdo para uma sequéncia de PG do fungo Rhizopus oryzae. Como

resultado, a andlise do filograma demonstrou que as sequéncias de Endo-PG e Exo-
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PG de fungos foram visivelmente separadas das sequéncias de EndoPG de
bactérias. Além disso, as sequéncias de Endo-PG de fungos formaram um grupo a
parte das Exo-PG de fungos, sendo a PG de R. oryzae pertencente ao grupo das
Exo-PG.

Estudos de PG através da andlise de arvore filogenética, e outras
ferramentas de bioinformética, como os de MARKOVIC & JANECEK (2001) e
YADAV e colaboradores (2009), foram realizados. Neles as PG de fungos foram
estudadas em conjunto com as PG de plantas, bactérias e insetos, além de outras
enzimas pertencentes a familia 28 das glicosil hidrolases a fim de demonstrar as
relacdes filogenéticas entre os diferentes organismos, bem como das enzimas.
Porém esses estudos apresentaram o numero de sequéncias de PG de fungos
analisada pequeno, quarenta e oito no trabalho de MARKOVIC & JANECEK (2001) e
sete no do YADAV e colaboradores (2009).

O programa computacional escolhido para construcdo da arvore
filogenética foi o] PhyML atraves da plataforma Phylogeny.fr
(http://mww.phylogeny.fr/version2_cgi/index.cgi). Este programa ndo aceita numero
maior que 200 sequéncias proteicas como arquivo de entrada. Logo, o banco de
dados formado pelas 417 sequéncias unicas de PG de fungos ndo poderia ser
utilizado. Um novo banco de dados - a partir das 417 sequéncias - com um numero
menor de sequéncia era necessario.

Para formar esse novo banco de dados alguns critérios foram
estabelecidos: foi selecionada uma sequéncia de cada espécie sendo que as
sequéncias deveriam possuir classificacdo, ou seja, serem designadas (depositadas)
como Endo-PG ou Exo-PG. Aplicando esses critérios, o banco de dados formado
passou a ser constituido por 63 sequéncias de Endo-PG e 38 sequéncias de Exo-PG
(Apéndice A).

4.1.4- Construcdo de uma arvore filogenética teste

Formado o novo banco de dados com apenas sequéncias de Endo-PG
e Exo-PG, uma arvore filogenética foi construida com estes dados com o objetivo de
observar como as sequéncias se comportavam frente aos parametros
computacionais escolhidos, além de observar se realmente as sequéncias de Endo-

PG e Exo-PG formariam grupos a parte, ou seja, se elas seriam separadas de


http://www.phylogeny.fr/version2_cgi/index.cgi
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acordo com a classificacao.

A Figura 22.4 mostra a arvore filogenética resultante. Por ela é possivel
inferir que as sequéncias foram separadas em basicamente dois grandes grupos ou
clados: Endo-PG e Exo-PG. Além disso, ocorreu separacao entre filos distintos. As
sequéncias pertencentes aos fungos ‘Basidiomycota’ formaram um pequeno grupo a
parte no meio das sequéncias pertencentes aos fungos ‘Ascomycota’ enquanto a
Unica sequéncia do fungo Rhizopus oryzae, ndo pertencente a nenhum filo definido,

nao se agrupou a nenhuma outra sequéncia.
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FIGURA 22.4 - Arvore filogenética construida a partir de 38 sequéncias Exo-PG e 63 sequéncias
Endo-PG de fungos.
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Legenda:

ExoPG

mu_l_mpé_w_mwﬁi{fﬁig 23 D EndoPG



48

Apos a andlise da arvore filogenética (FIGURA 22.4), onde foi possivel
notar dois grandes clados - um com predominancia de Exo-PG (parte superior da
arvore filogenética) e outro com predominancia de Endo-PG (parte inferior da arvore
flogenética), o proOximo passo seria mostrar o porqué destes clados se diferirem.
Neste contexto, as mesmas sequéncias utilizadas na constru¢do da arvore
filogenética foram utilizadas como arquivo de entrada no programa MEME com o
objetivo de encontrar motivos conservados, e se possivel encontrar algum motivo
gue seja especifico para Endo-PG ou Exo-PG. Cinco motivos sequenciais foram
encontrados pelo programa MEME nas sequéncias analisadas (Apéndice A), sendo
os resultados obtidos resumidos nas tabelas abaixo. A Tabela 3.4 mostra que das 63
sequéncias de Endo-PG 57 tem o motivo 1, 62 tem 0 motivo 2, 57 tem 0 motivo 3, 61
tem o motivo 4 e 61 sequéncias tem o motivo 5. Estes resultados mostraram que a
grande maioria das sequéncias de Endo-PG apresenta os 5 motivos sequenciais. Ja
a andlise das 38 sequéncias de Exo-PG de fungos mostrou que em 36 delas
encontra-se o motivo 4 e em 32 delas encontra-se o motivo 5. Os motivos 1, 2 e 3
nao sao encontrados em Exo-PG. As sequéncias correspondentes aos motivos estao
representadas nas Tabelas 4.4 e 5.4. Na primeira tabela alguns aminoéacidos
encontram-se entre colchetes, indicando que um destes aminoacidos dentro dos
colchetes pode ser encontrado nesta posicdo. Os aminoacidos fora dos colchetes
sdo aminoacidos bastante conservados, ou seja, quase nao variam entre as
sequéncias analisadas. Ja na segunda tabela (5.4) os colchetes sé@o excluidos pelo
programa MAST, pois ele proprio calcula o “best possible match”, ou seja, qual o
melhor aminoacido a ocupar aquele determinado sitio.

Com a finalidade de inferir funcéo biolégica aos 5 motivos encontrado
pelo MEME, os motivos foram analisados pelo BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
Este programa encontra regifes de similaridade local entre sequéncias, comparando
a(s) sequéncia(s) a ser analisada com as sequéncias depositadas em seu banco de
dados. Trata-se de uma ferramenta computacional muito utilizada para inferir funcéo
e relacdes evolucionarias. Como resultado desta analise os motivos 1, 2 e 5 estédo
relacionados ao dominio Glyco_hydro 28 enquanto os motivos 3 e 4 nao estdo
relacionados a nenhuma funcéao.

Esses resultados sugerem que, apesar das Endo- e Exo-PG atuarem
com 0 mesmo mecanismo de acao - hidrolise da cadeia do substrato por inversao da

configuracédo do carbono anomérico - existem regides que sédo bastante conservadas


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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em uma das classes e ndo em outra, o que pode ser entendido como regides com

funcao de especificidade da enzima.

TABELA 3.4 - Motivos sequenciais presentes nas 63 sequéncias de Endo-PG e 38 sequéncias
de Exo0-PG, encontrados pelo programa MEME (BAILEY & ELKAN, 1994).

Niamero de sequéncias [motivo 1 [motivo 2 [motivo 3 |motivo 4 | motivo 5

Endo 63 b7 62 &7 61 61
Exo 38 0 0 0 36 32
Total 101 57 62 57 97 93

TABELA 4.4 - Representacdo das sequéncias dos motivos presentes nas 63 sequéncias de Endo-
PG e 38 sequéncias de Exo-PG

) . Ocorréncia nas
Motivo Tamanho Sequéncia ..
sequéncias de PGs

1 37 G[TS][VI[SN][NG]VITYF][QS]NDITL[STING]I[ST]KYG[IV][VD][VI][EQ]ADY[EL]NG[SG]PTG[TK]PT 57

2 21 NADDCVLIA[IV][NT]SG[TS]NIT[FV][TS][NG]GYC 62

3 28 [AQ]VPAS]G[TK]TLDL[TS][GK]L[KN][DA]GTTV[ITIF[EK]G[TK]TTF[GA] 57

4 15 SG[GS]HG[LIS[IV]GS[VL]G[GQ]RY]S 97

5 21 GA[SG]G[HG]V[IL][DN]GNG[QA][RA]WY]WY]DGKG[SGM 93
Fonte: MEME (Bailey & Elkan, 1994)

TABELA 5.4 — Melhores aminoacidos correspondentes possiveis e o grau de similaridade entre os
motivos.

Similaridade entre os motivos

Motivo Tamanheo Melhor correspondente possivel 1 2 3 4 5

1 37 GTVSNVTYQNITLSNISKYGIVVEQDYENGSPTGKPT = 0.29 0.21 0.22 0.22

2 bl NQADDCVAINSGTNITFTHMYC 0.29 - 0.36 0.24 0.13

3 28 QVPAGETLDLTKLKDGTTVIFEGETTFG 0.21 0.36 - 0.30 0.27

4 15 SGGHGLSIGSVGARS 0.22 0.24 0.30 - 0.19

5 21 GASGHVIDGNGAQRWWDGKGSM 0.22 0.13 0.27 0.19 -

Fonte: MAST (Bailey & Elkan, 1998)

4.1.5 - Construcéao da arvore filogenética para classificacdo de PG
de fungos

Utilizando os mesmos parametros usados para obtencdo da arvore
filogenética da Figura 22.4, foi construida uma arvore filogenética (Figura 23.4) com
as 63 sequéncias de Endo-PG, as 38 sequéncias de Exo-PG e as 24 sequéncias de
PG néo classificadas.

Analisando a arvore filogenética (Figura 23.4) é possivel inferir que

novamente dois grandes grupos sao formados: um com predominancia de Exo-PG
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(parte superior da &rvore filogenética) e outro com predominéancia de Endo-PG (parte
inferior da arvore filogenética). Além disso, as 24 sequéncias de PG sem
classificacdo definida foram homogeneamente distribuidas na &rvore. Destas 24
sequéncias, apenas 3 sequéncias de PG estdo visivelmente relacionadas as Exo-
PG, enquanto as 21 sequéncias restantes estdo distribuidas no grupo pertencente as
Endo-PG mostrando, consequentemente, melhores relacdes filogenéticas com as
sequéncias de Endo-PG.

A Figura 24.4 mostra numero total de sequéncias de Endo-PG e Exo-
PG apo6s o estudo de classificacdes.

Além da possibilidade de classificar as PG quanto ao seu modo de
acdo sobre o substrato (Endo- ou Exo-), a arvore filogenética demonstra as relacdes
de semelhanca e diferencas entre as sequéncias analisadas filogeneticamente.
Assim, sequéncias muito semelhantes sao distribuidas ao longo da arvore de
maneira a ficarem préximas uma das outras enquanto as dissimilares formam clados
gue sao dispostos afastadamente. Isso explica o porqué das sequéncias de fungos

basideomicetos formarem grupos a parte dos fungos ascomicetos (Figura 23.4).
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FIGURA 23.4 - Arvore filogenética de sequéncias de 63 Endo-PG, 38 Exo-PG e 24 PG de fungos sem

classificacao.
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FIGURA 24.4 - Nimero total de sequéncias de Endo-PG e Exo-PG de fungos apds a classificacao
realizada neste trabalho.

4.2 - Estudo estrutural teérico de uma PG do fungo L.
gongylophorus através de modelagem por homologia

As formigas sdo animais pertencentes a familia Formicidae, o grupo
mais numeroso dentre os insetos, com 12644 espécies descritas até 01 de marco de
2012 (http://osuc.biosci.ohio-state.edu/hymenoptera/tsa.sppcount?the_taxon=
Formicidae). Esses insetos sdo encontrados em todas as regifes do planeta, exceto
nas regides polares. Dentre os diferentes tipos de formigas s&do consideradas
formigas cortadeiras todas as espécies do género Atta, popularmente conhecidas
como sauvas; do género Acromyrmex, conhecidas como quenquéns e também
algumas dos géneros Trachymyrmex, Sericonyrmex e Apterostigma. Com excecao
das trés ultimas (Trachymyrmex, Sericonyrmex e Apterostigma), que tém colbnias
muito pequenas (Justi-Junior et al., 1996), as formigas cortadeiras sdo conhecidas
pelo poder de destruicdo de um grande numero de espécies vegetais e pelo prejuizo
econdmico causado a agricultura (BERTI FILHO et al., 1992).

De uma forma bastante curiosa e eficiente as formigas cortadeiras nao
se alimentam diretamente das folhas que cortam e sim indiretamente, através da
simbiose com um fungo, o basideomiceto Leucoagaricus gongylophorus, que habita
os ninhos das formigas (WEBER, 1955). Dentre as diferentes castas no formigueiro,

com funcbes especificas na manutencdo da colbnia (operérias, soldados, operarias
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do jardim), existem aquelas que cortam e/ou carregam folhas, flores e ramos, outras
cuidam da limpeza e da defesa da col6nia, e outras ainda do cultivo do fungo e do
cuidado com os filhotes, chamados larvas. As formigas da casta das "jardineiras"
cortam as folhas e, ao fazé-lo, aproveitam para se alimentarem da seiva exsudada.
Estas folhas sdo carregadas para o interior do formigueiro, onde formigas de outra
casta se encarregardo de tritura-las para o cultivo do fungo, base da sua
alimentag&o. O fungo L. gongylophorus supre as necessidades alimentares de todas
as formigas que vivem exclusivamente dentro do formigueiro, como as larvas, e da
rainha.

Diversos estudos tém sido realizados para melhor entender a evolugao
da relacdo entre as formigas cortadeiras e o fungo simbionte (SINGER, 1986,
FISHER et al. 1994). O cultivo de fungo dentro do ninho como alimento surgiu ha
cerca de 45-65 milhdes de anos atras em um ancestral de formigas criadoras de
fungos (Formicidae, tribo Attini) representando uma transicdo evolutiva da vida da
formiga cacadora-coletora de vegetais e outros alimentos para a vida da formiga
subsistindo de fungos cultivados (MUELLER et al., 2001). Estudos sugerem que 0
fungo, ao selecionar um determinado substrato, tem um certo controle sobre o
comportamento de forrageamento de formigas por meio de um mecanismo de
feedback quimico (NORTH et al., 1997). Portanto, a associa¢cdo mutualistica entre as
formigas cortadeiras e o fungo L. gongylophorus é muito forte e existe uma total
dependéncia entre ambos. Por esse motivo, eles tém sido alvos de diversas
pesquisas com a finalidade de desenvolvimento de metodologias de controle e
assim garantir a produtividade das plantacoes.

As pectinas presentes nos substratos vegetais desempenham funcdes
de agente hidratante e de material cimentador para a rede de fibras de celulose
(SAKAI et al., 1993; THARKUR et al.,, 1997). Para promover a degradacdo da
pectina no tecido vegetal é necessario um complexo enzimatico, que tem sido
detectado no fungo simbionte L. gongylophorus (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA,
1999; SILVA et al., 2006). Essas enzimas também foram encontradas no liquido fecal
de A. colombica tonsipes (MARTIN et al., 1975) e A. sexdens rupropilosa
(SIQUEIRA, 1997; SILVA, 1999). Em um trabalho recente (SCHIZTT et al., 2010) foi
demonstrado, através de estudos de proteoma, que as enzimas pectinoliticas
produzidas no gongilidio do fungo simbionte sdo ingeridas mas néo digeridas pela

cortadeira Acromyrmex de modo que elas acabam no liquido fecal e se misturam
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com o substrato novamente no ninho.

Dentre as enzimas produzidas pelo fungo L. gongylophorus que
degradam a matéria vegetal gerando carboidratos simples que sdo assimilados
pelas formigas, as amilases e pectinases parecem ser as mais importantes para a
nutricdo das formigas (SILVA et al., 2006).

Uma abordagem bastante interessante de controle de formigas
cortadeiras € explorar a forte dependéncia da sobrevivéncia das formigas com o
fungo simbionte L. gongylophorus: o controle do fungo levaria ao controle das
formigas. Neste contexto, o melhor conhecimento das enzimas pectinoliticas
produzidas pelo fungo se faz necessario.

Em um trabalho recente Schigtt e colaboradores (SCHIZTT et al.,
2010) identificaram, dentre as enzimas pectinoliticas, uma PG do L. gongylophorus e
sua sequéncia foi depositada no banco de dados do NCBI sendo até o momento
(fevereiro de 2011) a unica sequéncia de PG do L. gongylophorus (ADV30326.1)
depositada. Esta sequéncia foi entdo colhida e passou a fazer parte do banco de
dados composto pelas 417 sequéncias Unicas de PG de fungos deste trabalho.

No banco de dados do NCBI a sequéncia ADV30326.1 encontra-se
depositada sem classificacdo (Endo- ou Exo-), além disso, o trabalho de referéncia
da mesma (SCHIZTT et al.,, 2010) ndo menciona em nenhum momento uma
possivel classificacdo, ja que a enzima nao foi ainda obtida na forma isolada. Por se
tratar de uma sequéncia Unica, classifica-la por meio de alinhamentos multiplos
tornou-se inviavel, assim recorreu-se a classificacdo através do estudo de filogenia.
Como pode ser constatado pela arvore filogenética representada na Figura 23.4, a
sequéncia da PG do L. gongylophorus apresentou melhores relacdes filogenéticas
com as sequéncias de Endo-PG especialmente com as sequéncias de Endo-PG do
Thanatephorus cucumeris (ABH12113.1 e ACL80126.1).

A fim de obter um maior conhecimento a respeito da funcdo desta PG
do L. gongylophorus, sua sequéncia foi submetida ao banco de dados Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/) onde a mesma seria classificada quanto a familia a qual
pertence. O programa Pfam realiza um alinhamento mdailtiplo entre a sequéncia alvo,
no caso a ADV30326.1, e as outras sequéncias que fazem parte do seu banco de
dados. Este banco de dados é composto por sequéncias de proteinas que por sua
vez estdo devidamente distribuidas ou agrupadas em familias com suas respectivas

fungBes bioldgicas.
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Como resultado a sequéncia ADV30326.1 foi incluida na familia
Glyco_hydro_28 (familia 28 das glicosil hidrolases) e observou-se a presenca do cla
CL0268 (Pec_lyase). Cla é um agrupamento de alto nivel de familias aparentadas
realizado pelo Pfam. O cla CL0268 é uma superfamilia onde todos os membros
possuem B-hélice destra (sentido horario) semelhante a encontrada pela primeira
vez em pectato liase (JENKINS et al. 1998).

De acordo com o site CAZY (http://www.cazy.org) os membros da
familia 28 das glicosil hidrolases - polygalacturonase (EC 3.2.1.15) incluindo endo- /
exo-polygalacturonase (EC 3.2.1.67); exo-polygalacturonosidase (EC 3.2.1.82);
rhamnogalacturonase (EC 3.2.1.171); endo-xylogalacturonan hydrolase (EC 3.2.1) e
rhamnogalacturonan a-L-rhamnopyranohydrolase (EC 3.2.1.40) - compartilham do
mesmo mecanismo de acdo com inversédo de configuracdo do acucar e a estrutura
predominante é a (B) - hélice.

