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Reconstrugdo de rotas metabolicas de bactérias do género Klebsiella spp. como
ferramenta no aprimoramento do controle biolégico da mosca Ceratitis capitata (medfly)

Resumo

Os cientistas tém desenvolvido védrios métodos no controle de pragas, como o controle
quimico com inseticidas e como o controle biol6gico com a técnica do inseto estéril
(SIT, pelas suas siglas em inglés Sterile Insect Technique) baseada na produgdo de machos
inférteis produzidos por irradiagdo e liberados posteriormente no meio ambiente. Atu-
almente, a técnica SIT é utilizada no controle de populagdo de Ceratitis capitata e essa
técnica é complementada com pesquisa da sua microbiota. Baseada nessa abordagem é
utilizada a identificagdo dos mecanismos moleculares nas bactérias que formam essa
microbiota da mosca utilizando a técnica de reconstrugdo de rotas metabdlicas dessas
bactérias, para avaliar possivel relacdo simbidtica entre hospedeiro e bactéria. Neste
processo simbidtico entre a mosca e as bactérias a metabolizagdo do nitrogénio ¢ reali-
zado pela bactéria posto que a mosca ndo é capaz de metabolizar o nitrogénio. Baseado
nessa informacao nesta dissertacdo nds focamos na utilizagdo da técnica de reconstrugao
das rotas metabdlicas utilizando uma técnica ndo usual baseada na teoria de grafos
para identificar rotas envolvidas na metabolizacdo do nitrogénio e identificar esses
mecanismos moleculares entre C. capitata e Klebsiella a partir dos dados sequenciamento
das bactérias presentes na microbiota da mosca. As sequéncias foram processadas pela
metodologia proposta nesta dissertagdo obtendo dez rotas metabdlicas, seis rotas com
L-Glutamato como produto, trés com Amonia como produto e uma rota metabdlica
que ndo foi utilizada nesta pesquisa posto que ndo produz produtos metabolicos fi-
nais. Os principais produtos metabdlicos utilizados pela mosca sdo o L-Glutamato
e Amonia esses produtos sdo necessarios na sintese de novas proteinas no processo
de metamorfose da mosca. Concluimos desde o ponto de vista da metabolizacdo do
nitrogénio ndo hd diferenca entre as cepas. Com base nessas informacdes, analisamos e
avaliamos a anélises das rotas metabdlicas com EM. As consideragdes acima discutidas
sugerem que podemos identificar possiveis rotas metabolicas envolvidas no processo de
simbiose entre Klebsiella e C. capitata utilizando a metodologia proposta de reconstrugdo
de rotas metabolicas baseada na teoria de grafos, que pode ser utilizada para melhorar
a producdo de machos inférteis de C. capitata para a liberacdo e controle populacional.

Palavras-chave: Ceratitis capitata, Klebsiella, Reconstrugdo rotas metabélicas e Simbiose.



Reconstruction of metabolic pathways of Klebsiella spp. bacteria as a tool improve the
biologic control of medfly fly (Ceratitis capitata)

Abstract

Nowadays, scientists develop multiple methods to control pests, like chemical con-
trol as the insecticides and biological control as the Sterile Insect Technique (SIT) to
release infertile males produced by irradiation. This technique is complemented with
research in Ceratitis capitata microbiota, this approach is based on the identification
of molecular mechanisms using the reconstruction of metabolic pathways to improve
the SIT technique. We focus on the reconstruction of metabolic pathways involved in
nitrogen metabolization because the bacteria are in charge of metabolizing the nitrogen
compounds and make available for the medfly. We propose a pipeline based on graph
theory to process the genome sequences of the three Klebsiella bacteria, reconstruct
metabolic pathways and identify molecular mechanisms. The result of processing the
biological data of the three strains of Klebsiella were ten pathways involved in the
symbiosis process between Klebsiella and medfly. The results of the pathways analyses
present six pathways where the L-Glutamate was a final product, three pathways with
ammonia product and one pathway was discarded because it was an internal pathway
and don’t generate a metabolic product. Those pathways corresponding to L-Glutamate
and ammonia metabolic products are part of nitrogen metabolism in Klebsiella, which
shows that this metabolic process is one of the molecular mechanisms involved in
symbiosis process between Klebsiella and C. capitata. We conclude based on the nitrogen
metabolization that doesn’t exist a difference in the three strains of Klebsiella.Finally, by
the results of the sequences analysis, in the medfly’s metamorphose the L-Glutamate
and Ammonia are used in the synthesis of new proteins and those are products of
nitrogen metabolization. The final consideration suggest that the pipeline propose can
be used as first step to identify molecular mechanisms that can improve the production
of industrial C. capitata.

Keywords: Ceratitis capitata, Klebsiella oxytoca, Computational modeling, Stoichiometric
modeling. Symbiosis, Elementary modes.
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1 Introducao

Durante os altimos anos, pesquisas do controle biologico de pragas de insetos
tém sido intensificadas, especificamente na mosca do mediterraneo Ceratitis capitata.
Uma das técnicas do controle biolégico utilizada na mosca é a Técnica do Inseto Estéril
(SIT, pelas suas siglas em inglés Sterile Insect Technique). A técnica SIT é complementada
por pesquisas na identificacdo de conjunto de microrganismos chamado microbiota
dentro da mosca. De acordo com (AHARON et al., 2013) as bactérias do género Klebsiella
sdo organismos simbiontes da C. capitata uma vez que contém mecanismos moleculares
relacionados com grupos metabdlicos que coexistem e complementam aos grupos meta-
bélicos do hospedeiro (mosca). Esses mecanismos moleculares sdo necessarios no ciclo
de vida da mosca, como por exemplo, a metaboliza¢do do nitrogénio que é usado pelas
moscas no processo digestivo (AMI et al., 2009).

Neste contexto, uma pesquisa fundamentada na reconstrucdo de rotas meta-
bélicas a partir de genomas das bactérias Klebsiella pode contribuir para identificar
mecanismos moleculares de Klebsiella como possiveis alvos da engenharia metabélica
na linha de produgdo da mosca pela técnica SIT, que possa aprimorar o controle biol6-
gico da mosca. No entanto, utilizar ferramentas de bioinformadtica para processar dados
biologicos. Nesta dissertacao sdo descritas as etapas envolvidas na reconstrucao de rotas
metabdlicas a partir de genomas de Klebsiella utilizando conceitos da area de biologia e
ciéncia da computacdo. O objetivo desta pesquisa utilizar uma técnica de reconstrucdo
de rotas metabdlicas a partir de genomas para identificar mecanismos moleculares
envolvidos na metabolizagdo do nitrogénio das bactérias que a mosca poderia utilizar
no processo digestivo e ciclo de vida.