Quanto ao mecanismo de acédo, sabe-se que a hidrolise enzimatica de
ligacdes glicosidicas ocorre via catalise acida na presenca de dois residuos de
aminoacidos acidos: um doador de préton e um nucledfilo/base. A hidrélise pode
ocorrer via dois mecanismos diferentes que levam a retencdo ou inversao da
configuracdo anomérica do acucar (DAVIES & HENRISSAT, 1995). Os mecanismos
de retencao e de inversdo sdo mostrados na figura 25.4, onde se pode observar que
em ambos os casos o residuo doador de proton (representado como ---A-H na
Figura 25.4) encontra-se proximo do oxigénio glicosidico. No entanto, o residuo
nucleodfilo/base (representado como ---B- na Figura 25.4) estd mais distante do
oxigénio do acucar no caso da enzima de inversdo (Figura 25.4 b), pois existe a
necessidade de acomodar uma molécula de 4gua entre o aglcar e o nucledfilo/base.
Em enzimas que agem via retencdo da configuracdo essa molécula de agua, que
ataca o carbono anomeérico do aclcar em ambos 0S casos, encontra-se mais
préxima do grupo doador de prétons (Figura 25.4 a). A diferente posicédo da molécula
de agua nos dois mecanismos resulta na distancia média entre os dois residuos
cataliticos de aproximadamente 5,5A nas enzimas de retencdo enquanto que esta
distancia é de aproximadamente 10A nas enzimas de inversido (MCCARTER &
WITHERS, 1994).
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FIGURA 25.4 - llustracdo dos dois mecanismos propostos para hidrélise de ligacao glicosidica, com
retencdo (a) e inversdo (b) da configuracdo do aclcar (DAVIES & HENRISSAT, 1995).

4.2.1 - Predicéo da estrutura secundaria da PG do L. gongylophorus

O estudo estrutural teve inicio com a previsdo de estrutura secundaria
da PG a fim de se obter uma primeira informacéo estrutural dada pela comparacao
da sequéncia da PG do L. gongylophorus com um banco de dados de estruturas
secundarias estabelecidas experimentalmente. A predicao foi feita com o programa
PSIPRED v3.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred), e mostrou que a molécula é
constituida por 3,5 % de alpha-hélices, 45,6 % de folhas-beta e 50,9 % de conexdes
(Figura 26.4).
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FIGURA 26.4 - Predicdo da estrutura secundaria da PG feita com o programa Psipred
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) Os cilindros rosas representam o-hélices, as setas amarelas
representam folhas-p e os tragcos em preto representam loops e voltas.

4.2.2 - Construcao do modelo tridimensional da PG do L.
gongylophorus

Apbs a conclusdo do sequenciamento do genoma humano era natural
gue os esforcos cientificos fossem voltados para o estudo dos produtos génicos (as
proteinas). A era pos-genémica tem sido um periodo onde essas moléculas tém sido

estudadas com o objetivo de uma maior compreenséo de suas atividades em vias
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metabdlicas e doencas e tem sido responsavel pelo desenvolvimento de novas
técnicas de analise. Uma das mais importantes maneiras de se estudar uma
proteina e obter informacdes a nivel molecular € determinar a estrutura da molécula
e esse conhecimento tem sido fundamental no delineamento experimental racional
de diferentes areas.

O crescente numero de estruturas 3D resolvidas de proteinas gerou
uma grande quantidade de informacdo estrutural das mesmas. Com o objetivo de
organizar tais informacdes foi criada uma base de dados, que armazena as
coordenadas atbmicas de macromoléculas bioldgicas, chamada Protein Data Bank
(PDB), disponivel no site www.rcsb.org/pdb. Atualmente estdo depositadas no banco
de dados PDB mais de 79.000 estruturas 3D de proteinas. Destas, até fev/2012,
treze sao de PG, sendo quatro de bactérias e nove de eucariotos (todos de fungos).
Das nove estruturas de fungos conhecidas, trés delas séo, na verdade, estruturas
das proteinas complexadas. Portanto, existem somente seis estruturas 3D de PG de
fungos descritas na literatura. Ndo ha qualquer conhecimento a respeito de estrutura
3D da PG do L. gongylophorus na literatura e nenhuma estrutura da mesma
depositada no banco de dados PDB. Assim, construir um modelo 3D da mesma por
meio de predicéo estrutural pode vir a fornecer informacdes interessantes a respeito
da enzima no que diz respeito a funcédo e mecanismo de acéo.

O modelo tridimensional da PG do L. gongylophorus foi construido por
“‘modelagem por homologia” que, como descrito no capitulo 3.5, € uma técnica
baseada na constatacdo de que moléculas com bom grau de semelhanca sequencial
(identidade) apresentam enovelamento (estrutura 3D) semelhantes. A utilizacéo
deste método somente seria possivel se houvesse uma molécula de identidade
razoavel com a PG de interesse (molécula alvo) e que tivesse sua estrutura
determinada (molécula molde). A procura da 'molécula molde' sucedeu-se de duas

maneiras distintas:

e analisando as sequéncias na arvore filogenética, construida neste trabalho e
mostrada no capitulo 4.3, e procurando por estruturas de proteinas proximas
a PG de L. gongylophorus;

e fazendo busca automatica pelo programa SWISS-MODEL.

Através do uso de ambas as técnicas chegaram-se a estrutura 3D da
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Endo-PG de Chondrostereum purpureum (antes conhecido como Stereum
purpureum) cujo cédigo de entrada no PDB é 1K5C. O C. purpureum é um fungo
patogénico de macieiras que causa a doenca conhecida como silver-leaf disease e é
conhecido por secretar grandes quantidades de diversas Endo-PG, que tém sido
associadas aos sintomas causados pela doenca (MIYAIRI et al., 1985). Existem
outras duas entradas de coordenadas para a mesma Endo-PG de C. purpureum no
PDB, que se referem a dois complexos. Um complexo binario (PDB 1KCC) contendo
uma molécula simples de &cido monogalacturénico como ligante, que foi obtido pela
co-cristalizacao da enzima com &cido trigalacturbénico e, portanto, o ligante deve ser
o produto da catalise. O outro complexo, ternario, (PDB 1KCD) foi preparado através
de soaking com duas moléculas de acido monogalaturénico, sendo que uma delas
ocupa a mesma posicdo do acido galacturdnico do complexo binario (SHIMIZU et al.,
2002).

A estrutura tridimensional da Endo-PG de C. purpureum 1K5C foi
usada na construcdo do modelo 3D da PG do L.gongylophorus. No entanto, como
algumas mudancgas conformacionais haviam sido identificadas no sitio ativo das trés
estruturas (SHIMIZU et al., 2002), a estrutura do complexo ternario foi usada para
gerar um modelo da PG para uma melhor analise do sitio ativo.

A fim de se obter o grau de identidade entre a sequéncia do molde
(1K5C) e da PG de L. gongylophorus realizou-se um alinhamento entre estas
sequéncias (Figura 27.4) com o programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994)
mostrando uma identidade de aproximadamente 50% entre as sequéncias. Trata-se
de uma identidade consideravel uma vez que segundo KOPP e colaboradores
(2004) uma identidade acima de 50% o modelo gerado € de alta qualidade e tem se
mostrado tdo preciso quanto as estruturas obtidas por raios- X de baixa resolucéo.

O modelo 3D da PG do fungo foi construido com o pacote de
programas SWISS-MODEL (ARNOLD et al, 2006), como mencionado no capitulo 3.5
deste trabalho, partindo das coordenadas da molécula molde (1K5C) e do
alinhamento entre as sequéncias de PG do Leucoagaricus e Endo-PG do

Chondrostereum.
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FIGURA 27.4 - Alinhamento e tabela de escore dados pelo programa ClustalwwW (THOMPSON et al.,
1994) entre as sequéncias de PG do L. gongylophorus (ADV30326.1) e de Endo-PG do C. purpureum
(1K5C).

4.2.3 - Descricado do modelo estrutural da PG de L. gongylophorus

A PG de L. gongylophorus é uma molécula constituida por 361
residuos de aminodacidos, de massa molecular aproximada de 37 kDa e, de acordo
com o descrito na literatura para outras PG de fungos, deve ser monomeérica. A
sequéncia de aminoacidos, deduzida da sequéncia de nucleotideos, esta ilustrada
na Figura 28.4 onde estdo em destaque 0s segmentos que tém sido identificados
como conservados em PG de fungos (MARKOVIC & JANECEK, 2001). Um
alinhamento representativo de PG de fungos composto pelas 63 sequéncias de
Endo-PG e 38 sequéncias de Exo-PG de fungos (item 4.3.1 do capitulo 4) foi

realizado (Apéndice B) comprovando o qudo conservado sdo os residuos em
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destaque na Figura 28.4. A importancia de alguns desses residuos serdo detalhados

a sequir.

10 20 Ell} 40 50 il
WWTRFLSLLY LWWLGYASSD CTGTINSMAD WASAYACTTY WLWSFOVPAG GQTLALELLTG

70 sl 2]l 10 110 120
TTYWMNGDIT FAHENWAGPL FQISGSSITF NGNGHTFDGN GPLYWDGLGG WGGYTEFAPM

130 140 150 160 170 180
WE ISMEGTES NYEVLWSPAR  TYSYENPAPL WMDGLTIDNG LGDOPNSHEW GLAAGHNTDG

180 200 210 220 230 240
FDASTEWLTT ONSYIMNGDD CLAINEGENT WEENNHOSGG HGISWGSING GWTWWGITIT

250 260 270 260 240 all
GNTITHNDGS LEIETDAART GETYINITYS GNTATGCERF GYIIDESYPS TIGTPGSGYL

ENI] 320 BRI 340 EHI] 460
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!

FIGURA 28.4 - Sequéncia de aminoacidos da PG de Leucoagaricus gongylophorus deduzida da
sequéncia de nucleotideo. Os residuos em vermelho sdo os conservados em PG de fungos
(MARKOVIC & JANECEK, 2001).

A estrutura tridimensional da PG do Leucoagaricus gongylophorus é
um mondmero com um enovelamento de beta-hélice de méao direita (Figura 29.4) e
apresenta uma fenda onde se localiza o sitio catalitico, mostrado na parte superior
da Figura 30.4. Nesta figura estao representados os trés residuos de acido aspartico
conservados nas sequéncias de PG de fungos e que provavelmente estao
envolvidos na catélise (Asp'™®, Asp'® e Asp®®). Esta estrutura B-helicoidal destra é
comum em EndoPG de Aspergillus niger (VAN SANTEN et al, 1999),
Chondrostereum purpureum (SHIMIZU et al, 2000) e Colletotrichum lupini
(BONIVENTO et al, 2008) (Figura 31.4), assim como has demais pectinases
(SHIMIZU et al., 2001).
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FIGURA 29.4 - Representagdo esquematica da estrutura 3-hélice paralela destra do modelo estrutural
da PG do L. gongylophorus construido com o programa SWISS-MODEL. A molécula é visualizada
pelo lado N-terminal.

FIGURA 30.4 - Representacdo esquematica do modelo estrutural da PG de L. gongylophorus
visualizada do lado C-terminal focalizando o sitio catalitico (grande fenda aberta formada pela folha-p
PB1 e dos loops que se encontram dos dois lados da folha-p PB1). Os residuos de acido aspértico
envolvidos provavelmente na catélise (Asp'’®, Asp'®® e Asp®®) estéo representados na forma de linhas
pretas.
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FIGURA 31.4 - Representagdo 3D de algumas Endo-PG de fungos e do modelo da PG de L.
gongylophorus (D). Sendo o N-terminal a esquerda e o C-terminal a direita. (A) Endo-PG do A. niger
(cédigo PDB 1CFZ). (B) Endo-PG do C. lupini (cédigo PDB 2IQ7). (C) Endo-PG do C. purpureum
(cédigo PDB 1K5C).

A estrutura B-hélice do L. gongylophorus & formada por 4 folhas-
B designadas PB1, PB2a, PB2b e PB3 compreendendo 10 voltas completas da fita 1
na PB2b até a fita 32 na PB3 (Figura 32.4).

As regides de loop formam uma grande fenda aberta na parte exterior
da B-hélice juntamente com a folha-p PB1(Figura 30.4). E nesta regido que se
localiza o sitio catalitico da molécula. Nele estdo localizados os 8 residuos (Asn*"’,
Asp'’®, Asp'®®, Asp?®, His**!, Gly**?, Arg®? e Lys*®* — numeracéo de acordo com o
modelo) extremamente conservados (Figura 32.4) tanto em Endo- como em Exo-PG
(KESTER et al, 1996). A saber, os trés residuos de acido aspartico estdo diretamente
relacionados com a catélise enquanto os residuos de arginina e lisina podem
desempenhar um papel importante na ligacdo com o substrato (VAN SANTEN et al,
1999). Os demais residuos de aminodacidos sdo aqueles ressaltados em vermelho na
Figura 28.4)
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FIGURA 32.4 - Representagdo esquematica das folhas-p PB1, PB2a, PB2b e PB3 mostradas em azul
escuro, lilds, azul claro e marrom, respectivamente. Juntas elas formam a estrutura -hélice da PG do
L. gongylophorus. Os 8 residuos (Asn'’’, Asp'”®, Asp'®®, Asp®®, His**, Gly***, Arg®™* e Lys*™)
extremamente conservados tanto em Endo- quanto em Exo-PG s&o representados em forma de linhas
pretas.

4.2.4 - Validacao do modelo tridimensional da PG do L.
gongylophorus

O modelo tridimensional da PG de L. gongylophorus foi submetido a
avaliacdo de sua qualidade em relacéo aos fatores estereoquimicos com o programa
computacional PROCHECK (LASKOWSKI et al.,1993). A Figura 33.4 representa o
mapa de Ramachandran (RAMACHANDRAM et al., 1963) resultante do modelo
obtido através da molécula molde 1K5C. Quanto a posi¢do dos residuos analisados
no mapa (333 residuos no total), o modelo apresentou 79,4% dos residuos de
aminoacidos em areas consideradas muito favoraveis, 17,7% em regides favoraveis,
2,2% em regides generosamente permitidas e, finalmente, 0,7% de residuos em
regides nao permitidas. Quanto aos residuos de glicina (44 no total), estes sdo
representados por triangulos no mapa de Ramachandran pelo fato deles né&o
possuem quiralidade no Ca, j& que eles possuem como cadeia lateral um atomo de

hidrogénio.
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FIGURA 33.4 - Mapa de Ramachandran do modelo sem qualquer refinamento da PG do L.
gongylophorus. Os angulos Phi e Psi estdo em graus. Os tridngulos representam os residuos de

glicina.

Os aminoacidos em destaques no mapa de Ramachandran (Figura
34.4) sdo Ala®*, Met'®®, Ala'®, Pro™®, Leu™®, Asn®®, Ser®®® GIu*° e Phe®3. Estes
aminoacidos encontram-se longe do sitio ativo da proteina com excecao da Ala

GIu®*?°. Uma localizacdo mais precisa destes aminoacidos pode ser observada na

Figura 34.4.
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FIGURA 34.4 - Modelo 3D da PG de L. gongylophorus destacando os aminoacidos localizados nas
regides generosas e proibidas do mapa de Ramachandran.

Na Figura 35.4 estdo mostrados os parametros da cadeia principal
obtidos pelo PROCHECK através da comparacao estrutural do modelo com outras
estruturas refinadas na resolucéo de 1,0A (por modelagem molecular a resolucéo de
2,0A é comumente usada). As regides destacadas na cor roxa dos gréaficos
representam as faixas de resultados obtidos por essas estruturas. A linha central
corresponde ao ajuste minimo quadratico para a inclinacdo média em funcdo da
resolucdo enquanto que a largura da banda corresponde a variacdo de um desvio
padrdao em torno da meédia. A Figura 35.4 a ilustra a qualidade do mapa de
Ramachandran com base no nimero de residuos presentes nas regidoes ditas mais
favorecidas. A Figura 35.4 b ilustra a planaridade da ligacdo peptidica, ou seja, 0
desvio padréo para o angulo torsional 6mega (w) da estrutura. Quanto menor for
este desvio, mais proximo de 180° estard o angulo, o que implica em uma ligacéo
peptidica perfeitamente planar. A Figura 35.4 ¢ representa as mas interacbes de
nao-ligantes medida pelo nimero de maus contatos por 100 residuos. A distorcao
tetraédrica do C alfa (Figura 35.4 d) € medida por meio do célculo do desvio padrao
do angulo de torcao zeta, que é um angulo de tor¢ao ficticio na medida em que néo
estd definida sobre qualquer ligacdo efetiva na estrutura. Sendo definido pelos
seguintes atomos: C alfa, N, C, e C beta. A energia de ligacdo de hidrogénio da
cadeia principal (Figura 35.4 e) é dada pelo desvio padrdo das energias de ligacdo

de hidrogénio para ligacdes da cadeia principal de hidrogénio. E finalmente, o
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parametro Gractor (Figura 35.4 f), uma medida da normalidade total da estrutura. O
valor global é obtido a partir de uma média de todos os diferentes G-tactores para cada
residuo na estrutura.

Observando os graficos verifica-se que o modelo apresenta alguns
fatores estereoquimicos (a, ¢ e f) fora dos padrbes determinados para estruturas

resolvidas a 1A.
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FIGURA 35.4 Estatisticas de alguns parédmetros estereoquimicos da cadeia principal (representado
pelo quadrado em preto) do modelo 3D da PG de L. gongylophorus quando comparados a estruturas
refinadas a mesma resolucdo: a. qualidade do mapa de Ramachandran, b.planaridade da ligagao
peptidica (dngulo 6mga), c. medidas ruins de intera¢des entre ndo-ligantes, d. distor¢ao tetraédrica, e.
energia de ligacao de hidrogénio e f. Gegtor-
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Como o modelo apresentou 0,7% de seus residuos em regides nao
permitidas, técnicas de refinamento pelo programa Coot (EMSLEY & COWTAN,
2004) foram aplicadas.

O modelo refinado foi analisado com o programa PROCHECK
(LASKOWSKI et al.,1993), VERIFY 3D (LUTHY et al, 1992) e o WHAT IF (VRIEND,
1990). Os resultados sdo mostrados a seguir. A Figura 36.4 representa o mapa de
Ramachandran (RAMACHANDRAM et al.,, 1963) resultante do modelo obtido
através da molécula molde 1K5C, porém refinado. Quanto a posicdo dos residuos
analisados no mapa (333 residuos no total), o modelo apresentou 84,5% dos
residuos de aminoacidos em areas consideradas muito favoraveis, 13,4% em
regides favoraveis, 2,2% em regides generosamente permitidas e finalmente 0% de
residuos em regides ndo permitidas. Quanto aos residuos de glicina (44 no total),
estes sdo representados por triangulos no mapa de Ramachandran. Esses

resultados mostram significativa melhora no modelo uma vez que 2 residuos (Met'?

e Ser’®

), que se encontravam em regides proibidas do mapa de Ramachandran,
apos o refinamento passaram a ocupar posi¢cdes mais favoraveis, ou seja, passaram
a apresentar fatores estereoquimicos melhores. Além disso, a porcentagem de
residuos em areas consideradas muito favoraveis aumentou, passando de 79,4%
para 84,5%. Comparando com o mapa de Ramachandran do molde (1K5C) (n&o
demonstrado), onde 85,9% dos residuos estdo em areas consideradas muito
favoraveis e 0,4% dos residuos em areas proibidas, o0 modelo apds refinamento
mostra-se muito satisfatério principalmente por ndo apresentar residuos em areas
proibidas do mapa.

Quanto aos aminoacidos (Ala®®, Met'®®, Ser'®®, Pro**°, Asn®*®, Arg®*! e
Phe*?) em destaques no mapa de Ramachandran e representados na Figura 38.4,
todos eles encontram-se longe do sitio ativo da proteina. Uma localizacdo mais

precisa destes aminoacidos pode ser vista na Figura 37.4.
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FIGURA 36.4 - Mapa de Ramachandran do modelo refinado pelo “coot” (EMSLEY & COWTAN, 2004)
da PG do L. gongylophorus. Os angulos Phi e Psi estdo em graus. Os tridngulos representam os

residuos de glicina.

FIGURA 37.4 - Modelo 3D refinado da PG de L. gongylophorus destacando os aminoécidos (Ala36,
Met125, Serl145, Pro149, Asn266, Arg321 e Phe353) localizados nas regides generosas do mapa de

Ramachandran.
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Com relacdo aos parametros da cadeia principal obtidos pelo
PROCHECK através da comparacdo estrutural do modelo refinado com outras
estruturas refinadas na resolucdo de 1,0A (Figura 38.4), os parametros b, ¢ e f
encontram-se fora dos padrbes estabelecidos. Porém, quando esses resultados séo
comparados com os do modelo n&o refinado verifica-se melhora na qualidade do
mapa de Ramachandran.

A andlise do modelo pelo programa  VERIFY 3D
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify_3D/) mostrou-se bastante satisfatoria, pois
nenhum residuo se encontrou abaixo da linha zero, o que significa que todos os
aminoacidos da PG do L. gongylophorus apresentam uma conformacéo favoravel
(Figura 39.4).
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FIGURA 38.4 Estatisticas de alguns pardmetros estereoquimicos da cadeia principal (representado
pelo quadrado em preto) do modelo 3D refinado da PG de L. gongylophorus quando comparados a
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FIGURA 39.4 - Gréfico representando os resultados obtidos pelo programa VERIFY 3D (LUTHY et al,
1992) nara 0 modeln anAs refinamento. O menaor valor médio 3D-1D fai 0.12 (Val?293) e 0 maior 0.78
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Por fim, o modelo refinado foi avaliado pela ferramenta OLDQUA
pertencente ao programa QUALTY que esta inserido no pacote de programas WHAT
IF (VRIED, 1990). Esta ferramenta avaliou as vizinhangas atomicas do modelo e
como resultado observou-se que dos 333 residuos avaliados pelo programa, apenas
5 residuos adquiriram valores inferior a -5 (Apéndice C). Embora os residuos que
estdo abaixo de -5 necessitem de maneira geral ser checados, isso nao foi
necessario uma vez que ndo é incomum alguns residuos sofrerem pequenos
desvios, além disso, a pontuacdo média referente aos 328 residuos (os 5 residuos
gue apresentaram valores abaixo do padrao nédo foram computados) foi de -0,388, o
gue significa que o modelo é de muito boa qualidade de acordo com os valores de

referéncias do programa.

4.2.5- 0O modelo estrutural e o sitio ativo da enzima

A sobreposicdo (Figura 40.4) da cadeia principal da estrutura
tridimensional de Endo-PG de C. purpureum (em azul) e do modelo 3D da PG de L.
gongylophorus (em vermelho) mostra uma grande homologia estrutural entre as
duas enzimas (Figura 40.4), sendo que 318 atomos estdo em posicoes
estruturalmente equivalentes com rms de 0,029 A. Como é possivel observar na
Figura 40.4 h& alguns desvios de sobreposicdo em regides de conexdes, cCOmo nos
trés loops destacados. Dois desses loops sdo maiores na molécula de PG do L.
gongylophorus e um deles é maior na molécula de Endo-PG do C. purpureum, o que

leva a pior superposi¢cao das moléculas nessas regioes.

FIGURA 40.4 - Sobreposi¢éo da estrutura tridimensional de Endo-PG de C.purpureum (azul) e do
modelo 3D da PG de L.gongylophorus (vermelho). O valor de rms é de 0,029A.
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Membros da familia 28 das glicosil hidrolases (na qual a PG em estudo
foi classificada) tém sido descritos por compartilharem do mesmo mecanismo de
acdo, com inversdo de configuracdo do aclucar. O mecanismo proposto para essas
enzimas sugere que os dois aminoacidos asparticos envolvidos na catélise estdo a
aproximadamente 9 A um do outro (MCCARTER & WITHERS, 1994; DAVIES &
HENRISSAT, 1995). Para que a enzima aja por meio do mecanismo de inversao
seria necessario haver uma grande separacado entre os dois acidos carboxilicos
essenciais presentes em faces opostas da cavidade catalitica a fim de que a agua
juntamente com o substrato se ajustem entre esses dois grupos carboxilicos. Ja para
0 mecanismo de retencdo a distancia média entre os acidos carboxilicos seria de 4,8
a 5,3 A (conforme Figura 25.4). Estruturas 3D de PG resolvidas mostram que estas
enzimas tém trés aminoacidos asparticos (e ndo dois) em posi¢cdes que poderiam
favorecer suas atuacOes na catalise e em todos esses casos a distancia entre os
asparticos é de aproximadamente 5 A e ndo 9 A (VAN SANTEN et al, 1999;
ARMAND et al., 2000; FEDERICI et al, 2001; CHO et al, 2001; SHIMIZU et al, 2002).

A estrutura da PG de C. purpureum, usada como molécula molde neste
trabalho, também mostra que os trés residuos asparticos conservados presentes no
sitio catalitico (e envolvidos no mecanismo catalitico da enzima) encontram-se a
uma distancia de 4,8 a 5,3 A, muito menor do que a esperada, de aproximadamente
9 A (SHIMIZU et al, 2002). Portanto, 0 mecanismo de inversdo da configuracéo do
carbono anomeérico do substrato proposto para as enzimas da familia 28 das glicosil
hidrolases ndo pode ser generalizado e algumas enzimas, embora atuem com esse
mecanismo, apresentam o sitio ativo diferente do geralmente proposto (MCCARTER
& WITHERS, 1994; DAVIES & HENRISSAT, 1995). O nosso entendimento € que, a
principio, a molécula de agua nao afetaria a distancia entre os asparticos cataliticos.

Na estrutura da PG de C. purpureum e também no modelo construido
para L. gongylophorus, existem trés acidos asparticos situados no sitio catalitico,
que sdo conservados em todas as sequéncias analisadas de PG de fungos (Asp*™®,
Asp™®® e Asp®®, numeracéo da PG de L. gongylophorus) (Figura 41.4). Nesta figura
foi realizado o alinhamento de todas as proteinas de fungos com estrutura 3D
conhecida e nela estédo representados 0s 5 motivos conservados encontrados para o
grupo formado pelas 63 sequéncias de Endo-PG e 38 de Exo-PG na primeira parte
deste trabalho. Ao analisar estas 63 sequéncia de Endo-PG (Apéndice A) observou-

se a presenca das sequéncias BAA96351.1 do fungo C. pupureum e da sequéncia
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ABL01533.1 do fungo Colletotrichum lupini. Ambas as sequéncias possuem
estrutura 3D conhecida cujo PDB sao respectivamente 1K5C e 21Q7. Quando estas
sequéncias foram analisas pelo MEME, como resultado a sequéncia ABL01533.1
apresentou todos os 5 motivos enquanto a BAA96351.1 apresentou apenas 0S
motivos 2, 4 e 5 (Apéndice A). Com base nestes resultados em conjunto com o
alinhamento (Figura 41.4) e o escore obtido (Apéndice D) foi possivel inferir que os
possiveis motivos 2, 4 e 5 estdo presentes na sequéncia do L. gongylophorus. Vale
ressaltar a enorme semelhanga dos motivos encontrados para C. purpureum com 0S
inferidos para sequéncia do L. gongylophorus o que de certa forma era esperado,
uma vez que o maior escore obtido (50%) entre a sequéncia L. gongylophorus e as
sequéncias de estrutura conhecida foi com a sequéncia do C. pupureum (1K5C). A
Figura 42.4 mostra os motivos 2, 4 e 5 destacados na estrutura 3D do L.
gongylophorus. Nela é possivel observar que os motivos 2 e 4 estéo localizados no
sitio catalitico da molécula, sendo que apenas dois dos trés residuos asparticos
conservados estdo presentes no motivo 2 e os residuos conservados Gly226 e
Ser227 estdao presentes no motivo 4. Estes dois ultimos residuos, além de
conservados em todas as sequéncias de EndoPG de estrutura conhecida (Figura
41.4) apresentam entre si ligacdo cis-peptidica no modelo 3D do L. gongylophorus
gue em conjunto com a Lys254 (também conservadas nas demais Endo-PG de
estrutura conhecida) s&o consideradas importantes no mecanismo de
reconhecimento do substrato. Tal fato é também observado para estrutura 1K5C
(SHIMIZU et al, 2002).

A Figura 43.4 mostra a regido do sitio catalitico com destaque (em azul
escuro) para os trés asparticos e a molécula de acucar modelada (em azul claro,
acido galacturénico) e a Figura 44.4 apresenta esta mesma regido mais proxima do
observador. As distancias entres os 3 residuos asparticos conservados no sitio
catalitico do modelo s&o de 4,5 A (Asp'™® — Asp'®®); 5,3 A (Asp*”® — Asp®®™) e 4,8 A
(Asp199 _ Aspzoo)_
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FIGURA 41.4 — Alinhamento entre Endo-PG de fungos de estrutura 3D conhecida. 1IA5 (A.
aculeatus), INHC (Aspergillus niger), 1CZF (A. niger), 21Q7 (Colletotrichum lupini), 1HG8 (Fusarium
moniliforme), ADV30326.1 (L. gongylophorus) e 1K5C (C. purpureum). As sequéncias grifadas em
azul corresponde ao motivo 1, a amarela ao motivo 2, a vermelha ao motivo 3, a verde ao motivo 4 e
a rosa ao motivo 5. Os residuos em azul correspondem aos 8 residuos conservados em PG de
fungos (Kester et al, 1996). Os residuos em vermelho quando em posicao cis-peptidica em conjunto
com a K (grifada em cinza) séo responsaveis pelo reconhecimento do substrato (Shimizu et al, 2002).



76

FIGURA 42.4 - Modelo tridimensional da PG de L. gongylophorus destacando os motivos 2 (em
amarelo), 4 (em verde) e 5 (em rosa).

FIGURA 43.4 - Modelo tridimensional da PG de L. gongylophorus, destacando a regido do sitio
catalitico com os trés residuos de &cido asparticos envolvidos na catdlise (em azul escuro) e a
molécula de acucar (4cido galacturénico, em azul claro).
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FIGURA 44.4 - Regido do sitio catalitico da PG de L. gongylophorus com os trés residuos de acido
asparticos envolvidos na catalise (em azul escuro) e a molécula de acucar (acido galacturdnico, em
azul claro).

A funcao exata dos trés acidos asparticos no mecanismo catalitico da
PG de C. purpureum néo foi totalmente esclarecida (SHIMIZU et al., 2002) assim
como também em outras estruturas (VAN SANTEN et al, 1999; ARMAND et al.,
2000; FEDERICI et al, 2001; CHO et al, 2001; SHIMIZU et al, 2002), mas com base

no modelo construido neste trabalho e nas proposicbes da literatura podemos

199

sugerir que dois residuos asparticos (Asp'’® e Asp'®) interajam com a molécula de

agua, que ataca o carbono do acucar substrato como esquematizado na Figura 45.4

200

e o conservado residuo Asp“™ atue como um doador de préton.
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FIGURA 45.4 - Desenho esqueméatico propondo o possivel mecanismo de acdo para PG de L.
gongylophorus com base no modelo 3D obtido no presente trabalho. O conservado residuo Asp200
atua como um doador de préton, enquanto os residuos Aspl179 e Aspl199 ativam a molécula de agua.
Arg252 e Lys254 interagem com o Asp199 e com o acgUcar.

Neste trabalho foi possivel construir o modelo tridimensional de uma
poligalacturonase de L. gongylophorus, um fungo simbionte de formiga cortadeira e
fazer uma analise do possivel mecanismo de atuacdo da enzima. Poucas
informacdes sdo disponiveis a respeito de estruturas de proteinas da familia 28 das
glicosil hidrolases e 0 mecanismo proposto para essa familia de proteinas comecou
a ser questionado a partir da andlise das estruturas determinadas. Aliar o
conhecimento das estruturas com técnicas de biologia molecular, como por exemplo
mutagénese sitio dirigida, pode auxiliar a melhor esclarecer o mecanismo de
atuacao dessa classe de proteinas (DAVIES & HENRISSAT, 1995).
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Neste trabalho a bioinformatica foi utilizada com duas abordagens para
0 estudo do mesmo tema: poligalacturonases (PG) de fungos. Na primeira parte do
trabalho, foi realizado um estudo de motivos estruturais e filogenia com todas as
sequéncias de PG de fungos depositadas em bancos de dados. Para isso, todas as
sequéncias depositadas no banco de dados NCBI como 'polygalacturonase fungi',
2093 sequéncias, foram utilizadas no inicio do trabalho. Como muitas das
sequéncias depositadas podem ser relativas a peptideos e/ou estdo depositadas
como 'proteina hipotética' foi feita uma reducédo do numero de sequéncias do banco,
retirando-se sequéncias com menos de 70 aminoacidos, as que correspondiam a
‘proteina hipotética’ e ainda das que n&o eram PG ou mesmo ndo eram PG de
fungos. Este novo banco de dados continha 957 sequéncias de PG de fungos. Apos
um estudo de alinhamento das 957 sequéncias, as que tinham 100% de identidade
foram retiradas e assim o banco de dados do trabalho ficou com 417 sequéncias
Unicas de PG de fungos. Apds ordenacdo das sequéncias por géneros, foi
observado que 95 sequéncias ndo haviam sido classificadas em Endo- ou Exo-PG, e
através de alinhamentos entre as sequéncias foi possivel classificar 71 das
sequéncias. As 24 sequéncias que permaneceram sem classificacdo foram
submetidas a andlise, através de arvores filogenéticas, na tentativa de classificacao
em Endo e ExoPG. Os resultados permitiram inferir a respeito da classificacdo das
sequéncias de PG de fungos que ainda ndo haviam sido classificadas e dessa
maneira todas as sequéncias Unicas de PG de fungos foram classificadas.

O estudo de presenca de motivos sequenciais nas PG de fungos
mostrou a ocorréncia de cinco motivos, sendo que das sequéncias classificadas
como sendo de Endo-PG e usadas no estudo (63) a maioria apresenta 0s cinco
motivos, mas das sequéncias avaliadas como Exo-PG e usadas no estudo (38)
nenhuma apresenta trés dos motivos. Esses resultados sugerem regibes nas
moléculas responséaveis por especificidade das enzimas. Ao analisar os 5 motivos
pelo BLAST os motivos 1, 2 e 5 mostraram relacionamento com o dominio
Glyco_hydro 28, enquanto que nenhuma relacéo funcional foi estabelecida para os
motivos 4 e 3. A exata funcdo dos 5 motivos e sua influéncia na atividade catalitica
nas PG devem ser melhor investigadas.

A segunda parte do trabalho teve como objetivo o estudo da estrutura
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tridimensional de uma PG de L. gongylophorus, fungo simbionte de formigas
cortadeiras. A sequéncia depositada no NCBI relacionada a uma PG deste fungo
(ADV30326.1) foi submetida a analise com o programa Pfam, que, através de
alinhamentos desta sequéncia e as depositas no seu banco de dados, classificou a
proteina como um membro da familia Glyco_hydro_28 (familia 28 das glicosil
hidrolases). Na primeira parte do trabalho esta sequéncia havia sido classificada, na
arvore filogenética, em uma Endo-PG, o que confirma o resultado obtido pelo Pfam.

O método utilizado para a construcdo do modelo 3D da PG de L.
gongylophorus foi o de modelagem por homologia, que requer o conhecimento da
estrutura 3D de uma proteina com identidade ao menos razoavel com a proteina de
estudo. A busca por estruturas conhecidas de proteinas homélogas a PG de L.
gongylophorus foi feita através da analise das sequéncias na arvore filogenética
construida neste trabalho e procurando por estruturas de proteinas proximas a PG
de L. gongylophorus e também fazendo busca automatica pelo programa SWISS-
MODEL. Existe somente uma estrutura depositada no banco de dados de estruturas,
de uma Endo-PG do fungo C. purpureum que mostra um bom grau de identidade
(50%) com a PG de L. gongylophorus e esta estrutura foi utilizada para a construcao
do modelo estrutural através do programa SWISS-MODEL. O modelo gerado foi
validado por diferentes programas e conclui-se que o modelo 3D da PG do L.
gongylophorus apresenta bons parametros esteroquimicos. Apesar de alguns
resultados negativos terem sidos apresentados, de maneira geral a modelagem por
homologia trouxe resultados muitos bons, ja que os demais parametros e servidores
(WHAT IF e VERIFY 3D) de validacdo mostraram-se satisfatorios.

O modelo apresenta um enovelamento conhecido como beta-hélice de
mao direita, comumente encontrado em estruturas de PG e pectato liases, e
apresenta quatro folhas-beta paralelas compreendendo dez voltas completas. A
regido do sitio catalitico pode ser descrita como uma fenda (ladeada por loops)
compreendendo os residuos conservados nas PG e relatados como envolvidos na
catalise: Asn'”’, Asp'™®, Asp®®®, Asp?®®, His?*, Gly?*?, Arg®? e Lys®™*.

Os residuos Asp'™®, Asp'®®, Asp?® sdo propostos atuarem diretamente

2 e Lys®®* podem estar

na catalise, como bases e nucledfilo e os residuos Arg®
envolvidos em interacbes com o substrato. Um mecanismo, ocorrendo por inversao
da configuracéo do carbono anomérico, foi proposto e discutido.

A determinacdo da estrutura de uma molécula de proteina é
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fundamental para o conhecimento de sua forma de atuag&o. As técnicas disponiveis
para determinar estrutura de proteinas requerem quantidades e grande grau de
pureza da amostra, o que dificulta a determinacao experimental da estrutura. Assim,
técnicas de modelagem molecular tém sido uma excelente ferramenta no estudo de

moléculas que ainda ndo puderam ser estudadas experimentalmente.
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Apéndice A — Tabela das 63 sequéncias de Endo-PG de fungos e 38

de Exo-PG com seus respectivos motivos conservados.