1.1 Problematizacao

Para complementar as pesquisas do efeito da microbiota na mosca, é imprescindi-
vel identificar os mecanismos moleculares que possam apresentar como a bactéria pode
melhorar o processo digestivo e desenvolvimento da mosca produzida industrialmente.
No entanto, essa identificagdo é tardia, posto que, sem dados de sequenciamento os
cientistas tém que utilizar métodos de laboratério que acrescentam o tempo de pesquisa.
Diante disso, o problema que segue é: como identificar computacionalmente mecanis-
mos moleculares das bactérias presentes na microbiota da mosca utilizando dados de

sequenciamento?
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1.2 Objetivos

Nesta se¢do apresentamos os objetivos da dissertagdo, tanto em termos gerais
quanto especificos. Com o auxilio dos objetivos propostos, foram obtidos os resultados

esperados dessa dissertacdo.

1.2.1 Objetivo Geral

1. Desenvolver uma metodologia para realizar a reconstrucdo de rotas metabdlicas a
partir dos dados sequenciamento de bactérias do género Klebsiella presentes na

microbiota da mosca.

1.2.2  Objetivos Especificos

1. Realizar a montagem dos genomas das trés cepas de Klebsiella obtidas em colabo-
racdo de uma pesquisa realizada pela Universidad del Valle de Guatemala.

2. Aplicar a técnica de reconstrucdo de rotas metabdlicas de acordo com (PAPIN et
al., 2003); a partir dos genomas das trés bactérias do género Klebsiella.

3. Propor o uso de uma técnica de reconstrucdo de rotas metabdlicas baseada na

teoria dos grafos.

4. Avaliar biologicamente os resultados obtidos do processo computacional.

1.3 Motivacgao

A utilizagdo de modelos matematicos e computacionais como ferramentas po-
dem facilitar a andlise de sistemas biol6gicos como no caso da identificacdo dos meca-
nismos moleculares entre uma bactéria e a mosca. A integracdo das areas da biologia
e ciéncia da computacdo permite processar dados biolégicos e obter solucdes para
problemas biolégicos com auxilio de ferramentas computacionais. Nesta dissertagao
tendo natureza multidisciplinar, é proposto um processo de 5 etapas que para processar
resultados de sequenciamento de genomas e gerar o produto que é a reconstrucao de ro-
tas metabdlicas, onde foram identificadas moléculas envolvidas na relagdo de simbiose
com a mosca. A modelagem matematica de uma rota metabdlica é de forma matricial,
além disso, foi utilizada uma técnica ndo usual para a andlise baseada na teoria dos
grafos avaliando os caminhos em grafos dirigidos. Essa técnica de modelagem de rotas
metabolicas, gera todas as possiveis rotas dentro das bactérias e isso permite identificar
os mecanismos moleculares realizados pela bactéria como possiveis alvos na engenharia
metabolica na producédo de C. capitata pela técnica SIT.
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A ideia de procurar mecanismos moleculares utilizando a reconstrucdo de rotas
metabdlicas foi obtida do trabalho de (PINZON et al., 2010) onde ele trabalha com a
utilizacdo de reconstrugao de rotas metabolicas como procedimento na caracterizagao
de interagOes planta — patégeno. A principal motivacdo desse estudo, foi trabalhar
analogamente com a possivel relagdo que existe entre bactérias Klebsiella e hospedeiro C.
capitata. A aplicacao desta abordagem vai permitir identificar mecanismos moleculares
envolvidos na metabolizagdo do nitrogénio realizado pelas bactérias utilizando a técnica
de reconstrugdo de rotas metabdlicas. Esses mecanismos sdo importantes na linha de
producdo da mosca pela técnica SIT. Os mecanismos sdo a produgdo de metabolitos
como L-glutamato que é usado nas sinteses de novas proteinas no ciclo de metamorfose
da mosca. Além disso, a Klebsiella tem a capacidade de deslocar a bactéria Pseudomonas
spp- ocupando maior nicho ecolégico dentro da mosca.

1.4 Bases Técnicas da dissertacao

A identificacdo de mecanismos moleculares utilizando a reconstrucao das rotas
metabolicas das bactérias Klebsiella é um projeto multidisciplinar, pois utiliza de con-
ceitos da area da biologia e ciéncias da computagdo. A Figura 1 mostra os conceitos
bésicos nos quais estd embasado essa dissertacdo, trabalhando com as duas édreas de
interesse, para obter uma solucdo a um problema biolégico com auxilio de ferramentas
computacionais.

Figura 1 — Esquema das bases técnicas da dissertagdo

i i Genoma de
Biologia bactéria.

Montagem de
contigs.

Genes
metabolicos de
interesse.

Reconstrugdo
de rotas
metabdlicas

Obtencio do

grafo
Ciéncia da Anarlcl)stzsdas Modelagem
computagao sipeabilicin estequiometrica

Elementary modes

Fonte: Autoria propria
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1.4.1 Base da Biologia

A biologia é uma drea com multiplos ramos que permitem o estudo de organis-
mos e a vida. Os organismos sdo compostos por multiplas moléculas biolégicas que
interagem entre si gerando sistemas complexos. As principais moléculas biolégicas
conhecidas sao o DNA, RNA e proteinas. A interacdo dessas moléculas é chamada
de "Dogma Central da Biologia Molecular"(Figura 2). O processo apresenta o fluxo de
informacao genética iniciando com uma molécula de DNA na etapa de replicagdo. Nesta
etapa sdo geradas duas copias idénticas de DNA a partir da molécula inicial. O DNA
logo sofre um proceso de transcricdo onde é gerado o RNA. Essa informacdo genética
na forma de RNA ¢ levada até citoplasma onde os ribossomos realizam a sinteses de
proteinas pela etapa de traducdo. As proteinas sdo moléculas biol6gicas compostas pelos
aminodcidos. Estas moléculas sdo responsaveis pela maioria dos processos metabdlicos
dentro das células, apresentando fun¢des enzimaticas e de transporte (CLARK, 2009).