Sequéncias Nome Metives

1 2 3 4 5
ABF51154.1 EndoPG [Alternaria alternata] x X
EED53217.1 EndoPG [Aspergillus flavus NRRL3357] X X X X X
CAKA0265.1 EndoPG-D [Aspergillus niger] x X x X X
CAKAT667.1 EndoPG-B [Aspergillus niger] x x x x x
BAH14957.1 EndoPG-1 [Athelia rolfsii] precursor X X X X X
AAV84618.1 EndoPG-6 [Botryotinia fuckeliana] X X X X X
AAV84616.1 EndoPG-4 [Botryotinia fuckeliana] x X x X x
CAM91338.1 EndoPG-2 [Botryotinia fuckeliana] x X x X X
CAM91053.1 EndoPG-2 [Botrytis fabae] X X X X X
CAQ03431.1 EndoPG-4 [Botrytis fabae] X X X X X
BAA96351.1 EndoPG [Chondrostereum purpureum] X X X
AAMO0249.1 EndoPG [Chrysoporthe cubensis] X X X X
CAATI247.2 EndoPG [Claviceps purpurea] x X x X X
ABL01533.1 EndoPG [Colletotrichum lupini var. setosum]precursor x X x X X
CAE46647.1 EndoPG [Diaporthe helianthi] X X X X X
ABF50868.1 EndoPG [Emericella nidulans] X X X X X
ABQ11246.1 EndoPG [Fusarium nygamai] x X x X X
BAE9711L.1 EndoPG [Fusarium oxysporum f. sp. lagenariae] X X X X X
ABQ11234.1 EndoPG [Fusarium sacchari] X X X X X
BAB97386.1 EndoPG-1 [Galactomyces geotrichum] x X x X X
ABQ11247.1 EndoPG [Gibberella circinata] % X % X x
ABQ11240.1 EndoPG [Gibberella intermedia] % X % X x
AAATA586.1 EndoPG [Gibberella moniliformis] X X X X X
CAAB4727.1 EndoPG [Glomerella lindemuthiana] x X x X X
CAMO7141.1 EndoPG [Hypocrea lixii] X X X X X
AAF70169.1 EndoPG-1 [Leptosphaeria maculans] X X X X X
ADD73449.1 EndoPG-1[Phomopsis mangiferae] X X
EDN63471.1 EndoPG [Saccharomyces cerevisiae YIM789] X X X X X
AAC14466.1 EndoPG [Sclerotinia sclerotiorum] X X X X X
ACL80126.1 EndoPG-1 [Thanatephorus cucumeris] X X X
BAG72132.1 EndoPG [Venturia nashicola] % X % X x
EEY20327.1 EndoPG [Verticillium albo-atrum VaMs.102] X X X X X
EED50415.1 ExoPG [Aspergillus flavus NRRL3357] X X
EED47623.1 ExoPG [Aspergillus flavus NRRL3357] X
EED46018.1 ExoPG [Aspergillus flavus NRRL3357] X X
EDP55950.1 ExoPG [Aspergillus fumigatus A1163] X x
EAL86831.1 X X
EAL84906.1 X X
ABD61564.1 ExoPG-B [Aspergillus niger] X X
ABD61562.1 ExoPG -X [Aspergillus niger] x x
AAF05088.1 ExoPG [Botryotinia fuckeliana] X X
ABF50895.1 ExoPG _[Emericella nidulans] X X
BAES7166.1 Ex0PG [Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici] x x
EFY92040.1 ExoPG [Metarhizium acridum CQMa 102] X x
EEA27533.1 um marneffei ATCC 18224] X
EEA22673.1 um marneffei ATCC 18224] X X
AAP83024.1 ia sclerotiorum] x
EED23059.1 ExoPG [Talaromyces stipitatus ATCC 10500] X
EED15423.1 ExoPG [Talaromyces stipitatus ATCC 10500] X X
EEY20199.1 ExoPG [Verticillium albo-atrum VaMs.102] X X
EEY16298.1 ExoPG [Verticillium albo-atrum VaMs.102] x
BAB32924.1 EndoPG [Alternaria alternata] X X X X X
EDP49013.1 EndoPG [Aspergillus fumigatus A1163] x X x X X
CAKA7020.1 EndoPG-A [Aspergillus niger] X X X X X
BAH29710.1 EndoPG-2 [Athelia rolfsii] precursor X X X X X
ADZ99366.1 EndoPG-1A [Bispora sp. MEY-1] x X x X X
AAVB4617.1 EndoPG-5 [Botryotinia fuckelianal X X X X X
CAM91235.2 EndoPG-3 [Botryotinia fuckeliana] X X X X X
CAQO03438.1 EndoPG-1 [Botrytis fabae] x X x X X
CAQO3435.1 EndoPG-3 [Botrytis fabae] X X X X X
CAM32882.1 EndoPG-5 [Botrytis fabae] X X X
BAES0700.1 EndoPG [Chondrostereum purpureum] X X X
AAAT7I885.1 EndoPG [Cochlioholus carbonum] x X x X X
CAC14022.1 EndoPG [Colletotrichum glaeospoarioides f. sp. malvae] x X x X X
AAB36616.1 EndoPG [Cryphonectria parasitica] x X x X X
ABF50893.1 EndoPG [Emericella nidulans] x X x X X
ABQ11248.1 EndoPG [Fusarium anthophilum] X X X X X
BAES7018.1 EndoPG [Fusarium oxysporum f. sp. fragariae] x X x X X
BAES71233.1 EndoPG [Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici] x x x x x
ABQ11241.1 EndoPG [Fusarium subglutinans] X X X X X
BAB61793.1 EndoPG-1 [Galactomyces geotrichum] X X X X X
ABQ11236.1 EndoPG [Gibberella fujikuroi] x X x X X
ABWS96528.1 EndoPG [Gibberella moniliformis] % X % X x
ABQ11245.1 EndoPG [Gibberella thapsina] X X X X X
CAA61552.1 EndoPG [Glomerella lindemuthiana] x X x X X
AAR84199.1 EndoPG [Kluyveromyces marxianus] X X X X X
EAW19942.1 EndoPG [Neosartorya fischeri NRRL 181] X X X X X
EDU44300.1 EndoPG [Pyrenophora tri epentis Pt-1C-BFP]precursor|  x x x x x
AAM22187.1 EndoPG [Sclerotinia sclerotiorum] X X X X X
CAD62160.1 EndoPG [Sclerotinia sclerotiorum] % X % X x
ABH12113.1 EndoPG [Thanatephorus cucumeris] X X X
BAG72133.1 EndoPG [Venturia pirina] x X x X X
EED57938.1 ExoPG [Aspergillus flavus NRRL3357] X X
EED49587.1 ExoPG [Aspergillus flavus NRRL3357] X X
EED47501.1 ExoPG [Aspergillus flavus NRRL3357] X X
EDP47682.1 ExoPG [Aspergillus fumigatus A1163] X X
EDP52870.1 ExoPG [Aspergillus fumigatus A1163] X X
EAL85450.1 ExoPG [Aspergillus ful atus Af293] X X
ABD61565.1 EXOPG -C [Aspergillus niger] X X
ABD61563.1 ExoPG -A [Aspergillus niger] X X
EAU32536.1 ExoPG [Aspergillus terreus NIH2624] precursor X X
ABF50897.1 ExoPG [Emericella nidulans] X x
AAD61898.1 ExoPG [Emericella nidulans] X
BAES7090.1 ExoPG [Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici] X X
EFY99815.1 ExoPG_[Metarhizium anisopliae ARSEF 23] X X
EEA25131.1 ExoPG [Penicillium marneffei ATCC 18224] X x
ACA48699.1 ExoPG [Rhizopus aryzae] X X
AAP83023.1 ExoPG [Scleratinia sclerotiorum] X
EED19995.1 EXOPG [Talaromyces stipitatus ATCC 10500] X
EEY21174.1 ExoPG [Verticillium albo-atrum VaMs.102] X X
EEY19557.1 ExoPG [Verticillium albo-atrum VaMs.102] X X

38 Exo / 63 Endo
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Apéndice B — Alinhamento representativo das PG de fungos (63
Endo-PG e 38 Ex0-PG).
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LSKLKAGTTVTFKGKTTFAT
LSKLKAGTTVTFKGKTTFAT
LSKLKAGTTVTFKGKTTFAT
LSKLKDGATVTFKGKTTFAT-
LSSLONDSTVTFKGTTTFAT-
LTGLQTGAAVIFAGETTFGD-
LSSLADGTTVIFEGTTTWG-—
LSSLADGTTVIFEGTTTWG-—
LSSLADGTTVIFQGTTTWG-—
LSKLADGTTVIFEGTTTFG--—
LSDLEDDTTVIFEGTTSWE-—
LSDLNDGTTVIFQGTTTWG-—
LTKVKANTRIVFEGETTFG-—
MTDLPDDTTVIFQGETSFA-—
MTDLPDDTTVIFQGETSFA-—
LTGLTKGTTVIFEGITTFG--

LTGLKAGTTVVFDGTTTFG-==—==———==———————-—----
LTGLKTGTTVVFDGTTTFG-—
LTGLKKGTTVIFEGETTFG--
LTGLKSGATVIFEGETTFG--
LTGLNDGTTVIFSGETTFG-—
LTGLNKGTVVTFAGTTTFG-—
LSNLNKGTTVIFDGTTTFG-—
LTGLKTGTKVIFQGTATFG-—
LTGLNTGTKVIFQGTTTFG-—
LTGLNSGTQVIFEGTTTFG-—
LTGLKSGTHVVFEGTTTFG-—
LTKLNSGTKVIFEGTTSFG-—
LTKLNSGTKVIFAGTTSFG-—
LTGLTKGTSVIFSGTTSFG-—
LTGLTKGTSVIFSGTTSFG-—
MTGLKSGTTVTFQGKTTFG-—
MTGLKSGTHVSFSGKTTFG-—
LTKLNDGTHVIFQGKTTFG-—
LTKLNDGTHVIFQGKTTFG-—
LSSLKSGAHVVFQGKTTFG-—
LTGLKDGTRVTFKGTTTFG-—
LTGLRDGTKVTFKGTTTFG-—
LTGLKSGATVTFQGTTTFG-—
LSDLNDGTRVIFTGRTTFE-—
LKDLNDGTTVTFEGTTTWE-—
MTDLSDGTTVTFEGTTTFG-—
LTGLODGATVNEVGQVTFD-—
LTGLSSGTTVTFEGTTTFQ-—
TYNLNSVVTIQGLKHVNVNEF-
DMTFLKHIDLEVLGKIQFT--
DMTFLRHVDLEILGRIQFT--
DLTFLKHVDLEILGRIQFT--
DMTFLKHVDLEILGKITFT-
NMTFLKNIDLEVLGTILEFT-
DIQWLKHIDLDITGTIQFT-
DLQFLKHIDLDITGTMKFT-
DWTFLKHIDLDIQGELLFS-
DLTWLAHVDVIITGEVNFK-
DLTFLRHIDIVITGEIHFAD-

DLTFLNNIDFAIWGNITFK--
DLRFLKHVDVALTGKVEFC-

DLSFLDNVEVQLDGELK---—
DLTFLDNIEVQLEGEIQ----
DLTFLNDIHVHLEGEIKF---
DLTFLNNVHVRLDGEIKF---
DLTFLNDIHVRLDGKILF---
DLTGLSDIHVRLDGEIKVG--
NTTNLLNCDVHLRGELRFS--
NTTNLLNCNVSLRGELRFS--
NITWLEDVDIDLGGTLLWG--
NTSGLHNCDIDLYGTLLWG--
NTTGLSNCNIDIYGTLLWS--
ITTNMRDVKLVLAGRLLWS--
VTTNMVDVKIILTGRLQWS-—
N-PIVSNVVIDWRGVWTFS--—
N-PVVSNVVIEWRGVWTFS--—
N-PVLNDVSVQWRGKWTFS--
DFKGCSNCDFQVEGLLQFT--
DLAGCSNCDIQVEGVLKFS--
DFAGCFGCELQLKGTLKVS——-—=—==-—-=—————————
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208
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EED57938.1 ————mmmmmmmmmmmmmmmmm—m—ooo o GTSTWETLEGPRVDWTGPE--DVNNGWI 135
EDP52870.1  —————mmmmmmmmmmmmmmmmmmooo o GQSTWETFQGPRVDWTGAD--DIKNGWI 137
ABD61565.1  mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm GTSTWETLEGPKVDWIGPE--DVNNGWI 135
BAH29710.1  ————mmmmmmmmmmmmmmm———o—oo o LFEIGASSDSGTFTENGN------ 115
BAH14957.1  —————mmmmmmmmmmmmmmm————o o LFQIGTKSKTATWHENGN------ 118
BAR96351.1 - -LFTIDGTG----INFVGA- 101
BAES0700.1 -LFTIEGTN- 101
ACL80126.1 100
ABH12113.1 LFSITGNK----LVENGN------ 101
AAV84618.1 PIKLGGSG----ITVTA----- 103
AAM22187.1 PIKLSGSG----IHVTG----- 103
ADD73449.1

CAM91235.2 PIVVKGTD----ITITG----- 206
CAQ03435.1 PIVVKGTD----ITITG----- 206
CAD62160.1 PIVVKGKN----ITLTG----- 126
ABQ11248.1 PIVISGSG----ITITG----- 106
ABQ11247.1 PIVISGSG----ITITG----- 106
ABQ11241.1 106
ABW96528.1 106
ABQ11245.1 106
ABQ11246.1 PIVISGSG----ITITG----- 106
ABQ11236.1] PIVISGSG----ITITG----- 106
ABQ11240.1 ---PIVISGSG----VTITG----- 106
ABQ11234.1 PIVISGSG----ITITG----- 106
BAE97018.1 PIVISGNG----ITITG- 103
AAA74586.1 PIVISGSN----ITITG----- 105
CAK40265.1 PIVISGTD----VTITG----- 232
ABF51154.1 LLDIQGKK----ITVKG----- 59

BAB32924.1 LLDIQGKK----ITVKG----- 120
AAF70169.1 LLSIGGNK----ITVKG- 121
EDU44300.1 LLSIGGNK----IVVKG- 60

ABF50893.1 LLQIKGNG----ITIKG- 119
CAMO07141.1 LLQIEGND----ITIQG----- 121
CAE46647.1 LLSIAGTG----LTVEG----- 158
AAV84616.1 LFAVSGNN----IKVAGS---NADTAIL 137
CAQO03431.1 LFAVSGKN----ITVAGS---NADTAIL 137
AAV84617.1 LVSVSGTD----ITVTQ----- TTGAYL 120
CAM32882.1

EDP49013.1 LISASGTS----ITIKQ 109
EAW19942.1 LISASGTS----ITIKQ 109
CAK47667.1 LISMSGTD----ITVKQ 105
ABF50868.1 LISMSGDK- 109
EED53217.1 LISVSGTN- 108
BAB97386.1 LISVSGDS- 107
BAB61793.1 110
CAM91338.1 111
CAM91053.1 111
CAQ03438.1 109
AAC14466.1 LVSVSGTD----ITVTG- 126
AAMO00249.1 LISVSGTD----IEVTG----- 113
AAB36616.1 LISVSGTD----IEVTG----- 113
BAG72132.1 MISIAGTG----IKVSG----- 112
BAG72133.1 MISIAGTG----IKVSG----- 112
ABL01533.1 LISFSGTN----INING- 103
CAM61552.1 LISFSGSN----VVIDG- 106
BAE97111.1 LISFTGNN----LLIEG- 105
BAE97133.1 LISFTGNN----LLIEG----- 105
EEY20327.1 LIQISGEK----ITVEG----- 112
CAC14022.1 LIAVGGKK----VAVVG----— 104
CARG64727.1 LIAVGGKK----VAVEG----— 104
ARAT9885.1 LISVSGTN----IKVVG- 107
CAA71247.2| LIAVSGTN----IKVSG----- 111
CAK47020.1 LLRISGKD----ITVTQ----- 112
ADZ99366.1 LISFSGTD----ITIQG----- ADGHVI 227
AAR84199.1 LVSISGNN----IKVVG----— KSGHLL 104
EDN63471.1 LISISGSK----ISVVG----- ASGHTI 105
ACR48699.1 ARSSSFKNLDHY IELKGDNVQVFGGGTV 117
EDP47682.1 FONATTFFQLGGEDVNVYG------— 149
EAU32536.1 FONATTFFQLGGTDVNVYG------— 149
ABF50895.1  ————————————m—mm——m—mmmmo——o FONATTFFQLGGEDVNVYG------— 149
EED50415.1 FONATTFFNLGGTDVNVYG-—----— 147
ABD61562.1 FONATTFFQLGGEDVNMYG-——---~ 148
EEA22673.1 FONSTTFFQLGGEDVNIYG- 150
EED15423.1 FONSTTFFKLGGQDVNIYG-——---— GGTI 150
AAF05088.1 FONATSFFKLGGEDVFMYG-——---— GGTL 166
BAE97166.1 FONMSSFWKIGGKDIHIYGDL--TKGESLL 160
EEY19557.1 FONQSVFWKLGGEDVNIYGDL--GNDQSVI 161
AAP83023.1

ABD61563.1 FQTASLEWREGGNNVNIYG- 149
ABF50897.1 FONASSWWVWGGEDIHLYG— 158
EED46018.1 FQKSITFWRWGGKDIKIFG-—————— 151
EAL84906.1 FQKSISFWRWGGEDIKIFG-—————— 171
ARO61898.1 FQKSISFWRWGGHDVRIFG-—————— 157
ABD61564.1 FQKSITFWRWGGQDIKIFG-—————— 153
BAE97090.1 FONSIMFWKWGGKNIKLYG— 151
EEY21174.1 FONSIMFWKWGGKDVKIYG-———-—— 133
EEY20199.1 FQTNLMEWKWGGKNFKIYG-—----— 152
EEY16298.1 SSTGRRTRGTTPSSAPLCSVSICLSRKAFLLSADNMKGKWGGHDIKIYG-———--— 186
EED49587.1 LQDQVTAWLEGGHNVSFYG----— 127
EED23059.1 YONQSTAWLEGGINT----— 120
EED47623.1 YONQSTAFILGGNNVRIDG- 123
EAL86831.1 YONQSTAWVIGGKNIRENG— 210
AAP83024.1 YONQTSAWWLGGNNINVNG----- 144
EFY92040.1 FONQSTAWHFGGDNVIFDG----— 158
EFY99815.1  ——————————mmmmmmmmmmm——— o FONQSTVWHEGGHNVLEDG----— 158
EEA27533.1 FONHHAGFVLTGDHITIEG----- 132
EED19995.1 FONHHAGFILTGDHITIKG- 133
EDP55950.1 FONHRAGFLLVDS--TSPL----— 129
EED47501.1 TAMISVSDIDGLKLRSVTG------- 131
EAL85450.1 TAMLNIDMINGLRLRSLTG------- 134
EEA25131.1 KAIILVSDITGATITSTTG------- 145
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ADD73449.
CAM91235.
CAQ03435.
CAD62160.
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ABQ11247.
ABQ11241.
ABW96528.
ABQ11245.
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ABQ11236.
ABQ11240.
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BAB32924.
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BAEO7166.
EEY19557.
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ABF50897.
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KSYGQAWWDANPPNGT ~GISGRPHLMSYKTSQATIKYFRSGKPIAWNM
NSYGQAWWDANPANSS ~SFPNRPHLMSYKTSQASIKNFRSRKPIAWNV
DSYGQPWWDANPAGSS —--GIDNRPHLMSFKSSQATMKYFRSRKPIAWNV
NGQGASYWDGKGTNGG --VTKPHPMVKIVKGGGTFKD-VTVLNSPAQAVS
NGQGAQYWDGKGTNGG --KTKPHPMVKLYHGTGSFKD-VTVLNSPAQAVS
DGNGALYWDGKGTNNG --THKPHPFLKIK-GSGTYKK-FEVLNSPAQAIS
DGNGALYWDGLGTNKG --THKPHPFLKFK-GSGNYAN-FEVLNSPAQAIS
DGQGPSYWDGQGGNGG --VTKPHPMMKIK-ISGTYSN-VKVLNSPAHTYS
DGQGAKYWDGLGSASG —----VTKPHPMMKIK-MSGTYSN-VKVLNSPAHVYS
DGNGQVYWDGLGSNG —-GVPKPNHFIAAKKLIGGSIIENLYIQNWPVHLEFT
DGNGQAYWNGYGSND—=--=-=====— DVPKPNHFIAASKLVGGSVIENLYIQNWPVHLFT

GLNIQNWPTHCFY
DGNGAAYWDGQGSNG— —-GTDKPDHFFVVKDVVNG-VISNLNIQNWPTHCFD
DGNGAAYWDGKGSNG— —-GTDKPDHFFVVKDVVNG-VISNLNIQNWPTHCFD
DGNGPAYWDGEGSNG —-GTKKPDHFFVVKDIVNG-VISNLNIQNWPTHCFD
DGNGQAYWDGQGSNNA —-DNPKPDHFIVVKKVTGTSKITNLNIQNWPVHCEFD
DGNGQAYWDGQGSNNA —-DNPKPDHFIVVKKVTGTSKITNLNIQNWPVHCEFD
DGNGQAYWDGQGSNNA —-DNPKPDHFIVVKKVTGTSKITNLNIQNWPVHCEFD
DGNGQSYWDGEGSNNK —-DNPKPDHFIVVKKTTGNSKITNLNIQNWPVHCFED
DGNGQAYWDGEGSNNK —-DNPKPDHFIVVKKTTGNSKITNLNIQNWPVHCED
DGNGQAYWDSKGSNNK —-NNPKPDHFIVVKKTTGNSKITNLNIQNWPVHCFD
DGNGQAYWDGQGSNNQ —-DNPKPDHFIVVKKTTGNSKITNLNIQNWPVHCFD
DGNGQAYWDGEGSNNK —-DNPKPDHFIVVKKTTGNSKITNLNIQNWPVHCFD
DGNGQAYWDGQGSNNQ —-DNPKPDHFIVVKKTTGNSKITNLNIQNWPVHCEFD
DGNGPAYWDGEGTNNK —-DNPKPDHFIVVKKTTGNSKITNLNIQNWPVHCFD

DGNGQAYWDGKGSNSN
NGNGEAYWDGEGSNG—
NGDGARWWDGKGGNGG
NGDGARWWDGKGGNGG
NPDGARWWDGKGGNGG
DGQGALYWDGKGDNG-
NPDGSRWWDGEGSNGG
DPQGSRWWDGEGSNGG
NDLGEKYWDGKGSNGG
NGNGASYWDGEGGSGG
NGNGASYWDGKGGSGG
DGGGASYWDGEGSNGG

-SNQKPDHFIVVQKTTGNSKITNLNIQNWPVHCED
—GQDKPDHFIVVKDMYNS-KIENLNILNWPVHCFE
—-—-KTKPKFFSAHKLTDSTITG-ITIKNPPVQVVS
KTKPKFFSAHKLTDSTITG-ITIKNPPVQVVS
KDKPKFFAAHSLTDSTITD-VNIKNTPVQAVS
KVKPKFFAAHSLTGSSISN-ILIKNPPVQVVS
VTKPKFFYAHDLTDSTIQN-LYIENTPVQAVS
KTKPKFFAAHDLTPSSITN-LNIRNTPVQAVS
KTKPKFFAAHKMMKSSINN-ITIKNAPVQVVS
KTKPKFFQAHDLTDSLIET-LTILNPPVQVES
KTKPKFFQAHDLTDSLIET-LTILNPPVQVES
--KTKPKFFYAHSLISSTIEN-LYFYNPPVQVMS

———————————— GKKKPKFFSAHKLNKSNITG-LKVYNTPVHGES
—-GKKKPKFFSAHKLNKSNING-LKVYNIPVHGEFS

——GKTKPKFFQAHKLDQSSITG-LKVYNTPVQGFS

——GKTKPKFFSAHKLNNSKIQG-LKIYNTPVQGFS

——GKTKPKFFYAHKLDSSSITG-LQIYNTPVQGFS

——GKIKPKFFYAHKMONSNING-LQVYNTPVQGFS

——GKKKPKFFAAHGLKNSKIEG-LKVYNTPVQAFS
—-GKGKVKPKFFSAHNLTGSSSITGLNFLNAPVQCIS
—-GKGKVKPKFFSAHKLTGSSSITGLNFLNAPVQCIS
——GKTKPKFFYAHSLKGKSVISDINIVNSPVQVFES
——GKTKPKFFYAHSLKGKSSINNVKILNSPVQVFEFS
——GKTKPKMFYAHSLKQSTISG-LNVKNTPVQFMS
——GKTKPKMFYAHSLKQSTIHN-LKVKNTPVQFMS
——GKTKPKFFYAHKMIDSTITG-LNIKNHPVQCFS
——GKTKPKFFYAHKMIDSTITG-LNIKNHPVQCFS
——GKTKPKFFYAHSLKSSNIKG-LNVLNTPVQAFS
——GKTKPKFFYAHSLKDSTIRG-LHTLNTPVQAFS
——GKKKPKFFSAHSLKNSNIKN-LNVLNTPVQAFS
——GKKKPKFFSAHSLKNSNIKN-LNVLNTPVQAFS
——GKTKPKLLAVKGLNNSIVKG-LNFKDQPVHGIS
——GKKKPKFFKVK-INDGSITG-LKVKNTPVHGFS
——GKKKPKFFKVK-INDGSITG-LRVKNTPAHGFS
——GKTKPKFFYAHSLTTSSISG-LNIKNTPVQAFS
——-QGKKKPDFFNAHDLINSEIRN-LNVLNTPAHAFS
—--GKTKPKFFYAHDLDDSKISG-LYIKNTPVQAIS

DGGGARWWDGLGSNVSA----
DGGGARWWDGLGSNVSS—----

DMEGONWWDGEGSNG ——-GKTKPKGFYAHDLTDSVIKG-LNIKNTPVQCFS
DGDGARWWDGKGDSGKK---— —-—---VKPKFMSLKLTGNSDVGG-LQIKNTPIQAIS
DGQGAKWWDGLGDSGK ~VKPKFVKLALTGTSKVTG-LNIKNAPHQVFS
NGNGQAWYDAQDHTAP TVFRFSLTNSKVSG-INIINAPRAHLG
DGNGQVWYDLYAE-- —--DALILRPILFGVIGLKGGTIGPLKLRYSP-QWYQL
DGNGQVWYDLYAA-- —--EPLTLRPILLGVIGLHGGTIGPLKLRYSP-QWYQL
DGNGQIWYDLYAE-- —--DPLILRPILFGVIGLHGGTIGPLKLRYSP-QWYQL
NGNGQVWYDLYAE-- —--DALILRPILVGIIGLHGGTIGPLKLRYSP-QWYQL
NGNGQVWYDLYAE--— —-DDLILRPILMGIIGLNGGTIGPLKLRYSP-QYYHF
DGNGQVWYDMFAV-- —-NATLQRPILMGIIGLEGGSIGPLKLRHSP-SWYHI
DGNGQVWYDLFTQ-- —-NATLQRPILMGIIGLEGGSIGPLKLRYSP-SWYHI
NGNGQTWYDYYAS-— —-NIYALRPVLIGIDGLKDSILSDLVLRYSP-QYYNF
DGHGQAYWEEMAV--— —-NKTLLRPILLTIEDAHGLTMSNLRMRNPP-NWEFNI
DGHGQAYWEEIRT-- —-NKSLFRPMLFAFDGMHGAVMSNMRMRNPP-HWEFNTI

SLGRPILFVMNGVNGASMSDLKMKSPP-NWENF
DSSVMRPCLLGTDGLHHATISGLTMLNSP-NWENL
NSSVRRPLLFITDGWHGGSITGLKLRQSP-NWHNF
—QEILDPDNEYYRPILFLTENATRISVEGITQLNSP-CWTINF
—QEILDPNNKYYRPILFVTENATRVSVEGITQLNSP-CWINF
—QEILDPDNTYYRPILFVAENATRLSVEGITELNSP-CWINF
NGNGQKWYDEFAG-----— KQILVYN-TFYRPILFLTDNATRISVEGITQLNSP-CWTNF

NGNGQRWWNEFAG— KEILDTTN-AYLRPILFYAQNATNLDIQGVHFKDSP-CWINF
NGNGQRWWNEFSG— LEILDPAN-AYLRPILFYAENATGLHVEGIHFKDSP-CWTTF
DGNGERWWREFGE-----LDLPADNNYTYARPILFYVGDAANVQIEGIQFKDGP-IWHQL
EGQGQRWWNEFEAGTGSILVSPANPGNKYYRPILFYAENTTNLDVSGIHLKDSP-CWNNF
NGNGQAWYNANRN--———-—————— ESNQAGRPMSFTVYNSTDLRVDGLRVIQPQ-FWATF

WYTENKN QANQPGRPISITFYNSTNLLADGLTIFQPQ-FWATL
DGNGDTWYQWIKEQ-— ——PNTSNYPGRPHAITFNGLTNSVVRGLRFLRSQ-MCHHV
NGNGQVWYDEFVKS— —VSNYPRRPHALTVARASNSVFQGLRFLQSQ-MWTLS

ISNYPNRPQALTIWNTTNSVFRGLRFVQSQ-MWYFF
EGNLPHRPININFKRLSNSVIRGLREVQSQ-MWSMA
EGNLPHRPININFKGLSNSVIRGLREFVQSQ-MWTMA

YGNGNAWYNVEQG-- —-VTQPGRPMPFVFWNVSEVLVEDFTVKDPP-LWSLN
YGNGNAWYNAEQA-- —-VTQPGRPMPFVFWNVSEVLVEDFTVKDPP-LWSLN
ASMATAIRDIPQK-- —-RASHNLDRCRSSFGTSMKLMSGTFVKDPP-LWSLN
DGNGQESWDKFAE-- —-DSSYKRPTLLYITGGSNIEVSGLRQKNPPNVFISV
DGNGQNAYDRFAS-- —-DKNYKRPTLLYITGGSNIEVSGLRQKNPPNVENSV

DGNGQDAYDAFAA--—-————-———-- DSLLSRPTLVYIIGSSDITMSGFRVKDPPNVFFSN

182
184
182
162
165
147
147
146
147
152
152
13

254
254
174
156
156
156
156
156
156
156
156
156
153
155
280
106
167
168
106
166
168
205
184
184
167

156
156
152
156
155
154
157
163
163
157
174
160
160
159
159
150
153
152
152
159
150
150
154
159
159
274
151
151
159
196
196
196
194
195
197
197
213
207
208
32

196
205
204
224
210
205
204
186
206
245
175
162
174
258
192
206
206
179
180
176
179
182
193
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EED57938.
EDP52870.
ABD61565.
BAH29710.
BAH14957.
BAA96351.
BAEB0700.
ACL80126.
ABH12113.
ARV84618.
ARM22187.
ADD73449.
CAM91235.
CAQ03435.
CAD62160.
ABQ11248.
ABQ11247.
ABQ11241.
ABW96528.
ABQ11245.
ABQ11246.
ABQ11236.
ABQ11240.
ABQ11234.
BAE97018.
ARAT4586.
CAK40265.
ABF51154.
BAB32924.
ARAF70169.
EDU44300.
ABF50893.
CAMO7141.
CAE46647.
AAV84616.
CAQ03431.
AAV84617.
CAM32882.
EDP49013.
EAW19942.
CAK47667.
ABF50868.
EED53217.
BAB97386.
BAB61793.
CAM91338.
CAM91053.
CAQ03438.
AACl4466.
AAM00249.
AAB36616.
BAG72132.
BAG72133.
ABL01533.
CAA61552.
BAEO7111.
BAEO7133.
EEY20327.
CAC14022.
CARG4T727.
AAAT79885.
CAA71247.
CAK47020.
ADZ99366.
AAR84199.
EDN63471.
ACR48699.
EDP47682.
EAU32536.
ABF50895.
EED50415.
ABD61562.
EEA22673.
EED15423.
AAF05088.
BAEO7166.
EEY19557.
AAP83023.
ABD61563.
ABF50897.
EED46018.
EAL84906.
ARO61898.
ABD61564.
BAE97090.
EEY21174.
EEY20199.
EEY16298.
EED49587.
EED23059.
EED47623.
EAL86831.
AAP83024.
EFY92040.
EFY99815.
EEA27533.
EED19995.
EDP55950.
EED47501.
EAL85450.
EEA25131.
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KLHGEDIAVS--HAIVDASSTGSFP--
KLQGDDITVS--HAIVDATSTGGFP--
KLHGQDITVS--HAIIDATSTGSFP---
VGN-TAAFTVS--GITINNSAGSSKG--
VGT-SAAFTIS--GVTIDNSAGSSKG-- —--HNTDCFDVS-ADDVTITGNVCKNQD
VGPTDAHLTLD--GITVDDFAGDTKN-- -LGHNTDGFDVS-ANNVTIQNCIVKNQD
IGNTDGNIVFD--TVTVDDSAGDANS------— QGHNTDGFDVS-ADNVTIKNCIVMNQD
ISN-PAKLVMS--KLTIDKSAGDAPNNQSGGKAAGHNTDGFDVS-TTDLTIEDSTICNQD
VSN-PAALVMS--KLTIDNSAGDKPNSKSGTSAAGHNTDGFDVS-TTDLTIEDSTIFNQD
ITGAVGLTIQ---NLVLNNTAGDAPNAASGTLAAAHNSDGFDVSSSSNTIIKNTQVENQD
ITGAVGLTVQ---NLILNNTAGDVPNAASGTLPAAHNSDGFDLSSSVDTIIRNSSVYNQD
MTGNQHLTAQ---NILLNNTAGDAPNEASGTKAATHNSDGFDVGSSDYVMLSNIQVYNQD
ITGAQGLTVS---GLTLDNSAGDAPNSASGDDPAAHNSDGFDISGSDSVTLKDIVVKNQD
GLTLDNSAGDAPNSASGDKPAAHNSDGFDISGSDSVTLKDIVVKNQD
GLTLDNSAGDAPNSASGSKAAAHNSDGFDISNSDSVTLKNIVVKNQD
GVILDNRAGDKPNSKSGGLPAAHNSDGFDISSCDHVTLDNNHVYNQD
GLILDNRAGDKPNSKSGGLPAAHNSDGFDISSCDHVTLDNNHVYNQD
GLILDNRAGDKPNSKSGGLPAAHNSDGFDISSCDHVTLDNNHVYNQD
GLILDNRAGDKPNAKSGSLPAAHNSDGFDISSSDHVTLDNNHVYNQD
GLILDNRAGDKPNAKSGSLPAAHNSDGFDISSSDHVTLDNNHVYNQD
GLILDNRAGDKPNAKSGNLPAAHNSDGFDISSSDHVTLDNNHVYNQD
GLILDNRAGDKPNAKSGGLPAAHNSDGFDISSSDHVTLDNNYVYNQD

--FNTDAFDVQGTNIRISDSIMYNGDD
--FNTDGFDVEGTNISITDSVMFNGDD
--FNTDGFDVEGTNIQITDSIMYNGDD
--HNTDCFDVS-ASDVTITGNTCENQD

ITGSSQLTIS---GLILDNRLGDKPNAKSGSLPAAHNSDGFDISSSDHVTLDNIHVYNQD
ITGSSQLTIS---GLILDNRAGDKPNAKSGSLPAAHNTDGFDISSSDHVTLDNNHVYNQD
IENTEYLTIS---GLILNNTAGDAANSKSDGDPAAHNTDGFDIKQSDFLTLSNSWVHNQD

INGCDGLTIT---DMTIDASDGDKD-—
INGCDGLTIT---DMTIDASDGDKD-—
IASCDGLTIT---GMTIDDSEGDAN--
INGCDGLTIT---DMTIDASAGDKG-—
INGCDGLTIT---DMTIDNSAGDDA--
VNGVNGLTIT---GMTIDNSAGDSG--
INGCDNLTVN---RMHIDNKDGDSK-—
INGVSNLELA---YITVDASAGDSL--
INSVANLELA---YITVDASAGDSL--
INSATDLTVS---GVTINAQDGDTD--

--EQGHNTDGFDIGSSNNVIIDGAKVYN-—
--EQGHNTDGFDIGSSNNVTIDGAKVYNQD
—-ELGHNTDAFDIGTSKNIMIDGAKVHNQD
——ALGHNTDGFDIGSSNNIVIDGAKVEFNQD
--G-GHNTDGFDIGESSNVVITGAKVYNQD
--G-GHNTDGFDIGSSSNVVISGAKVYNQD
--G-GHNTDGFDIGSSNNIHINAAQVYNQD
--G--KNTDAFDIGASDTVLIEYATVYNQD
-=G--KNTDAFDIGASDTVIIEHATVYNQD
-—-SLGANTDGFDIGSSTTVTITGANVYNQD
ANTDGFDIGSSTTVTITGANVYNQD
IQOS-DHLTIK---DVLLDNSAGTKL----=-=--- GHNTDAFDVGSSTYITIDGATVYNQD
IQS-DHLTIK---DVLIDNSAGTKL-- —~GHNTDAFDVGSSTYITIDGATVYNQD
ILA-DHLTIT---DVTIDNSAGTSK-- ~GHNTDAFDIGQSTYITIDGATVYNQD
IQS-DHLTIS---DVTIDNSAGTSK-— —~GHNTDAFDIGSSTYITIDGATVYNQD
IQS-DNLNIT---DVTIDNSAGTAE-- —~GHNTDAFDVGSSTYINIDGATVYNQD
ILS-DHLTLS---NILIDNRAGDKT-- —-NGGHNTDAFDVGSSTYITIDHATIYNQD
ISGSEQLALN---NILLDNKAGDSQ-- ——-GGHNTDAFDVGGSSDITIDGAIVYNQD
IGQSVGLS---LINITIDNSAGDAG-- —-SLGHNTDAFDINLSQNIFISGAIVKNQD
IGQSVGLS---LININIDNSAGDAG-- —-NLGHNTDAFDINLSQNIFISGAVVKNQD
INGASGLN---LTNIHIDNSAGDAG-- —--ALGHNTDAFDVGSSSDITISGANVQNQD
INSASGLT---LSGITIDNSAGNS--- —--LGHNTDAFDVGSSTDITISGANVQNQD
INSATDLN---IINVKMDNSAGAS— —~KGHNTDAFDVGSSENIYISGAVINNQD
INSATDLN---VIDVTMDNSAGAS- —~KGHNTDAFDVGSSENIYISGAVINNQD
VNGANNLV---IDSVTTDNSAGDTG-— --KLGHNTDAYDVGSSTNIVISNAVVKNQD
VNGADNLV---IDSVTTDNSAGDTG-— —-KLGHNTDAYDVGSSSNVVISNAVVKNQD
INSATTLG---VYDVIIDNSAGDS- ——AGGHNTDAFDVGSSTGVYISGANVKNQD
INGAANLG---VYDVSVDNSAGDS- ——AGGHNTDAFDVGSSTGVYISGADVKNQD
INSVTINLG---VYGVHMDNSLGDS- —-LGGHNTDAFDVGSSTGVYISGAVVKNQD
INSVTINLG---VYGVHMDNSLGDS- --LGGHNTDAFDVGSSNGVYISGAVVKNQD
VNTVNNLQ---LIDVTLDASAGDS- --KGGHNTDGFDVGNAQNILISGAIVKNQD
INSVKGLK---VVNVEFNNKDGDT- -—-KGGHNTDVFDVGQSEDVTISGAKVYNQD
INSVKGLKGRPSVNVELNNKDGDT - —--KGGHNTDAFDVGQSEDVTISGAKVYNQD
INGVTGLT---LDRITIDNSAGDS- —-—-AGAHNTDAFDIGSSSGITISNANIKNQD
ISHAENLG---IFNVNIDDSAGDT--- -—QGGHNTDGFDIGNSNGVTISGCSVRNQD
VE-SDNLVIE---DVTIDNSDGDSE-- —-—--GGHNTDGFDISESTYITITGATVKNQD
VDNAQNLQIT---DVTIDDSAGDVD-- --NLGHNTDGFDVGQSTGVYISGATVYNQD
VNSCSDTVIH---DVTIDNSDGDKD-— —--SLGHNTDGFDVGSVNNVTIENCHVYNQD
INKCSDLTIS---DITIDIRDGD-S-- —--AGGHNTDGFDVGSSSNVLIQGCTVYNQD
VTNSQNLVLD---NITLKTVSTSKN-— ---LAKNTDALDVSSSQGIIFQNSHLTVGD
VANSSDVIFD---GIDISGYSSS-- —-KNEAKNTDGWDTYRSDNIVIQNSVINNGD
VANSTDVLFD---GIDISGYSSS-- —-KNTAKNTDGWDTYRSSNIVIQNSVVNNGD
VANSSDVLFD---GIDISGYSKS-- —--ENEAKNTDGWDTYRSKNIVIQNSVINNGD
VANSSDVLFD ~ENEAKNTDGWDTYRSSNIVIQNSVINNGD
VANSSNVLFD ~DNEAKNTDGWDTYRSNNIVIQNSVINNGD
VANSSNVVFD —~VHVAKNTDGWDTYRSDNIVIQNSVINNGD
VANSSGVVED —~GNVAKNTDGWDTYRSDNIVIQNSVINNGD
IANSSNVVYN —~KNPAKNTDGWDTYRSDNIVIQNSVINNGD
IINSTDVLIS —~GVKIANSDGWDTYRSDRIVIQNSVIDNTD
IANSSDILIS -GVVIANSDGWDTYRSDRVVIQDSVIWNTD
ITGSQDVLIS —-SHPVKNSDGWDTYLSSHITIQNSTILNTD
IANSTDILIS —-DAPAKNTDGWDIYRSSNIVIQDSRIVNTD
IANSSDLLIS -~EAWASNLDGWDTFRSDNVVIQNSVINHDD
FIQSKDVSFD —-SALPKNSDGFDSLNVDGLTVTNTRVDVGD
FVRTKDISFD NVFIHAYSTNA -SALPKNTDGFDTLNVDGLTVTNTRVDIGD
LVNSKDISFD NVFINAYSTNA —-SAEPKNTDGFDSLNVNGLSVTNTRVDIGD
FVRTNDVSFD---NVYIHAFSTNA- —--SSDPANTDGMDSLDVDGVSFTNMRIDVGD
VVTSKDISFK---DVICTARSTNA- —--TALPKNTDFFDSLNVENLNVERAWVDIGD
VVTSKDISFK---DVACTAESNNA- —--TALPKNTDFFDSLNVEKVRVERAWVNIGD
IERTEGISYR---DVSCTARPRDQ- —--TVRPANTDFFNSLNVRDVSIERVWVDVGD
IVSSKNVRYT---DVIATALSNNG- --SIIPKNTDFMNTMNTSSVSIERVWVNIDD
VWASKNVSFT---NLFVNATSDSEWG-— -TMNTDGFDSWQSDNLLVENATIIMGD
VWQSTNVSLR---NFYVNATSNDEWG-— -TVNTDGYDSWRSSNLLVESATIINGD
EFDSILVNNT---GNVVS--- —-SSNTDGADTIRSSHITFNNWTVYNGD