Figura 2 — Dogma central da biologia molecular

Replicagio

DNA

Transcri¢do

W ANANANANAN

Tradugéo

V

Fonte: Autoria prépria

As proteinas reagem com outras biomoléculas e substancias quimicas obtendo
metabdlitos (produtos do metabolismo). As reagdes entre biomoléculas ajudam nos
processos celulares dos organismos. As séries destas reagdes quimicas sdo chamadas
rotas metabdlicas. As rotas metabdlicas ocorrem com auxilio de multiplas moléculas

como enzimas, cofatores, substrato e produto. Nesta dissertacdo, o foco foi as rotas me-
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tabolicas envolvidas na metabolizacdo de nitrogénio nas bactérias Klebsiella. Dentro das
reagdes que compdem o sistema de metabolizacdo de nitrogénio podem-se encontrar
reacOes de fixagao, assimilagdo e regulagao de nitrogénio. Além disso, existem enzi-
mas que interagem com metabdlitos intermediarios para acelerar as reagdes quimicas.
Identificacdo de mecanismos moleculares como as rotas metabdlicas ¢ um problema
biolégico porque precisa de grandes quantidades de informagéo. Foi apresentado um
processo de 5 etapas que permite identificar as rotas metabdlicas a partir de resultados
de sequenciamento e identificar mecanismos moleculares das bactérias que possam ser

utilizados na producdo de C. capita.

1.4.2 Base da Ciéncia da Computagdo

As rotas metabdlicas precisam de abordagens onde toda a informacdo possa
ser organizada. Um exemplo é a descri¢do matematica das fungdes sistematicas por
elas fornecidas. As rotas metabdlicas sdo complexas, mas possuem componentes, como
os valores estequiométricos, que tém informacdo sobre cada reagdo. Dessa forma, a
modelagem estequiométrica de uma rota metaboélica permite identificar a topologia da
rota. Os valores estequiométricos sdo os principais componentes da modelagem, sendo
esses valores a quantidade molar de substrato e produto. As rotas metabdlicas podem-se
representar na forma matricial, neste caso, os valores contidos na matriz sdo os dados
estequiométricos de cada reagdo que acontece dentro do sistema de metabolismo. A
matriz estequiométrica (S) contem informagdo de niimero de metabdlitos (1) e o niimero
de reagoes (1) (PAPIN et al., 2003).

As rotas metabdlicas podem ser representadas por conceitos basicos de teoria
dos grafos. De acordo com os resultados obtidos nas analises da parte de biologia, a
identificacdo de genes permite determinar a quantidade de moléculas presentes no
sistema. No estudo, foi utilizado o enfoque de um grafo dirigido, onde os metabélitos
sdo representados pelos vértices do grafo. Além disso, as reagdes que acontecem dentro
do sistema de metabolizacdo de nitrogénio sdo representadas pelas arestas. Com a
representacdo na forma de grafo podem-se aplicar algoritmos que permitam identi-
ficar os caminhos dentro do sistema (OLIVEIRA; BAILEY, 2001). Sendo assim, para
identificar as reacdes e os metabdlitos envolvidos foi utilizado o enfoque da andlise de
Elementary modes (EM). Os EM sdo todos os possiveis caminhos que possam existir
dentro do sistema de metabolizacdo. Para fazer a andlise é necessdrio fixar vértices
de intercambio (entrada e saida), permitindo assim, obter caminhos dentro do grafo
que representa mecanismos moleculares que possam solucionar o problema biolégico
proposto utilizando ferramentas computacionais.
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1.5 Organizacao do trabalho

O trabalho apresentado é dividido em cinco capitulos: O capitulo 1, mostra a
relevancia do estudo, descrevendo a introducdo, a problematizagdo, os objetivos, a
motivacdo e as bases teéricas da dissertagdo. No capitulo 2 é apresentada a revisdo de
literatura sobre conceitos necessarios no desenvolvimento da dissertacdo. O capitulo 3
descreve a metodologia empregada, detalhando cada etapa do processo de reconstrugao
de rotas metabolicas, além disso, sdo listadas as ferramentas computacionais utilizadas.
No capitulo 4 ha a aplicacdo do processo computacional nos resultados dos sequencia-
mentos fornecidos para as cepas das bactérias Klebsiella. Por fim, o capitulo 5 apresenta
a discussdo e as conclusdes da interpretagdo dos mecanismos moleculares identificados
nas bactérias Klebsiella que podem ser utilizados como alvos em engenharia metabdlica
na produgdo da mosca pela técnica SIT da dissertacdo. Além disso, sdo apresentados os
trabalhos futuros que poderdo ser desenvolvidos.

1.5.1 Base da Ciéncia da Computagdo

As rotas metabdlicas precisam de abordagens onde toda a informagao possa
ser organizada. Um exemplo é a descrigdo matematica das fungdes sistematicas por
elas fornecidas. As rotas metabdlicas sdo complexas, mas possuem componentes, como
os valores estequiométricos, que tém informacdo sobre cada reagdo. Dessa forma, a
modelagem estequiométrica de uma rota metabdlica permite identificar a topologia da
rota. Os valores estequiométricos sdo os principais componentes da modelagem, sendo
esses valores a quantidade molar de substrato e produto. As rotas metabdlicas podem-se
representar na forma matricial, neste caso, os valores contidos na matriz sdo os dados
estequiométricos de cada reacdo que acontece dentro do sistema de metabolismo. A
matriz estequiométrica (S) contem informacado de niimero de metabdlitos (1) e o niimero
de reacoes (1) (PAPIN et al., 2003).

As rotas metabélicas podem ser representadas por conceitos basicos de teoria
dos grafos. De acordo com os resultados obtidos nas anélises da parte de biologia, a
identificacdo de genes permite determinar a quantidade de moléculas presentes no
sistema. No estudo, foi utilizado o enfoque de um grafo dirigido, onde os metabdlitos
sdo representados pelos vértices do grafo. Além disso, as reagdes que acontecem dentro
do sistema de metabolizagdo de nitrogénio sdo representadas pelas arestas. Com a
representacdo na forma de grafo podem-se aplicar algoritmos que permitam identi-
ficar os caminhos dentro do sistema (OLIVEIRA; BAILEY, 2001). Sendo assim, para
identificar as reagdes e os metabélitos envolvidos foi utilizado o enfoque da anélise de
Elementary modes (EM). Os EM sdo todos os possiveis caminhos que possam existir
dentro do sistema de metabolizacdo. Para fazer a andlise é necessério fixar vértices

de intercambio (entrada e saida), permitindo assim, obter caminhos dentro do grafo
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que representa mecanismos moleculares que possam solucionar o problema biol6gico

proposto utilizando ferramentas computacionais.

1.6 Organizagdo do trabalho

O trabalho apresentando é dividido em cinco capitulos: O capitulo 1, mostra
a relevancia do estudo, descrevendo a introdugdo, a problematizagao, os objetivos, a
motivagdo e as bases teéricas da dissertagdo. No capitulo 2 é apresentada a revisdo de
literatura sobre conceitos necessdrios no desenvolvimento da dissertagdo. O capitulo 3
descreve a metodologia empregada, detalhando cada etapa do processo de reconstrugao
de rotas metabdlicas, além disso, sdo listadas as ferramentas computacionais utilizadas.
No capitulo 4 hd a aplicagdo do processo computacional nos resultados dos sequencia-
mentos fornecidos para as cepas das bactérias Klebsiella e sua interpretagdo. Por fim, o
capitulo 5 as conclusdes da interpretacdo dos mecanismos moleculares identificados
nas bactérias Klebsiella que podem ser utilizados como alvos em engenheira metabdlica
na produgdo da mosca pela técnica SIT da dissertagdo. Além disso, sdo apresentados
os trabalhos futuros que poderdo ser desenvolvidos para acrescentar o conhecimento

nesta area.