VIHSDHILFD---SIYVN--- -STTTN-GNSARNSHITFNNWTVVNGD
QSCYLY

ISHSRNVELT---DIYVNSTSNSRWS-------— TLNTDGCDTISSDNITFRRWYVANGD
ISHSRNLELS---DIYVNSTSNSRWS-------— TLNTDGCDTISSDNITFRRWWVANGD

IMNGTNMVEN---NITCNATAVNAPYG----TNWVQNTDGFDTMDANNIELNGFTYQGGD
IMNGTNMVEN---NITCNATAVNAPYG----TNWVQNTDGFDTMDANNIQLNGLTYQGGD
IINGTNMREN---SIYCNATSVDAPYG----HNWVRNTDGFDTMDAVNIQPTNFVYQGGD
KGDTSNAQFT---SLTMDATSNSD- --NLPKNTDAFDIGASTYVTISSVAITNDD
KGDTQHVTFK---NLRMDATSNSQ- --NPPKNTDGFDIGASTHVTISSVSVTNDD
TGSSRNIEYA---SLTMIASSKST-------— NAPKNTDGFDVGTSTFTTIHNVYVSNQD

230
232
230
209
212
197
197
202
203
209
209
70

311
311
231
213
213
213
213
213
213
213
213
213
210
212
337
154
217
218
156
215
217
254
232
232
217
25

203
203
199
203
202
203
206
213
213
207
222
208
208
209
209
199
202
201
201
208
199
202
203
208
207
324
201
200
208
245
245
245
243
244
246
246
262
256
257
81

246
254
254
274
260
255
254
236
256
295
224
211
215
298
198
255
255
232
233
229
228
231
242
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EED57938.
EDP52870.
ABD61565.
BAH29710.
BAH14957.
BAA96351.
BAEB0700.
ACL80126.
ABH12113.
ARV84618.
ARM22187.
ADD73449.
CAM91235.
CAQ03435.
CAD62160.
ABQ11248.
ABQ11247.
ABQ11241.
ABW96528.
ABQ11245.
ABQ11246.
ABQ11236.
ABQ11240.
ABQ11234.
BAE97018.
ARAT4586.
CAK40265.
ABF51154.
BAB32924.
AAF70169.
EDU44300.
ABF50893.
CAMO7141.
CAE46647.
AAV84616.
CAQ03431.
AAV84617.
CAM32882.
EDP49013.
EAW19942.
CAK47667.
ABF50868.
EED53217.
BAB97386.
BAB61793.
CAM91338.
CAM91053.
CAQ03438.
AACl4466.
AAM00249.
AAB36616.
BAG72132.
BAG72133.
ABL01533.
CAA61552.
BAEO7111.
BAEO7133.
EEY20327.
CAC14022.
CARG4T727.
AAAT79885.
CAA71247.
CAK47020.
ADZ99366.
AAR84199.
EDN63471.
ACR48699.
EDP47682.
EAU32536.
ABF50895.
EED50415.
ABD61562.
EEA22673.
EED15423.
AAF05088.
BAEO7166.
EEY19557.
AAP83023.
ABD61563.
ABF50897.
EED46018.
EAL84906.
ARO61898.
ABD61564.
BAE97090.
EEY21174.
EEY20199.
EEY16298.
EED49587.
EED23059.
EED47623.
EAL86831.
AAP83024.
EFY92040.
EFY99815.
EEA27533.
EED19995.
EDP55950.
EED47501.
EAL85450.
EEA25131.
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--IAVGSDSHNIVFERNTIGYQS-HGMSIGSLGKDA-SAFANITNLRFEDV
--IAVNTPSHNIVFARNTIGYQS-HGMSIGSLGKDP-TDFANITNLRFEDV
--IAVGADSHDTLFTRNTIGYQT-HGMSIGSLGKDP-TDFANISNIRFDDV
--CLAINSGSN-IVFSDNKCSGG-HGISIGSIAAGK----- TVSNVKVTGN

--CLAVNKGSN-IEFSDNKCSGG-HGISIGSVKSDH-----NVESVTISGN
--CIAINDGNN-IRFENNQCSGG-HGISIGSIATGK-----HVSNVVIKGN
--CIAINDGKN-IQFLNNQCSGG-HGISVGSIATGK-----HVSSVTIKDN
--CIAINKGSN-IIFQRNSCTGG-HGISIGSISTGA-----TVQNVQILNN

—-CIAINQGSN-IIFQRNTCTGG-HGISIGSVSTGA----— GCQQHPDLEQ
—-CVAVTSGNN-ITIDGLYCSGG-HGLSIGSVGGKS---NNNVTNITFKNS
—-CVAVTSGNN-ITIDGLYCSGG-HGLSIGSVGGKS—---NNNVTNITFKNS
—-CVAVTSGTQ-ITVSNLFCSGG-HGLSIGSIGGKS—---NNTVDGVLFEDS
—-CVAVTSGSN-ILVTGLTCSGG-HGLSIGSVGGKS---NNTVSGVTFSDS
-CVAVTSGSN-ILVTGLTCSGG-HGLSIGSVGGKS—
-CVAVTSGSN-ILVTGMACSGG-HGLSIGSVGGKS—
-CVAVTSGTN-IVVSNMYCSGG-HGLSIGSVGGKS—
-CVAVTSGTN-IVVSNMYCSGG-HGLSIGSVGGKS—
-CVAVTSGTN-IVVSNMYCSGG-HGLSIGSVGGKS—
-CVAVTSGTN-IVVSNMYCSGG-HGLSIGSVGGKS—
-CVAVTSGTN-IVVSNMYCSGG-HGLSIGSVGGKS-
-CVAVTSGTN-IVVSNMYCSGG-HGLSIGSVGGKS—

—-CVAVTSGSS-IVVDNLYCYGG-HGLSIGSIGGKS—-—--NNTVDGVTFSNS

D-—-——————- CVAVNSGTE-ITFKNGLCSGG-HGLSIGSVGGRD---DNTVDTVTFSNS
—-CVAVNSGTN-ITFQNGLCSGG-HGLSIGSVGGRA---DNTVDTVTENNN
—-CVAINSGTN-ITFKNGICSGG-HGLSIGSVGGRS---DNVVDTVTFSNS

—-CVAINSGTN-IKFDSGLCSGG-HGLSIGSVGGRA---DNTVTGVTFSKS
--CVAINSGSN-IIFKNGYCSGG-HGLSIGSVGGRS---NNTVDTVSFLSS
--CVAINSGSN-IIFKNGYCSGG-HGLSIGSVGGRS---NNTVDTVSFLSS
--CVAINSGTG-ITFSGGVCSGG-HGLSVGSVGGRD---DNIVETVLFENS
--CVAINSGTG-ITFSGGVCSGG-HGLSVGSVGGRD---DNIVETVLFENS
--CLAVNSGEH-ITFTNGYCNGG-HGLSIGSVGGRS---NNVVNDVTISNS
--CLAVNSGEH-ITFTNGYCNGG-HGLSIGSVGGRK---NNVVNDVTISNS
--CLAINSGEH-ITFTNGYCDGG-HGLSIGSIGGRS---DNTVNDVTISNS
--CIAINSGEH-ITFTNGYCSGG-HGLSIGSVGGRS---DNTVKSVTISNS
--CLAINSGSH-ITFTNGYCDGG-HGLSIGSVGGRS---DNTVEDVTISNS
--CLAINSGDH-ITFQNGYCSGG-HGLSIGSVGGRS---NNVVSNVNILSS
--CIAVNSGNR-IKFLNGYCSGG-HGLSIGSVGGRS---NNIVDDVLIKNS
--CVAVNSGTN-ITFTGGNCSGG-HGLSIGSVGGRSGTGANDVKDVRFLSS
--CVAVNSGTN-ITFTGGNCSGG-HGLSVGSVGGRSGTGANDVKDVRFLSS
--CLAINSGTG-ITFTGGNCSGG-HGLSIGSVGGRS---DNTVSDITIESS
--CLAINSGTG-ITFTGGTCSGG-HGLSIGSVGGRS---DNVVSDVIIESS
--CLAINSGTN-ITFTGGSCTGG-HGS-IGSVGGRS---DNTVKTVSITTS
--CLAINSGTN-ITFTSGSCTGG-HGLSIGSVGGRS---DNTVKTVSITNS
--CLAINSGTN-ITFTGGSCSGG-HGLSIGSVGGRS---DNDVKDVTISSS
--CLAINSGTN-ITFTGGSCSGG-HGLSIGSVGGRS---DNVVKDITISSS
--CLAINSGTN-ITFTGGTCSGG-HGLSIGSVGGRS---DNTVKTVTISNS
--CLAVNSGTN-ITFTGGTCSGG-HGLSIGSVGGRK---DNVVKSVSITNS
--CLAINSGTN-ITFTGGNCSGG-HGLSIGSVGGRS---DNTVKTVRILNS
--CLAINSGTN-ITFTGGNCSGG-HGLSIGSVGGRS---DNTVKTVRILNS
--CLAINSGTN-ITFTGGNCSGG-HGLSIGSVGNRS---NNVVKTIRINNS
--CLAINSGTR-ITFENGYCYGS-HGLSIGSVGGRT---SNTVKDIVIRDS
--CLAINSGTR-ITFENGYCYGS-HGLSIGSVGGRT---SNTVKDIIIRDS
——-CVAINSGSD-IHVTNCQCSGG-HGVSIGSVGGRK---DNTVKGVVVSGT
——-CMAINSGTN-ITFVNGFCSGG-HGLSIGSVGFRS---SNTVKGVHIANS
——-CVAINSGEN-IYFSGGTCSGG-HGLSIGSVGGRD---DNTVKNVTFIDS
——-CLAINSGTD-ISFTGGYCSGG-HGLSIGSVGDRD---DNTVENIYIADS
——-CIAVNSGTG-VYFKNNYCSGG-HGASIGSVGLRS---NNVVDTVYFENN
——-CIAVNSGST-IKFMNNYCYNG-HGISVGSVGGRS---DNTVNGFWAENN
——-CLAVNAGVTNITLNNVNCVGG-HGFSVGSLGKGG--ATENVNLVRILNS
DSRNKLTEYADCVSFKPNSTNILVQNLHCNGS HGISVGSLGQYK-GEVDIVQNVLVYNI
********** CVSFKPNSTDILVQONMHCNGS-HGISVGSLGQYK-GEIDIVKNILVYNI
——-CVSFKPNSTEILVQONLYCNGS-HGISVGSLGQYI-GEVDIVKNVLVYNI
—CVSFKPNSTEILVONLHCNGS-HGISVGSLGQYQ-GEVDIVQNVLVYNT
—CVSFKPNSTNILVONLHCNGS-HGISVGSLGQYK-DEVDIVENVYVYNT
—CVSFKPNSTNILVONLHCNGS-HGISVGSLGQYP-GEVDIVENILVYNI
—CVAFKPNSTNILVONLHCNGS-HGISVGSLGQYA-GETDIVENVLVYNT
—CVSFKPNSTNILVONLFCNGS-HGISVGSLGQYP-GEFDIVENVYVYNT
—CVSFKPNSTNVVVQNLVCNGS-HGISVGSLGQYK-GETDIVENLYIYNI
—CVSFKPNSTNIVIQNLVCHGS-HGISVGSLGQYA-GEVDIVEDLYIYNI
—CVSFKPNSSSILIQNLACTGS-HGISVGSLGQYV-GVNDIVEDIYVYNN
—CVSFKPNSTQIVIQNLDCTGS-HGISVGSLGQYQ-GETDIVEDLYIYNI
—CVSFKPNSTNIIVQGLHCNGS-HGISVGSLGNYP-YQYDIVSDLYIYNN
—CFSPKPNTTNIFVONLLCNNT-HGVSMGSIGQYP-GVMDIIEHAYIENV
—CLSPKPNTTNVFVKNLWCNGT-HGASMGSIGQYP-GVLDIIENVWIENV
—CFSPKPNTTNIFVONLWCNNT-HGVSMGSIGQYP-GVLDIIEHAYIENV
——CFSPKPNTTNIFVQNMWCNNT-HGVSMGSIGQYA-GEMDIIENVYIENV
——-CFSPKSNATNVHVDTMYCNGT-HGQSIGSLGQYK-GEMSFVKDVVIENV
——-CFSPKSNATDIHVDTMYCNGT-HGQSMGSIGQYQ-GEKSFIQDVVIENV
——-CFSPKSNGTNIHVNHMYCNGT-HGQSLGSLGEHK-GVMSYVEDVVIENV
——-CFSPKPNSSDLYVNTMYCNGT-HGQYSGARIKIW-AGADIGTGYVNNVT
——CIAAKGNTTNLLAKNIYCEGG-TGVTIGSIGQYP-EMPDYNLNITFENV
——-CVAAKGNTTNLLVRHVTCHGS-AGMTIGSIGQYP-EWPDYVENVTEFDGV
——-SISLKGNSTDITITNSNLYNG-LGIALGSIGQYK-DQFETIERLKVSNV
——-SISTKANSTDILITNSVFYRG-LGIAIGSIGQYK-DVFETIERVRAENT

D----———--- GIALKGNSSFIYIYDSVFYNG-QGIAIGSMGQFE-GKYEYINNLYARNL
—-ATALKGNSSFIYIYDSIFHGG-QGIAIGSMGQFD-GKYEYINNLYARNL
——-CVAIKPRSYNVRVSNVACHGG-NGIAIGSLGQYLEDASVKNVVIDNVDI
——-CIAIKPRSYNIRVSDVKCHGG-NGIAIGSLGQYLEDASVKNVVVDNVEI
—-—-CIAIKPRSYNIDIEDVTCVGG-NGIAIGSLDQYLEDSNVENVRVDKLNV
——-CVAFKPGANYVTVENVSCTGS-HGISVGSLGKSS---DDTVQNVYARNI
—--CVAFKPGSNYVTVEDVTCTGS-HGISVGSLGKSG---PDVVQNILAHRI
D-----—-—---- CITFKPGANYATVDNVTCAGTNHGVSIGSLGESG---DNTVTNIYVTNL

278
280
278
252
255
240
240
245
246
254
254
115
356
356
276
258
258
258
258
258
258
258
258
258
255
257
382

262
263
201
260
262
299
277
277
262
70

248
248
244
248
247
248
251
261
261
252
267
252
253
254
254
244
247
246
246
253
244
247
248
253
252
369
246
245
255
303
293
293
291
292
294
294
310
304
305
129
294
302
302
322
308
303
302
284
304
343
272
259
263
346

303
303
281
282
278
274
277
289
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EED57938.
EDP52870.
ABD61565.
BAH29710.
BAH14957.
BAA96351.
BAEB0700.
ACL80126.
ABH12113.
ARV84618.
ARM22187.
ADD73449.
CAM91235.
CAQ03435.
CAD62160.
ABQ11248.
ABQ11247.
ABQ11241.
ABW96528.
ABQ11245.
ABQ11246.
ABQ11236.
ABQ11240.
ABQ11234.
BAE97018.
ARAT4586.
CARK40265.
ABF51154.
BAB32924.
ARAF70169.
EDU44300.
ABF50893.
CAM07141.
CARE46647.
AAV84616.
CAQ03431.
AAV84617.
CAM32882.
EDP49013.
EAW19942.
CAK47667.
ABF50868.
EED53217.
BAB97386.
BAB61793.
CAM91338.
CAM91053.
CRQ03438.
AACl4466.
AAM00249.
AAB36616.
BAG72132.
BAG72133.
ABL01533.
CAA61552.
BAEO7111.
BAEO7133.
EEY20327.
CACl14022.
CAR64727.
AAAT79885.
CAA71247.
CRK47020.
ADZ99366.
AAR84199.
EDN63471.
ACR48699.
EDP47682.
EAU32536.
ABF50895.
EED50415.
ABD61562.
EEA22673.
EED15423.
AAF05088.
BAEO7166.
EEY19557.
AAP83023.
ABD61563.
ABF50897.
EED46018.
EAL84906.
ARO61898.
ABD61564.
BAE97090.
EEY21174.
EEY20199.
EEY16298.
EED49587.
EED23059.
EED47623.
EAL86831.
AAP83024.
EFY92040.
EFY99815.
EEA27533.
EED19995.
EDP55950.
EED47501.
EAL85450.
EEA25131.
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TVIDA-LYAARFKSWTGGQ--
TVIDA-LYAARFKSWSGGR--
TVVDG-LYAARFKSWSGGT--