2 Revisao de Literatura

No presente capitulo foram apresentados os conceitos tedricos necessdrios no
desenvolvimento da dissertacdo. Sdo descritos os modelos matematicos e as ferramentas
computacionais utilizadas na técnica proposta de reconstrucdo das rotas metabdlicas
das bactérias do género Klebsiella. Ainda neste capitulo, sdo apresentados os conceitos
basicos da biologia como a abordagem do controle de pragas e as bases bioldgicas
dos componentes da dissertagdo. Além disso, apresentamos os conceitos bdsicos da
aplicagdo computacional a um conjunto de dados biolégicos.

2.1 Controle de pragas

Os insetos sdo uma das classes de seres vivos mais diversas no mundo, pois tém
a capacidades de adaptar-se a distintas condi¢des de ambiente. Os insetos tém um papel
na ecologia de ecossistemas, mas algumas espécies sdo consideradas pragas. As pragas
de insetos sdo principalmente observadas na agricultura e as consequéncias de suas
acoOes tém efeito na reducdo de produtividade de safras. Como resultado, os insetos sdo
alvos de técnicas de controle de pragas para reduzir o tamanho das populagdes e evitar
perdas nas safras (OLIVEIRA et al., 2014). O desenvolvimento do controle de pragas é
focado em anélises custo-beneficio, abordando o impacto nos produtores, sociedade
e meio ambiente. Dependendo da praga e do cultivo, o controle pode ser de diferente
tipo, por exemplo:

e Controle biol6gico

Controle mecanico

Controle cultural

Modificagdo do meio ambiente

Manipulagdo genética

Controle quimico

Métodos regulatérios

Cada controle tem diferentes alvos que podem variar entre hospedeiro e seu parasita.
Neste trabalho, nos focamos na técnica do inseto estéril no controle biolégico da C.
capitata e seu bactéria simbionte Klebsiella .
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2.2 Técnica do inseto estéril

Nesta dissertacdo, o foco foi a microbiota que compdem os machos estéreis
de Ceratitis capitata obtidos pela técnica SIT realizada por Moscamed, Guatemala. A
técnica do inseto estéril conhecida como "SIT"(pelas suas siglas em inglés "Sterile Insect
Technique") é uma técnica de esterilizacdo de insetos para controlar a populagao de
um inseto em particular. Essa é uma técnica amigavel ao meio ambiente, comparada
aos inseticidas e pesticidas usados pelos agricultores. Ela é baseada na irradiagdo dos
insetos pelos raios X e v — gama, causando efeito sobre o espermatozoide do macho de
C. capitata, que torna invidvel no momento da fecundacédo do évulo (Fig. 3) (LEFTWICH
etal., 2014).

Figura 3 — Controle de pragas utilizando a técnica do inseto estéril
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Fonte: (DEMIRBAS-UZEL, 2018)
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2.3 Ceratitis capitata, Mosca do mediterraneo

A mosca do Mediterraneo Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) é uma das
maiores pragas conhecidas. O inseto tem capacidade de adaptagdo em qualquer meio e,
por consequéncia, ele pode estabelecer-se na maioria dos ambientes do mundo como
Guatemala, que forneceu dados das pesquisas realizadas para nosso trabalho. Além
disso, é um inseto que pode se alimentar de qualquer tipo de comida e tem multiplas
plantas hospedeiras (RICALDE et al., 2012). Durante o processo da metamorfose da
Ceratitis capitata, ocorre um fluxo da energia dentro da mosca, intercambio interno e
externo, onde o balago energético é negativo (£, < E,,;). Por consequéncia, a energia
presente no processo vai para fora do sistema e energia ndo entra. Para suportar esse
processo, a larva da mosca usa reservas de energia como: lipideos, glucose e proteinas.
Dentro da metamorfose ocorre processo bioquimicos como a digestdo de proteinas,
produzindo aminoécidos livres que sdo usados como moléculas para realizar a sintese
de novas proteinas. A taxa metabdlica é diferente nas etapas da metamorfose, a Figura
4 apresenta a representagdo de taxa metabdlica vs tempo de desenvolvimento. No
estagio de larva Il a quantidade é aproximadamente 250 ug de proteina, nesta etapa
estd presente a proteina de cuticula da larva. Porém as 40 hrs os valores de proteina
presentes decrescem devido a digestdo de proteinas gerando aminoacidos livres no
meio. Aproximadamente as 90 hrs a quantidade de proteinas aumenta, uma vez que
o processo de sinteses de proteinas de cuticula de larva é iniciado. Essa proteina esta
presente até fase de adulto de C. capitata.
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Figura 4 — Taxa metabdlica da metamorfose de Ceratitis capitata
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Fonte: Adaptada de (NESTEL et al., 2003).

A taxa metabodlica estd associada com a atividade enzimética da enzima glu-
tamato desidrogenase (GDH). A enzima tem a capacidade de degradar o glutamato,
gerando como produto a amonia e outros intermediarios metabdlicos. A atividade
enzimatica tem relacdo com a concentra¢do de amoénia no meio. Quando a concentra-
¢do é maior ou igual a 1 mM a producdo de amonio é incrementada, mas quando as
concentragdes sdo menores que 1 mM a produgdo de Glutamato é maior. Isso ocorre,
pois, a enzima GDH tem baixa afinidade pelo amoénio. Na Figura 5 é apresentada a
atividade da enzima glutamato desidrogenase, as 40 hrs de desenvolvimento da mosca
a enzima tém seu ponto méximo de atividade, isso indica que tem maior produgao de
amonio. Além disso, nas 40 hrs a enzima e o substrato tém a maior interacao, logo a
concentragdo de substrato decresce. A producdo de L-Glutamato também é importante
na metamorfose da Ceratitis capitata na producdo de novas proteinas para os seguintes
processos bioquimicos até chegar ao estdagio de adulto.
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Figura 5 — Taxa metabdlica da metamorfose de Ceratitis capitata
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Fonte: Adaptada de (NESTEL et al., 2003).

Esta espécie de praga tem impacto econdmico para os agricultores pois as frutas
e vegetais sdo usadas por ela como lugar para realizar a oviposicdo. Logo, suas larvas
se alimentam das frutas, facilitando o apodrecimento (MINAS et al., 2011). Para realizar
o controle bioldgico dessa praga, é utilizada a técnica SIT, que consiste em um processo
desde ovos até adultos (Fig 6). A irradiacdo favorece que organismos como as bactérias
Klebsiella consigam realizar o proceso simbi6tico. Isso ocorre pois a radiagdo elimina
a microbiota original do macho, que passa a ser alimentado com dieta constituida de
Klebsiella para realizar a recolonizagdo do trato digestivo e assegurar sua competéncia
para ap6s ser liberado (GUERFALI et al., 2018).
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Figura 6 — Controle de pragas utilizando a técnica do inseto estéril na mosca do medi-
terraneo
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Fonte: Autoria Prépria

2.4 Klebsiella

Foi identificada na microbiota da mosca a presenca de bactérias que pertencem
a familia Enterobacteriaceae e dentre elas a que possui maior presenga é a do género
Klebsiella (BEHAR et al., 2005). As bactérias deste género sdo Gram-negativa, além de ser
um patégeno oportunista que afeta o hospedeiro através de um sistema imunolégico
comprometido ou enfraquecido. A bactéria Klebsiella oxytoca, ¢ uma bactéria simbio-
tica presente no desenvolvimento da mosca, do ovo até a fase adulta. Esta bactéria é
importante na fixagdo do nitrogénio que é usado pelas moscas, além de desempenhar
um papel na escolha do par selvagem para copular. De acordo com (AHARON et al.,
2013), a microbiota estad associada ao trato digestivo e tem um papel importante no
“fitness” do desenvolvimento da mosca. Além disso, (NESTEL et al., 2003) descreveram
que moléculas, tais como aminoacidos e proteinas, que as bactérias podem produzir
contribuem no desenvolvimento da mosca até a fase adulta. Essas moléculas foram
nosso alvo para identificar mecanismos moleculares de produgéo.
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2.5 Reconstrucdo de rotas metabdlicas

O processo de reconstrucdo destas rotas metabdlicas possui uma série de etapas
utilizando multiplas ferramentas computacionais e modelos matemdticos que fornecem
estruturas que permitem o estudo, evolugdo, organizacdo e principios desses sistemas
celulares (TENAZINHA; VINGA, 2011). No contexto da biologia computacional, uma
rota metabdlica descreve fungdes sistemadticas que ocorrem através de metabolitos
(componentes celulares envolvidos no metabolismo), onde esses componentes sdo co-
nectados para gerar um determinado produto (FAUST et al., 2011). Cada reacdo em uma
rota metabolica pode conter enzimas, cofatores ou outros componentes que facilitam
o metabolismo (FEIST et al., 2008). Neste trabalho descrevemos as etapas envolvidas
na reconstrucdo de rotas metaboélicas com os dados do sequenciamento das trés cepas
de Klebsiella com um enfoque multidisciplinar utilizando conceitos da area de biologia
e ciéncia da computagdo. Os dados sdo processados pela ferramenta computacional
que realiza a montagem de contigs (sequéncias continuas de sobreposigdo). Os contigs
contém sequéncias de genes que codificam metabolitos envolvidos na metabolizacdo
do nitrogénio nas bactérias. Esses genes sdo identificados em bases de dados gerando o
alinhamento com sequéncias parecidas e determinando a presenca/auséncia dos genes
nos contigs das bactérias. Portanto, os genes procurados sdo aqueles que apresentam
participacdo na metabolizagdo de nitrogénio nas bactérias importantes para simbiose
com a mosca.

2.6 Rotas metabodlicas

As bactérias do género Klebsiella apresentam rotas metabdlicas que estdo envol-
vidas na simbiose com a mosca do mediterraneo. Rotas metabdlicas sdo um conjunto
de reagdes quimicas que consistem em um conjunto de compostos inicial usados como
substrato, que com auxilio de enzimas ou outras moléculas é transformada em um
produto (Fig. 7). O produto resultante é o substrato da reacdo subsequente, até que a
estrutura quimica final é alcancada pelo metabdlito (COX, 2007). As rotas metabdlicas
podem ser reconstruidas por processamentos computacionais de dados biolégicos a
partir de dados de genomas como é proposto em nossa metodologia, Apéndice B e
Apéndice C (TOYA et al., 2011). Essa abordagem de reconstrugdo de rotas metabdlicas

permite identificar mecanismos moleculares de interesse na drea de pesquisa.

A reconstrugdo de rotas metabdlicas tem miultiplas abordagens e podem ser
representadas matematicamente por dois conceitos da drea de ciéncia da computagdo,
como utilizando uma técnica nao usual baseada na teoria dos grafos ou modelagem
estequiométrica.
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Figura 7 — Exemplificagdo das rotas metabdlicas
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Fonte: Autoria Prépria

2.6.1 Modelagem estequiométrica

A estequiometria das rotas metabdlica de fixagdo de nitrogénio nas bactérias
descreve as arquiteturas e topologias das rotas presentes. Além disso, os coeficientes
estequiométricos sdo taxas molares onde os substratos sdo convertidos em produtos
nas rea¢des quimicas (SCHILLING et al., 2000). As rotas metabdlicas da Klebsiella sao
analisadas pelo modelo estequiométrico da reacdo. Geralmente, isso é analisado de
acordo com um estado estavel hipotético, em que o metabolismo ndo muda com relagdo
ao tempo e todas as concentracdes intermedidrias sdo constantes(TOYA et al., 2011).
Depois de determinar esses coeficientes de metabdlitos de interesse, determina-se uma
matriz de fluxo. A matriz (S), que contem m x n elementos, onde m (linhas) corresponde
ao numero total de metabdlitos e n (colunas) ao total de rea¢des que ocorrem no sistema
(SCHILLING et al., 2000). A matriz S, o vector de fluxo v (rotas) e o estado estavel das
rotas metabdlicas podem ser relacionados pela seguinte equacao:

S*xv=0 1)

Na modelagem estequiométrica os sinais dos coeficientes representam o consumo do
metabolito (-) e a produgdo (+), além disso, os vértices de intermediarios indicam o
caminho do vértice inicial até vértice final da rota metabodlica.

2.6.2 Teoria dos grafos

A partir das bases de dados biol6gicos conhecidas é possivel obter informacao de
rotas metabdlicas. As rotas metabdlicas podem ser representadas pelos grafos dirigidos
(Fig. 8), onde o grafo (G) é definido por (V, E), sendo V um conjunto de vértices repre-
sentado os metabolitos envolvidos nas reagdes quimicas, e E ¢ um conjunto de arestas

representando as conexdes entre vértices (reagdes que acontecem nas rotas metabélicas).
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A representagdo na forma de grafos permite identificar caminhos entre vértices fixados
utilizando algoritmos de caminho curto ou fluxo méximo (PAVLOPOULOS et al., 2011).