~GLVKNVTWKNIRVYNVTFPIFVTQSY
~GLVKNVVWKNIRTFNVTFPIFVTQSY
~GLVKNVTWNNIRVENVTFPIFVTQSY

-TVSNSANGLRIKTIYGATD- -ASVSDITYESNTVSGISD---YGVVI
-TVTDSANGLRIKTVYGATD- -AAVTNIVYKDNTVSGISK---YGVVI
-TVTRSMYGVRIKAQRTATS-
-TVTNSMYGFRVKVQASATS-
-QIINNDQALRIKTKADATS-
TRWSTTTKALRIKTKSDATN- ~ASVTNVVENGNTATGIKK---FGVIV

ELVNS-SNGARIKSNSETT--
QIVNS-SNGARIKSNEGTT--
EQVNS-SNGVRIKSN
TITNS-QNGCRIKSNSGTT--
TITNS-QNGCRIKSNSDTT-
TITNS-QNGCRIKSNSGKT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT-
QIVNS-ENGCRIKSNSGTT--
QVVNS-QNGCRIKSNSGAT-—
QVINS-ENGCRIKSNADTT--

~GFISNITYSNIKLTNIDT---YGIDV
~GFISNITYSNIKLTNIDT---YGIDV

EVTKS-VNGVRVKAKVGTT-—-—-————==————==—-—
VVTKS-TNGIRVKAKVGAT--
QVTKS-TNGIRVKARSGQT--
TVSNS-VNGIRIKAKSGET--
QVTKS-ANGIRIKASAGDT--
TVQONS-DNGIRIKAKKDTT--
TVTKS-VQGIRIKTIAGDT--
TVTKS-VQAIRIKTIAGDS--
EIKAS-QNGIRIKTISGDT--
EIKAS-QNGIRIKTISGDT--
QVINS-QONGARIKTVYGAT--
QIINS-QONGARIKTVYGAT--
KVLNS-QONGVRIKTIYGKT--
KVVDS-QNGVRIKTVYKAT--
KVVNS-QNGVRIKTVYDAT--
QVVNS-DNGVRIKTVSGAT--
QVVNS-DNGVRIKTVYGAT--
TVQKS-TNGVRVKTVSGAT--
TVQKS-TNGIRVKTVSDTR-—
TVKNS-ANGVRIKTVSGTT--
TVKNS-ANGVRIKTVLGAT--
KIITTSQNGVRIKTVYDAA-—
KIINS-QNGVRIKTVYDAT--
TITNS-DNGVRIKTVSGAT--
TITNS-DNGVRIKTISGAT--
KIVNS-DNGVRIKTVSGAT--
KIINS-DNGVRIKTVAGAT--
SISNS-DNGVRIKTVSGAT--
SISNS-DNGVRIKTVSGAT--
KISNS-DNGVRIKTISGAT--
TIEKA-DNGIRIKTIAKKT--
TIEKA-DNGIRIKTIAKKT--
TIANS-DNGVRIKTISGAT--
KVTKS-MYGVRIKTIAGAE--
TVSDS-ENGVRIKTVYDAT--
TVTAS-ENGVRIKTISGAT--
QIVNS-DNGLRIKTIQKAT--
HVINS-DNGLRIKTVEGAT--
SCTNC-QNGVRIKTWPGGK-—
SMYNA-SDGARIKVWPGVSSAMSEDLQG--GGGLGSVKNVTYNQMY IENVDWATIEVTQCY
SMYNA-SDMARIKVWPGVDSALSEDLQG--GGGSGAVSNITYDRMYIENVDWAIEVTQCY
SMYNA-SDMARIKVWPGVASAMSEDLQG--GGGLGSVSNITYEDMYIENVDWAIEITQCY
SMYNA-SDMARIKVWPGISSAMSEDLQG--GGGLGSVONITYDKMYIENVDWAIEVTQCY
SMFNA-SDMARIKVWPGTPSALSADLQG--GGGSGSVKNITYDTALIDNVDWAIEITQCY
SMFNA-SDGARIKVWPGINSELEASLQG--GGGQGSVRNVTYDTMSIHNVDWAIELTQCY
SMFNA-SDGARIKVWPGIVSELEASLQG--GGGSGSVKNVVYDTMSVHNVDWAIELTQCY
SLHNA-TDGARIKVWPNTASALSGDLQG--GGGSGRVNNITYDTMYIDNVDYATEVDQCY
SMSNA-SDGARIKVWPGVETAFQSLLNG--GGGLGRVRNVTYDTFYHENNDNAITITQCY
SMANA-SDGARIKVWPGIETSFQTLLNG--GGGLGRVKNVTWDTFYHENNDRAITITQCY
TLSNA-SDAARIKVWAGAVPNKDGSLPYGAGGGGGVVKNITYDGMTVVNDDYSIELTSCY
SMTDA-SDVARIKVWPGVPADTSGSTSG---GGLGRVRNVTYEHMQSENNDHIISVSQCY
TMANT-TTAARLKVWPGAEAVKKGNPPWVGGGGKGYVRNVTYDLMINDNNDLAIQIDQCY
TLLNG-QNGARLKAWAGQDVG--
TLLNG-ENGARLKAWAGPDVG
TLLNG-ENGARLKAWAGEDVG
TLLNG-QNGARLKAWAGQDVG--
WMLNG-QHGARLKTWAGPDIG--
WMLNG-QHSARLKSWAGEKAG--
WMLNG-GHGSRIKVWAGPTAG--
FKYD-------- QALIPPPTL-- —-DKSVSHKRRRNFWVARMDYGIILDSCY
TIKDA-MDGAYIKTWQGTRIFTPSNGDW-GGGGTGLVKNVTFRDFVMDNVG-LPIQVAQC
RCINS-STGAYIKTWQGIPVDQDSNGDV-GGGGLGLVKNVTFKNFEMINTS-LPIQISQC
NFHNT-LHAIYVKTWTADQNGYPPNG---GGGGLGYISDVTAKDLKATSLRGAAFAISQC
TYYGT-LHSLYFKTWTGEQVNYPPNG---GGGGLGYASDISASNLHAYNLRGGPFTISQC
TFINT-AHVSYLKTWAGVSRGFPPNG---GGGGIGLATNITMEDIKIRKLRQQPFFSWQC
TEVNT-AHVAYLKTWAGVSRGVPPNG---GGGGIGLATNITMEDIKIRRLRQQPFFCWQC
IGYNK-DMHNAAYIKTYMGGRVLORSYE-SAGLPNGGGWGTVENILFSNFNVQGASAGPA
IRYNE-DMHNSAYIKTYMGGRVPQSSYE-SAGLPNGGGWGTVENILFSNFHIQGANTGPA
APLQT-DYCLHAQLRVYKN----MGRLS-GAPKLIRKRWSPSQWRLGQCYTSGGTSVT-—
TMINS-SKAAGIKTYPSGGDHG-- -LSTVKNATFEDFIVDGCDYAFQIQSCY
TMIES-TKAAGIKTYPSGNGHG-- -LSTVKNVTFSDFNVRGCDYAFQIESCY
SASGC-SKAAGIKLYASGPDYG-----—------ TATVHNVTYQGVTVDDCDYGLQIQSCY

—~YGRINNVTYKNIQIQNTDAPIVLDQCY
-YGFIDNVTFRNFWGGNNEYTAFIDSCY
-YGFINNVTFRNFWNANNEYAAFLDSCY

322
324
322
294
297
282
282
287
289
295
295
129
397
397
317
299
299
299
299
299
299
299
299
299
296
298
423

303
304
242
301
303
340
318
318
303
111
289
289
285
289
288
289
292
302
302
293
308
294
294
295
295
285
288
287
287
294
285
288
289
294
293
410
287
286
299
360
350
350
348
349
351
351
367
361
362
188
350
361
349
369
355
350
349
331
329
383
329
316
319
402

359
359
339
340
330
322
325
337
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YDQSVSRDG-VDTESSVMMEDFTWEDFSGSINSYQPGDGSCATDPCWYNAGLPNLKHTEA
SDQSASRPGTIDPFSSVMMEDFTWSDFSGTINTYHPGDGSCVTDPCWYNVGLPNLKHTEA
SDQGASRSGTVNASSAVMMEDFTWSDFAGSINTYQPGDGSCVSDPCWYNVGLPNLKHTEA
EQDYENGSPTGTPSNGVTLGPVTFSG-—————————————————————

EQDYENGSPTGKPSNGVTLGPVTFEG---
SQSYP--DDVGNPGTGAPFSDVNEFTGG--
SQSYP--ADEGKAGTGGPISGINFTGG--
DQGYP--TTLGAPGNGVKISGINFTGS--
DQGYP--TTLGTPGNNVAMSGISFG--
QODYLNGGPTGEPTNGVIIENILFE--
QODYLNGGPTGNPTNGVLIQNILFQ-——————————————————————

QODYLNGGPTGEPTNGVKISGITFS--
QODYLNGGPTGKPTNGVKISGITFES
QODYLNGGPTGEPTNGVTISNIAFS
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNIKET
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNIKET
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNIKET
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNIKET
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNINET
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNIKET
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNIKFT
QODYLNGGSTGKPTNGVKISNIKFT
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNIKFT
QODYLNGGPTGKPTNGVKISGIKFI-—
QODYLNGGPTGKPTNGVKISNIKFI-—
QODYENGGATGDPTNGVKIENISFV-—

EQNYDGGDLHGDADTGVPITALTLDNV-=-———=——————————————
EQNYDGGDLHGTPDTGIPITGLVLSDV-—
EQNYDGGDLHGTAGTGIPITGLTLONI-—
EQNYDGGDLDGEVTSGIPITDLTIENI-—
EQNYDGGDLHGSPTSGIPITNLVLONI-—
EQNYDGGDLHGEPTNKLPISHVTVNGL--
EQNYDGGDLHGDPTTGVPITDLTIKNI-—
EQNYDGGDLHGDPTSGVPITGLTIKNI-—
NQAYDG--TSGEPTNGVAISKFILENI-—
NQAYDG--TSGKPTNGVAISNFILENI-—
QODYENGKPTGKPTNGVKVSDITFE-—--—
QODYENGKPTGNPTNGVKVSDITFE--
EQDYENGSPTGTPTNGVKVEDITFK--
EQDYENGSPTGTPTNGVEVEDITFK--
EQDYENGSPTGTPTNGIKVSDITFD--
QODYKNGGPDGKPTNGVKISGITFS--
QODYENGSPTGNPTNGVSVTINITFK--
QODYQONGSPTGTPTAGVPITGLTMN-—
QODYQONGGPTGTPTTGVPITGLTVN-—
QODYKNGSPTGTPTGGVPINDVTEFS--
EQDYENGSPTGKPTSGVPITGVTLS--
EQDYENGSPTGTPTTGVPITGLTVS--—
EQDYENGSPTGTPTTGVPITGLTVS--—
EQDYENGSPTGTPTTGVPITDLTVS--
EQDYENGSPTGKPTTGVPITGLTVS--
EQDYENGSPTGTPTNGVPITGLTLS--
EQDYENGSPTGKPTSGVPISGLTLS--
EQDYENGSPTGTPTAGVPITDVTIN--
EQDYENGSPTGTPTAGVPITDVTIN--
EQDYENGSPTGTPTAGVPITDLTIN--
QODYENGSPTGKPTAGIPITGVTAK--
QODYENGSPTGKPTAGIPITGVTIK--
EQDYLNGGPTGKPTTGVPITGVTLK-~-
QODYKNGKPTGNPTTGVPITNLTVN--
EQDYENGDPTGTPSNGVTISDVTLE--
EQDYENGSPTGTPTSGVPVTELTLE--
ETDYSNGSTTGTPGSKVPITNFEVD--
EGDYLNGKTTGTATGGVPISNLVMK--—
CDQONQESYCNGNDASSLSITGVTISG-—
GQKNLTLCNEYPSNLTISDIHFKNFRG--
GQKNQTLCNQYPSNLTISDVHIKNMWG--
GQKNMTLCNEYPSNLTISDVYISNMYG--
GQKNQTLCNENPSNLTISDVYFNDLTG-
GQKNTTLCNEYPSSLTISDVHIKNFRG-
GQSNQTLCDEYPSKLTITDIHFKNEFSG-
GQSNQALCDEYPSNLTISDIWFKNEFSG-
GOKNLTLCLEFPSPLTITDIIFRNFTG-
GQOKNQTLCNEFPANLTIEDVTMKNEWG—
GQKNQTLCYEHPANLTIEDITMKNMWG—
MQTT-ANCNAYPTKMIIQDVVFKNFVG—
ESKNQTMCDSYPSKLVIEDVLFKDFKG—
GAINASECLDHPSGVILTNVLFKNMWG-
FDIEAAECAQYPSQVNVTNILFENISG-
FNINATQCAAYPSRVNFTNIVFEDIYG-
FNIPADECASYPSQVNVTNIVFENVYG-
FDINATECAKYPSAVNITNILFENIWG--
FNINATTCAQYPSRMNITNILFENFTG--
FQINSTTCAQFPSKVDISNVLFENFTG--

FNKSVEECNKYP
VYSAGSNK--SCNTSTLQIEDVKWENI-—
MYSESSG---ACNTSKLQIEDVSWVNI-—
TRFSGAPGEGNCTNSEFQVRDISVLNL--
TTFPRAP--SNCTSSKFQIRDLRIEDV--

-RGTS--RFNIAS
-TGTS--RYNVVA
-SGTT--ESNRVA
-TGSS--TTDVVA

ENYSGWAG-RDCNSSKFKMSHVKWRNV-————-———————————————— TGTVNKDVKDVG
ENYSGWAG-RDCNSSKFKMSRVTWKNV-— -TGTVNKGVKDVG

ITQDTGDNGTFKGTSLIAISNVAFVNEF-— - -TGYLNGVS--RA
ITQDTGDNGTFKGTSLMAISNVAFVNF-—-—-———-—————————————— TGYLNNVANNRI
GE-DDTYCEENPGDAVLEGIVVKGFTG-- - -TTSDKEDPVVAN
GE-SESYCESNPGNAILQGIVVKGFSG-- - -TTSGKYDPVVAN
NS-NSSYCAEYPTTASLTDVYFKDFSG-—-——-———————————————-— TTSGKHGSVVAN

381
384
382
332
335
319
319
324
324
332
332

434
434
354
336
336
336
336
336
336
336
336
336
333
335
459

339
343
281
340
342
379
357
357
340
143
326
326
322
326
325
326
329
338
338
330
345
331
331
332
332
322
325
324
324
331
322
325
326
331
330
447
324
323
337
399
389
389
387
388
390
390
406
400
401
226
389
400
388
408
394
389
388
370
330
395
364
350
356
437

397
397
376
379

360
363
375
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LVIECNTDKSCKNFVTKNIQLYPQVLEPA-
IVLECNTESSCKNFRTEGIRLHPQSKDSP-
LITECHTAQSCKNFVTDNIQLYPQVLEPA-
VYVLCGSK-CTGTWNWSGLTTSGGKAGSS-
VYVLCGSK-CTGTWDWSGLSVSGGSSGSI-
VTVECGN--CSGNWNWSQLTVTGGKAGTI-
VSVNCAA--CSGTWDWSQLTVTGGKAGTI-
VAVNCGTG-CTGTWDWSKLTVTGGKASDS-
VAVNCGSK-CTGTWDWSGLKVTGGNAG-K-
YYVLCGEGS-CSNIKFSGVKITGGQKESS—
YYVLCGSGS-CNNITFSGVKITGGAVAST-

SVICMKATAELNPNLGEFN
SVICMKATAELNPKLGFE
SVICMNATAALNPDLGFET

YYVLCGSGS-CSDITFTDVSISGGGKTST-
YYVLCGSGS-CSDITFTDVSISGGGKTST
YYILCGSGS-CSNFKFTDVSISGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGVGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS
WYILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS—
WFILCGDGS-CSGFTFSGNAITGGGKTSS—
YYILCGDGS-CSNEVFTDVDITGGSDDS-—

DVVVTCGKGSCTGWTWTGVDVTGG-KTYD-
VVVTCGSETSCTGWKWDNVVITGGSKVYG—
VVVTCGSSTSCTGWTWSGVSVTGG-KTYG—
IVIVCG-DDACSNWTWSDVEVTGG-EDYG—
IAVVCG-SGACSSWTWSNVVVTGG-KKYG—
MATIVCG-SGSCANWTWKDVKVSGG-KKYD-
VVIVCG-STSCKSWTWSSVAVTGG-KTYS—
VVIVCG-STSCKSWTWSSVAVTGG

IECGSG---SCTDWTWTDVSVTGG-KTSS—

IYILCGSGS-CTNWTWSGNSVTGG-KKSS—
IYILCGSGS-CTNWTWSGNSVTGG-KKSS—
IYILCGSGS-CSNWTWSGVDVTGG-KKSS—
VNILCGSGS-CKDWTWSGVDITGG-KKSS~—
IYILCGSGS-CTDWTWSGVSITGG-KTSS—
AYLLCGSGS-CSNFTWNKINLTGG-KTSG-
YYLLCGKGS-CSNWTWSNVKIIGG-KTSD-
TYILCAK---CSGWTWNKVAVTGG-TVKK—
TYILCAN---CSGWTWNKVAVTGG-TAKK—
VYVLCAK---CSRWSWD-VSVSGG-K----—
VYVLCAK---CSGWTWD-VNVTGG-KTST-
VYILCGKGS-CSGWKWSGNSVTGG-KKSS—
VYILCGKGS-CSGWKWSGNSVTGG-KKSS—
IYILCGKGS-CSDWTFSNVAVTGG-KKST-
IYLLCGKGS-CSGWKFSNVAVTGG-KKST-
VYILCASGA-CSNWKWSGVSVTGG-KKST-
VYILCAS---CTNWKWSGVSVTGG-KKSS~—
VYILCAN---CKNWTWTNNKVTGG-KTST-
VYILCAN---CKNWTWTNNKVTGG-KTST-
VYILCAKGA-CSNWKWSGVNVTGG-GKPK-
VYVLCAKGA-CSNWKWSGVSVTGG-KSST-
VYVLCAKGA-CSDWKWSGVSVTGG-KSST-
IYVLCGKGS-CSGWNWSGVSITGG-KKSS—
VHILCGSSSSCKGWTWTDNKIVDG-ATPK-
IYILCGDGS-CSDWTMSGIDITGG-ETSS—
YYILCAS---CSDWTVSSVDVTGG-SSSD-
VKILVAGAS---KWTWKDVDITGG-CSFG-
VKILVKNAT---NWQWSGVSITGG-SSYS~—
VDIDCSTNTPCTDFTISGVTVNKASNTKK-
IVCSSP--NVCSDIYAENIDVKSPKGTD-—
IVCSSP--DVCSDIYVTNVNVTSPSGTD-—
IVCSSP--DVCSNIYVENIDVVSPSGTN-—
IICSSsP
IVCSsp
LVCSsSP
LVCSSP
FACSST
LVCSAP
LVCSAP
LVCSSA
LTCSSP
LICGSA
LVCSPN
LTCSPN
LICSPN
LVCSPD--AVCTNITLSNVNLTSPKG-TA-
LTCSTSKDAVCENIKFKDFNIKTPCGGDP—
LTCSSSPNAVCENIRFKDFNVQSPAAARP—
LTCSTSPDAVCDNIRFRNFAVRSPCGGPA-
—-SGMDITNIRFEELHRLHVGRLRQCRGPP-