Figura 8 — Representacdo de rotas metabélicas a partir do grafo
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Fonte: Adaptada de: (TOYA et al., 2011)

2.7 Recursos computacionais utilizados no processamento
de dados

Os recursos utilizados sdo listados na Tabela 1, onde é apresentado o resumo das

ferramentas utilizadas na dissertacdo. Além disso, foram utilizadas 3 bases de dados:

e Centro Nacional de Informagéao Biotecnoldgica (NCBI, pelas suas siglas em ingleés,

<https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/>).

e Laboratério Europeu de Biologia Molecular com a parceria do Instituto Europeu
de Bioinformética (EBML-EBI, pelas suas siglas em inglés, <https:/ /www.ebi.ac.
uk/>).

¢ Enciclopédia Kyoto de Genes e Genomas (KEGG, pelas suas siglas em inglés,

<https:/ /www.kegg.jp/>).
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Tabela 1 — Recursos computacionais utilizados na dissertagdo (Fonte: Autoria Prépria).

Nome Versdo Utilidade Referéncia
SPAdes 3.13.0 | Montagem dos contigs (BANKEVICH et al., 2012)
BLAST 281 i‘eissnehﬁca‘?ao genes deinte- |\ 1 16T et al,, 1990)
Grafo rotas metabdlicas /
KEGG 2019 | Modelagem estequiomé- (OGATA et al., 1999)
trica
CellNetAnalyzer | 2019.1 ?;ahse de Flementary Mo- (KLAMT et al., 2007)
MATLABR2014b | 8.4 | Interfase CellNetAnalyzer www.mathworks.com

2.8 Elementary Modes

A analise dos fluxos metabdlicos (MFA - pela sua sigla em inglés "Metabolic Flux

Analysis") é um método utilizado para estimar o fluxo metabélico intracelular das vias

metabolicas que ndo podem ser observadas diretamente (Fig. 9). A estimativa dos fluxos

ajuda a elucidar os mecanismos do metabolismo nos niveis de transcri¢do e tradugao.

Tal explicacdo auxilia no entendimento dos sistemas biolégicos de interesse. Com o

modelo estequiométrico, os fluxos metabdlicos intracelulares podem ser calculados
usando a técnica de Elementary Modes (EM). A andlise pelos EM facilita identificagdo

de todos os possiveis caminhos que existem desde vértices de entrada até vértices saida.

Além disso, os EM sdo conhecidos por ser um conjunto de enzimas e metabolitos que

podem reagir no estado estdvel como a técnica MFA descreve. (SCHILLING et al., 1999).
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Figura 9 — Andlises das rotas metabdlicas

Reagdes

§ 1 0 ses

Modelagem estequiométrica ;3 0 —:l
| :

=1 0 -

Analise de rotas metabolicas

Fonte: (TOYA et al., 2011)




19

3 Reconstruc¢ao de rotas metabdlicas de Klebsiella

Neste capitulo é descrito com suas 5 etapas o pipeline gerado para realizar a
reconstrugdo de rotas metabdlicas. A Figura 10 destaca os dados de entrada e saida para
cada etapa do processo. A ideia deste estudo é aplicar o processamento a um conjunto
de dados bioldgicos (dados de sequenciamento) das bactérias do género Klebsiella,
com o auxilio das ferramentas mencionadas no diagrama. O resultado desejado foi a
reconstrucdo de rotas metabolicas a partir do genoma destas bactérias identificadas
na microbiota da Ceratitis capitata. Essas rotas logo foram comparadas para identificar
possiveis mecanismos moleculares como possiveis alvos na engenharia metabolica na

produgdo de C. capitata pela técnica SIT.

Figura 10 — Pipeline proposto para realizar a reconstrucdo de rotas metabolicas
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Fonte: Autoria prépria

3.1 Origem dos dados biol6gicos

Os dados biol6gicos foram fornecidos por um grupo de pesquisa da Universi-
dad del Valle de Guatemala em conjunto com MOSCAMED. O nome da pesquisa foi
“Caracterizacion genética de cepas de Klebsiella spp. aislada de ambientes asociados a
Ceratitis capitata (Weidemann), por medio de secuenciacién de su genoma, extraccion
de plasmidos y Rep-PCR”. O objetivo do estudo foi realizar o sequenciamento dos
genomas das trés bactérias Klebsiella spp. potencialmente simbiéticas com C. capitata.
O objeto da pesquisa foram as bactérias isoladas da microbiota da mosca. A meto-
dologia foi baseada em 1) Provas bioquimicas; 2) Isolamento de DNA gendmico; 3)
Anédlises dos genomas e seu sequenciamento realizado. O sequenciamento foi realizado
no equipamento Ilumina MiniSeq (FIGUEROA; NAVARRETE, 2018). Os resultados
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do sequenciamento foram 5445479 leituras para o isolado -1 de Klebsiella pneumoniae,
3817864 leituras para o isolado-2 de Klebsiella oxytoca e 4141211 leituras para o isolado-3
de Klebsiella oxytoca. Os dados biol6gicos do sequenciamento de cada genoma foram 2
arquivos em formato FASTAQ correspondentes as leituras forward (R1) e reverse (R2)
fornecendo os dados para nossa pesquisa.

3.2 Montagem dos contigs

Para iniciar o processamento na etapa 1, foi utilizado o supercomputador Centro
de Armazenamento de dados e Computacdo Avancada da UESC (CACAU, pelas suas
siglas no portugués) com as seguintes carateristicas: Bull novascale com 20 nés R422-F1,
2 processadores Intel®Xeon®) E5430 @ 2.66GHz QuadCore, 16 GB Memodria, 1 placa
infiniband, 1 placa gigabit ethernet.

Os resultados do sequenciamento das bactérias Klebsiella foram processados pela fer-
ramenta de montagem de sequéncias SPAdes (BANKEVICH et al., 2012). O script da
utilizagdo de SPAdes encontra-se no Apéndice A rodado no CACAU com os parametros:

e -0: output onde a informagdo foi armazenada.
e —careful: reduze o niimero de discordéncias e espacos dentro das sequencias.
o —pel-1 e —pel-2: leituras de sequenciamento.

e -m: limite de memoria em Gb, nosso casso foi 15 Gb.

O procedimento para realizar a montagem foi gerar alinhamentos entre as reads
(trechos de DNA produto do sequenciamento). O alinhamento procurou fragmentos de
sequéncias em comum entre os nodes gerando sequéncias continuas de sobreposicdo
de regides denominadas contigs (BASTIDE; MCCOMBIE, 2007).