NVCINLQGSSGFPICSQ-
---NFVCTNVDKSLLDVNCA---
---DYICTNVDESLLDVNCSSG-
---DFICTNVNESLLQVNCTSG-
--GFVCTNVDEEFLDVECASSS
—--DFVCDNVDESLLSVNCTATS
--QAICTNVDDSLLSLNCTA--
--QAVCTNVDDSLLQLNCTK--
--EAYCLNVNETGLDVTCTTGF
--VYDCONIDTSTLDITCRDPT
—--VYACVNVDEGLLDLTCVKPA
--TWTCTNVDKSLLGINCV---
—--TFTCNNMGNSNLEDITCA--
--EWQCRYMDEELLDLGGVGCI
--EIVCEGVQGDIGVECQASAD
--VIVCDGIQGDIGVECQSSSN
—--VVVCDGISGGVGVECQSSE-
---EIVCDDIQGGIGVDCVSDES
—---VFLCDGVKDIGVDCVSATST
—--—-SSCATASRTVSAPRVSRRRA
---IAICDGVTGDTGDLPCYAAG
—---LLLDGRLGRLRQHRHQGLQR

SIYCSDEVP-CPNMSFENVNITSLNATRGQAYYDTDIQYELFQCTNVVGQONSSGIPCNQA

SLYCSDPVP-CPGIIFDNVTFESVNHTLGL
SLQCSAVAP-CTDIALSGINLELKNGTA-—
SFQCSAVKP-CTEIQIQNVNLQLANGTM-—

PMWNTTMQDEVYQCANIDGONSSGIPCNRV
-ASEYLCGNVENQK--GFECTGA
-ADEYLCGNVEGTR--GFNCTGK

SFQCSSAAGGCDDFEVADIDISVDGGGK-—
SFQCSSAAGGCDDFEVSDIDVWVDGGDK-—
ASVSCSNVHPCYNIDFQNVDLLPSQNATA-
ASVSCSNVHPCYNIDFQNVKLNPSQNVSA-
SKVSCSEVHPCYNIEFDNVVLYSGKNASS—
LNCGSK---GTCDVTISGFEVKAPSGDAK-
LNCGAR---GTCDVSMSAFSVKAPSGKAT-
LDCSAD---MTCDVYVENFSIKPPSGTAE-

———————— LDKWHCENVHGNK--GFTCNDP
—~LDNWHCENVHGNK--GFTCNDP
-YGNVTCSYIESGGVRGLSGC--
-YGNVSCSYIESGGVHGLLGC--
-PRTGSCKYTANGGVHGLAGCWL
—----ILCGNTPSDLGVTCSSGAS
----VLCDNTPSSLGVSCTSGAS
——————————— VLCANFDGSPGVTCTPGAS

428
431
429

364
364
364
363
370
370

472
472
392
374
374
374
374
374
374
374
374
374
371
373
495

379
384
321
380
380
418
397
380
380

364
364
362
364
363
366
369
374
374
351
380
369
369
372
372
362
363
360
360
370
362
365
364
370
370
484
362
361
383
442
434
434
433
434
434
434
452
447
448
270
434
447
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455
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435
437
419
379
443
423
409
403
484

445
445
425
428
381
405
408
420
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AAP83024.
EFY92040.
EFY99815.
EEA27533.
EED19995.
EDP55950.
EED47501.
EAL85450.
EEA25131.
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CSNGTFTSA= === == — == m oo 437
CRNGTEVPH= === == === 420
CKNGTYSPLEN === === = m e 440

SNDIEEMPAQDPNDPEDPDTAMQEAEAEEAAAGNSTTSG - 403
ETS - 367

D 435
LGN = = = = 456
SARDTTNG 455
GDRDTSQG 456
PA 449
STTRRSVDLARSLKYRA === === === == = oo oo 472
VTR 438
AGKAALANKCVAPQASASPFKVRKFNG- === === === === ————m oo 464
TRASRAQGQVHIASGGAAWSAVVGVWFDKTRSWTAPASLRGQTGCAKKVKPAGGGYSPCT 479
SAEAKAALRDTCIGEKSGYVGKPWADGGPGE == == === === === === —— oo 410
QVAVRAASPSSSATGIGDDLGLPLRAL-=========== === == —— oo~ 470
APSNFSQWIYGNVDSSGLATALSDHLGN == === === === === ——mm—mo oo 451
APDSFGGVSHNVQ 422
VCEGGSATGEC 414
ACEKPSATGGC 495
PPOK S G = === = == 451
PPOKSG 451
SWREIVEIVSSSLRRNTDNIPSLECYQRHREPCRY === =========————————om o 416
G 406
Gmmm m 409
Gmmm o 421
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EED57938.
EDP52870.
ABD61565.
BAH29710.
BAH14957.
BAA96351.
BAEB0700.
ACL80126.
ABH12113.
AAV84618.
ARM22187.
ADD73449.
CAM91235.
CAQ03435.
CAD62160.
ABQ11248.
ABQ11247.
ABQ11241.
ABW96528.
ABQ11245.
ABQ11246.
ABQ11236.
ABQ11240.
ABQ11234.
BAE97018.
AAAT4586.
CAK40265.
ABF51154.
BAB32924.
AAF70169.
EDU44300.
ABF50893.
CAMO7141.
CAE46647.
AAV84616.
CAQ03431.
AAV84617.
CAM32882.
EDP49013.
EAW19942.
CRK47667 .
ABF50868.
EED53217.
BAB97386.
BAB61793.
CAM91338.
CAM91053.
CAQ03438.
AACl4466.
AAM00249.
AAB36616.
BAG72132.
BAG72133.
ABL01533.
CAA61552.
BAEO7111.
BAEO7133.
EEY20327.
CAC14022.
CARG4T727.
AAAT79885.
CAA71247.
CAK47020.
ADZ99366.
AAR84199.
EDN63471.
ACR48699.
EDP47682.
EAU32536.
ABF50895.
EED50415.
ABD61562.
EEA22673.
EED15423.
AAF05088.
BAEO7166.
EEY19557.
AAP83023.
ABD61563.
ABF50897.
EED46018.
EAL84906.
ARO61898.
ABD61564.
BAE97090.
EEY21174.
EEY20199.
EEY16298.
EED49587.
EED23059.
EED47623.
EAL86831.
AAP83024.
EFY92040.
EFY99815.
EEA27533.
EED19995.
EDP55950.
EED47501.
EAL85450.
EEA25131.

Y 480
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Os residuos grifados em amarelo sao referentes aos 8 residuos conservados.
Em azul os residuos de Gly e Ser envolvidos no reconhecimento do substrato.
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Apéndice C — Resultado da avaliacéo feito pelo programa WHAT IF
para o modelo 3D do L. gongylophorus.

Numero AA Valor NUmero AA Valor
1 GLY ( 23) 1,608 168 ILE (190) 3,844
2 THR ( 24) 0,108 169 GLN (191) -0,740
3 ILE ( 25) 2,830 170 ASN (192) -2,254
4 ASN ( 26) -2,627 171 SER (193) 2,176
5 SER ( 27) 4,822 172 VAL (194) 1,540
6 MET ( 28) -3,105 173 ILE (195) 4,385
7 ALA ( 29) 0,186 174 MET (196) -1,453
8 ASP ( 30) -1,143 175 ASN (197) -0,690
9 VAL ( 31)  -1,557 176 GLN (198) -3,987
10 ALA ( 32)  -2,567 177 ASP (199) -2,272
11 ALA ( 33) -2,487 178 ASP (200) -0,430
12 ALA ( 34)  -0,712 179 CYS (201) -1,126
13 VAL ( 35) -3,937 180 LEU (202) 2,872
14 ALA ( 36)  -0,936 181 ALA (203) 4,497
15 CYS ( 37) -0,479 182 ILE (204) 2,205
16 THR ( 38)  -1,857 183 ASN (205) -1,101
17 THR ( 39) -2,056 184 ARG (206) -2,113
18 VAL ( 40) 3,231 185 GLY (207) 0,203
19 ASN ( 41) 2,596 186 ALA (208) 0,853
20 LEU ( 42) 3,004 187 ASN (209) -0,707
21 ASN ( 43) -0,432 188 ILE (210) 3,733
22 SER ( 44) -2,985 189 VAL (211) 2,241
23 PHE ( 45) 2,556 190 PHE (212) 2,949
24 GLN ( 46) -4,470 191 LYS (213) 1,439
25 VAL ( 47) 2,527 192 ASN (214) -1,459
26 PRO ( 48) -1,719 193 ASN (215) 2,366
27 ALA ( 49) -1,790 194 HIS (216) 0,276
28 GLY ( 50) -2,416 195 CYS (217) 2,467
29 GLN ( 51) -4,930 196 SER (218) 2,569
30 THR ( 52) -1,433 197 GLY (219) -1,635
31 LEU ( 53) 4,050 198 GLY (220) 0,922
32 ALA ( 54) 0,041 199 HIS (221) -2,782
33 LEU ( 55) 5,484 200 GLY (222) 2,038
34 LYS ( 56) -4,035 201 ILE (223) 2,369
35 LEU ( 57) -0,884 202 SER (224) 1,244
36 LEU ( 58) -3,462 203 VAL (225) 1,997
37 THR ( 59) -2,655 204 GLY (226) -1,465
38 GLY ( 60) 0,103 205 SER (227) -0,537
39 THR ( 61) 1,146 206 ILE (228) 2,242
40 THR ( 62) 2,555 207 ASN (229) -2,348
41 VAL ( 63) 6,553 208 SER (230) -1,477
42 ASN ( 64) 0,698 209 GLY (231) -0,398
43 MET ( 65) -1,172 210 VAL (232) 0,292




44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

ASN ( 66)
GLY ( 67)
ASP ( 68)
ILE ( 69)
THR ( 70)
PHE ( 71)
ALA ( 72)
HIS ( 73)
GLU ( 74)
ASN ( 75)
TRP ( 76)
ALA ( 77)
GLY ( 78)
PRO ( 79)
LEU ( 80)
PHE ( 81)
GLN ( 82)
ILE ( 83)
SER ( 84)
GLY ( 85)
SER ( 86)
SER ( 87)
ILE ( 88)
THR ( 89)
PHE ( 90)
ASN ( 91)
GLY ( 92)
ASN ( 93)
GLY ( 94)
HIS ( 95)
THR ( 96)
PHE ( 97)
ASP ( 98)
GLY ( 99)
ASN ( 100)
GLY (101)
PRO (102)
LEU (103)
TYR (104)
TRP (105)
ASP (106)
GLY (107)
LEU (108)
GLY (109)
GLY (110)
ASN ( 111)
GLY (112)

-3,339
-0,616
0,058
7,639
4,056
1,058
-1,803
-4,117
-3,368
-3,885
-4,151
-3,959
-3,824
0,137
-0,640
3,704
1,271
4,142
-0,309
1,348
-0,681
-2,189
2,924
1,735
0,754
2,394
-1,958
-3,198
-0,960
-0,289
2,026
4,027
1,490
-2,7156
-1,446
-1,389
-1,405
-3,631
-3,644
-3,796
-1,908
-2,706
-3,677
0,406
-3,344
-5,380
-2,676

211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257

THR (233)
VAL (234)
ASN ( 235)
GLY (236)
ILE (237)
THR (238)
ILE (239)
THR ( 240)
GLY (241)
ASN ( 242)
THR (243)
ILE (244)
THR ( 245)
ASN ( 246)
ASN ( 247)
ASP (248)
GLN (249)
ALA ( 250)
LEU (251)
ARG (252)
ILE (253)
LYS (254)
THR ( 255)
ASP ( 256)
ALA (257)
ALA ( 258)
ALA ( 259)
THR ( 260)
GLY (261)
SER (262)
THR (263)
VAL (264)
THR ( 265)
ASN ( 266)
ILE (267)
THR ( 268)
TYR (269)
SER (270)
GLY (271)
ASN (272)
THR (273)
ALA (274)
THR (275)
GLY (276)
CYS (277)
LYS (278)
ARG (279)

-1,069
2,965
0,744
1,217
3,682
2,107
3,662
1,009
-0,604
2,537
1,902
1,118
0,084
-4,149
2,489
-1,461
2,239
-0,436
1,232
1,195
4,256
1,640
2,716
1,453
0,026
-2,401
-1,081
-2,753
-2,839
0,632
1,627
4,218
-0,118
-1,074
3,647
2,755
1,802
0,827
-0,377
1,283
0,825
1,269
0,503
0,403
4,681
-2,020
-2,456

107



91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

GLY (113)
VAL (114)
THR ( 115)
LYS (116)
PRO (117)
ALA (118)
PRO (119)
MET ( 120)
MET (121)
LYS (122)
ILE (123)
SER ( 124)
MET ( 125)
SER (126)
GLY (127)
THR (128)
PHE (129)
SER (130)
ASN (131)
VAL (132)
LYS (133)
VAL (134)
LEU ( 135)
ASN (136)
SER (137)
PRO (138)
ALA (139)
ARG ( 140)
THR (141)
TYR (142)
SER (143)
VAL (144)
SER ( 145)
ASN ( 146)
PRO (147)
ALA (148)
PRO (149)
LEU ( 150)
VAL (151)
MET ( 152)
ASP (153)
GLY (154)
LEU ( 155)
THR ( 156)
ILE (157)
ASP (158)
ASN (159)

-0,708
-2,302
-4,272
-3,488
-2,631
-2,767
-0,308
0,315
-0,005
2,444
-2,527
-1,410
-5,696
0,217
1,078
1,294
3,629
0,617
-2,167
1,404
2,720
4,582
0,540
-2,085
-0,870
-2,343
0,241
1,134
-1,768
-5,644
0,399
-1,336
0,199
-2,295
-0,664
-2,420
-3,217
-2,866
-2,729
3,249
0,564
0,825
3,931
2,228
2,705
-0,471
2,063

258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304

PHE ( 280)
GLY (281)
VAL (282)
ILE (283)
ILE (284)
ASP ( 285)
GLN (286)
SER (287)
TYR (288)
PRO ( 289)
SER (290)
THR (291)
ILE (292)
GLY (293)
THR (294)
PRO (295)
GLY (296)
SER (297)
GLY (298)
VAL (299)
LEU ( 300)
LEU (301)
SER (302)
ALA (303)
VAL (304)
ASN ( 305)
PHE ( 306)
VAL (307)
SER (308)
PRO (309)
GLN (310)
THR (311)
SER (312)
ILE (313)
THR (314)
VAL (315)
ASN ( 316)
SER (317)
GLY (318)
ALA (319)
GLU (320)
ARG (321)
VAL (322)
ALA (323)
VAL (324)
ASN ( 325)
CYS (326)

1,361
1,038
4,891
1,205
1,224
0,646
0,109
-1,094
-2,428
-2,629
0,112
-3,565
-5,487
-3,792
-4,420
-1,652
-2,783
-1,136
0,141
-0,910
0,220
3,519
2,894
0,962
0,183
3,286
0,453
-2,566
-3,716
-1,868
-3,172
2,330
1,825
7,057
0,074
-0,513
-0,969
-3,556
-3,985
-2,905
-2,117
-1,203
3,435
0,123
-0,042
0,045
1,889
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138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167

SER ( 160)
LEU (161)
GLY (162)
ASP (163)
GLN (164)
PRO (165)
ASN ( 166)
SER (167)
ASN (168)
SER ( 169)
ASN (170)
GLY (171)
LEU (172)
ALA (173)
ALA (174)
GLY (175)
HIS (176)
ASN (177)
THR (178)
ASP (179)
GLY (180)
PHE (181)
ASP (182)
ALA (183)
SER (184)
THR ( 185)
GLU (186)
ASN (187)
LEU (188)
THR (189)

-3,172
-1,544
-2,710
-2,529
-2,754
-0,962
-5,047
-3,553
-2,095
-3,907
-4,857
-1,262
-4,204
-2,815
-1,198
-2,258
-3,806
-0,019
-0,992
1,172
0,236
2,291
-2,184
1,167
-3,025
-2,411
-1,832
-2,193
1,192
1,252

305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333

GLY (327)
VAL (328)
GLY (329)
SER (330)
CYS (331)
THR (332)
GLY (333)
THR (334)
TRP (335)
ASN ( 336)
TRP (337)
SER (338)
ASN (339)
LEU ( 340)
LYS (341)
VAL (342)
SER (343)
GLY (344)
GLY (345)
THR (346)
THR (347)
GLY (348)
LYS (349)
ILE ( 350)
THR (351)
ASN (352)
PHE (353)
ASN ( 354)
GLY (355)

-1,271
-2,210
-1,600
0,713
0,288
0,007
-0,488
-2,075
-0,623
0,888
-0,617
-0,256
0,071
3,381
0,633
-0,353
0,379
-2,508
-1,943
-1,401
-3,880
-1,420
-0,273
-2,559
-0,542
-1,112
-4,101
-3,811
-2,962

Numero: refere-se ao numero sequencial do residuo na proteina; AA: residuo.

aminoacidos em destaque sdo aqueles que apresentaram piores valores.

Os
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Apéndice D — Escore resultante do alinhamento entre Endo-PG de
fungos de estrutura 3D conhecida e a sequéncia de PG do L.
gongylophorus

Sequence 1: ADV30326.1 361 aa

Sequence 2: 1K5C|A 335 aa
Sequence 3: 1HGS8J|A 349 aa
Sequence 4: 1IA5|A 339 aa
Sequence 5: 1CZF|A 362 aa
Sequence 6: INHCI|A 336 aa
Sequence 7: 2IQ7|A 339 aa

Sequences (1:2) Aligned. Score: 50
Sequences (1:3) Aligned. Score: 32
Sequences (1:4) Aligned. Score: 38
Sequences (1:5) Aligned. Score: 32
Sequences (1:6) Aligned. Score: 34
Sequences (1:7) Aligned. Score: 37
Sequences (2:3) Aligned. Score: 32
Sequences (2:4) Aligned. Score: 36
Sequences (2:5) Aligned. Score: 35
Sequences (2:6) Aligned. Score: 38
Sequences (2:7) Aligned. Score: 39
Sequences (3:4) Aligned. Score: 44
Sequences (3:5) Aligned. Score: 41
Sequences (3:6) Aligned. Score: 40
Sequences (3:7) Aligned. Score: 46
Sequences (4:5) Aligned. Score: 58
Sequences (4:6) Aligned. Score: 61
Sequences (4:7) Aligned. Score: 61
Sequences (5:6) Aligned. Score: 59
Sequences (5:7) Aligned. Score: 63
Sequences (6:7) Aligned. Score: 61