3.3 Identificacdo dos genes a partir dos contigs gerados

As sequéncias dos genes envolvidos na metabolizacdo do nitrogénio foram
obtidas do Centro Nacional de Informacao Biotecnolédgica dos Estados Unidos (NCBI,
pelas suas siglas em inglés) e Laboratério Europeu da Biologia Molecular com a parceria
do Instituto Europeu de Bioinformética (EBML-EBI, pelas suas siglas em inglés). Na
etapa 2 foi realizado o alinhamento dos contigs obtidos na etapa 2 contra as sequencias
dos genes de interesse envolvidos nos mecanismos moleculares da metabolizagdo do
nitrogénio nas bactérias. A identificacdo desses genes foi realizada pelo BLAST de
nucleotideos (ALTSCHUL et al., 1990). O parametro para realizar o alinhamento foi
“Highly similar sequences” e parametros padrdo na pontuag¢do do alinhamento.
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3.4 Identificagdo das rotas metabolicas a partir dos genes

encontrados

Na etapa 3, o processamento dos genes relacionados com a produgao dos meta-
bolitos envolvidos na metabolizagdo do nitrogénio nas bactérias foi realizado com a base
de dados KEGG (OGATA et al., 1999). Os dados de entrada no KEGG foram os nomes
desses genes identificados pelo alinhamento. Logo, os genes foram procurados nas rotas
metabolicas obtidas pela ferramenta KEGG, obtendo no final um grafo (Figura. 11) para
cada genoma com informacdo geral de todo o metabolismo das bactérias. No entanto,
foi extraido um subgrafo s6 com a informagcéao relacionada aos genes identificados na
metabolizagdo do nitrogénio para cada cepa das bactérias Klebsiella spp.

| MITROGEN METAROLISM |

Subgrafo [mﬂ] “E

Figura 11 — Grafo da metaboliza¢do de nitrogénio nas bactérias Klebsiella

Fonte: KEGG

3.5 Modelagem estequiométrica das rotas metabolicas

Considerando os grafos obtidos no passo anterior, na etapa 4 para cada cepa,
foram realizados os modelamentos estequiométricos. As rotas metabdlicas obtidas na
etapa anterior foram representadas matematicamente pela matriz estequiométrica (S).
A matriz contém os coeficientes estequiométricos fornecidos pela base de dados KEGG
relacionados aos metabolitos envolvidos nos mecanismos moleculares das reagdes
quimicas da metabolizacdo do nitrogénio nas bactérias. Na matriz S o nimero de
reagdes presentes sdo colunas enquanto os metabolitos (substrato, produtos e cofatores)
estdo em linhas (Fig 12) (PAPIN et al., 2003).
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Figura 12 — Modelagem estequiométrico

Rota metabélica obtida de base de dados KEGG

=== ’ ‘ E=tpe Reacdes

Geracdo de matriz 1
estequiométrica 0
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Fonte: (PAPIN et al., 2003)

3.6 Analise das rotas metaboélicas utilizando CNA

Na etapa 5, as andlises das rotas metabdlicas foram realizadas com os dados
obtidos dos grafos das reagdes para cada cepa de Klebsiella spp., onde pode-se extrair a
informacdo dos valores estequiométricos. As andlises foram obtidas pelo processamento
na ferramenta CellNetAnalyzer (KLAMT et al., 2007) para cada cepa das bactérias, e os
resultados foram os Elementary mode (EM, pelas suas siglas em inglés). As analises dos
EM calcula todas as solugdes de possiveis caminhos de metabolitos de intercambio de
entrada até metabolitos de saida na rota metabdlica (TRINH et al., 2009). Para o modelo
foram considerados 10 metabdlitos, além dde identificar 12 reacdes (caminhos internos),
2 produtos de entrada e 2 produtos de saida para fazer a andlise dos EM para cada
conjunto de dados de cada cepa das bactérias.
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4 Resultados e discussao: execucao do processo de re-

construcao de rotas metabélicas

No presente capitulo sdo desenvolvidos os pontos referentes a discussao dos
resultados obtidos, além disso, é descrito o processo necessdrio na identificacdo dos
mecanismos moleculares das bactérias Klebsiella potencialmente alvos na engenharia me-
tabolica na produgédo de C. capitata pela técnica SIT. A abordagem trabalhada foi aplicada
aos dados bioldgicos realizando as anélises das possiveis rotas metabdlicas. Os seguintes
topicos apresentam os resultados das 5 etapas aplicadas para os dados das trés bactérias.

Desde as primeiras aplicacdes dos sequenciamentos dos genomas, as areas de
biologia e ciéncia da computagdo tém evoluido conjuntamente no processamento dos
dados biolégicos, produzindo cada vez em maior escala e com poder computacional
necessdrio no processamento desses dados. Por conseguinte, a modelagem de sistemas
biolégicos e o desenvolvimento de ferramentas computacionais que permitissem resol-
ver questdes biologicas tém ganhado notoriedade. O controle biolégico de pragas é alvo
dos principais problemas biol6gicos cuja solugdo pode ser complementada através da
aplicacdo de processamento computacional de dados biolégicos. Em virtude da com-
plexidade do problema, miltiplas técnicas sdo utilizadas para aprimorar o controle da
praga como controle quimico e controle biol6gico principalmente das pragas de insetos.
A mosca Ceratitis capitata é considerada uma das pragas mais prejudiciais pelas perdas
que ela gera. Por consequéncia miiltiplas pesquisas trabalham no aprimoramento do
controle biolégico da mosca utilizando a técnica SIT.

O controle biolégico da mosca C. capitata usando a técnica SIT gera adultos
machos inférteis. Esses machos sdo liberados em areas definidas onde podem copu-
lar com fémeas selvagens, sem gerar descendéncia, fazendo com que a populacdo da
mosca no meio ambiente seja reduzida (KLASSEN et al., 2005). Por isso, a técnica SIT é
aprimorada constantemente e uma das abordagens de aprimoramento é a adi¢do de
bactérias na dieta da C. capitata apds ser irradiada. Essas bactérias sdo conhecidas por
ser potencialmente simbitticas com a mosca do mediterraneo. As bactérias utilizadas,
do género Klebsiella, possuem mecanismos moleculares que a mosca precisa para seu
desenvolvimento no ciclo de producao pela técnica SIT (AHARON et al., 2013).

O objetivo da dissertagdo foi identificar mecanismos moleculares com auxilio da
técnica de reconstrucdo de rotas metabdlicas utilizando resultados de sequenciamento
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dos genomas de trés bactérias Klebsiella. O intuito desses mecanismos moleculares é ser
utilizados como alvos da engenharia genética e metabélica para poder aprimorar pro-
cessos bioquimicos, digestivos e de imunidade da C. capitata produzida pela técnica SIT.
Portanto, para cumprir esse objetivo os trés genomas de Klebsiella foram processados
pela metodologia proposta (Fig. 10) e as ferramentas computacionais apresentadas na
Tabela 1.

4.1 Montagem dos contigs a partir dos dados de sequenci-

amento das bactérias Klebsiella

Na etapa 1 do processo, a ferramenta SPAdes gerou a montagem dos contigs
das trés cepas das bactérias do género Klebsiella. Os genomas destas bactérias tém
aproximadamente comprimento de 6 Mbp e os resultados sdo apresentados na Tabela 2
em relacdo ao nimero de contigs gerados apos realizar o processamento de montagem de
contigs com a ferramenta SPAdes. Neste caso todos os contigs gerados sao indispensaveis
por causa das sequéncias de DNA contidas em cada um deles. Os genes de interesse
que tem participacdo nos mecanismos moleculares da metabolizagdo do nitrogénio
nas bactérias podem estar presentes em um ou dois contigs. Sendo assim, é necessario
conservar todos os contigs gerados para fazer o alinhamento e identificar os genes. Na
tabela também sdo apresentados os contigs que tem maior e menor comprimento de
acordo a cepa de bactéria onde foram extraidos. Os contigs com maior comprimento
podem ser melhores para essa dissertacdo, mas é importante avaliar todos os contigs e
procurar sequéncias de genes conhecidos.

Tabela 2 — Contigs obtidos para cada cepa das bactérias de género Klebsiella spp. Fonte:

(Autoria Prépria).
K. pneumoniae - cepa 1 | K. oxytoca - cepa 2 | K. oxytoca - cepa 3
Maior contig (pb) 311,754 522,307 845,485
Menor contig (pb) 78 78 78
No. total de contigs 958 233 331

O ponto de partida desta dissertacdo de dissertagdo foram os dados fornecidos
pela pesquisa realizada na Guatemala. Esses dados foram obtidos na forma de 2 arqui-
vos de sequenciamento R1 e R2 para cada um dos genomas de Klebsiella. Os documentos
R1 e R2 na etapa 1 foram utilizados para realizar a montagem dos contigs. Esses contigs
(Tabela 2) sdo fragmentos de DNA com os quais pode-se reconstruir sequéncias com-
pletas de genes ou genomas. Dentro dos contigs obtidos das trés bactérias Klebsiella é
possivel identificar diferencas na quantidade de contigs gerados. A diferenca deve-se ao
fato de ser trés bactérias diferentes. A principal diferenca é a natureza dessas bactérias,
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a K. pneumoniae — cepa 1 foi utilizada como microrganismo de referéncia, a K. oxytoca —
cepa 2 foi isolada da microbiota da C. capitata produzida na industria e por dltimo a K.
oxytoca — cepa 3 foi isolada da microbiota da mosca silvestre.

A montagem dos contigs das cepas 1 e 3 apresentam maior namero de contigs
obtidos em comparacdo com os contigs obtidos da cepa 2. Por essa razdo foram procura-
das sequencias alvo como por exemplo fatores de viruléncia que podem estar presentes
nestas cepas e podam ser um critério de diferenga; esses fatores foram o gene shv e rmpa.
O gene rmpa esta presente nas trés cepas de bactérias, mas o gene shv esta ausente na
cepa 2. Mesmo que a diferenca possa estar relacionada com a presenga/auséncia de
determinadas sequéncias genéticas. De acordo com (LIAO et al., 2011) as bactérias do
género Klebsiella contém resisténcias aos antibiéticos, porém, o 20% das cepas deste
género produz f-lactamases. Foi identificada que a cepa 2 ndo contém a sequéncia
genética relacionada com o gene shv, associado com 3-lactamase sulfidrilo. Esse gene
codifica resisténcia aos antibidticos 3-lactdmicos. Essa auséncia foi identificada pela
técnica de bioengenharia reversa posto que é possivel uma modificacdo genética na
cepa utilizada na industria. Baseado nessa informagdo nos propomos que para a in-
dastria que utiliza a K. oxytoca — cepa 2 na dieta da mosca C. capitata é importante ndo
liberar moscas com bactérias resistentes aos antibiéticos 3-lactdmicos pelo perigo que
representa. As bactérias podem realizar a transferéncia de material genético, neste caso
esse gene, e criar bactérias resistentes perigosas no meio ambiente gerando resisténcias

aos antibiéticos.

4.2 Identificacdo dos genes envolvidos na metabolizacdo

do nitrogénio a partir dos contigs gerados

O processamento dos contigs obtidos na etapa 2 foi realizado com o BLAST,
identificando regides especificas similares aos genes envolvidos nos mecanismos mole-
culares da metabolizacdo de nitrogénio nas bactérias. A informacao desses genes foi
obtida das bases de dados NBCI, EBI e KEGG. Os genes identificados (Tabela 3 e 4) tém
importancia na simbiose entre as bactérias Klebsiella. e seu hospedeiro Ceratitis capitata,
devido ao fato de que sdo genes envolvidos na metabolizacdo de nitrogénio na bactéria
com impacto no processo digestivo da mosca. Esses genes tém a funcdo de fixagao,
assimilacdo e regulacdo do nitrogénio e os demais genes tem importancia na sintese de
enzimas envolvidas no metabolismo de nitrogénio. Na Tabela 3 sdo apresentados os
genes identificados na bactéria Klebsiella pneumoniae - cepa 1.
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Tabela 3 — Genes identificados a partir dos contigs da bactéria Klebsiella pneumoniae -
cepa 1 (Fonte: Autoria Prépria).

Nome do gene | Funcao Comprimento (pb) | No. de acesso
nifU Fixacdo de nitrogénio 387 KPN_02861
hpxB Assimilacdo de nitrogénio 738 MF417539.1
allC Assimilagdo de nitrogénio 2516 2273639_02901
ureG Assimilagdo de nitrogénio 618 29381131
glnA tS;;\éese de glutamina sinte- 98 LCO11557 1
gltB tS;rslgese de glutamato sinte- 7930 AY035435.1
gluD gmtese de glutamato desi- 1382 9379502

rogenase

ntrA Regulagdo de nitrogénio 1935 X03147.1
ntrB Regulagdo de nitrogénio 1408 X03146.1
ntrC Regulagdo de nitrogénio 1575 X02617.1

narl Sintese nitrato reductase 681 KONIH1_14050
narH Sintese nitrato reductase 1545 KONIH1_14060
narZ Sintese nitrato reductase 3741 KONIH1_14070
norBC f;;‘;ese oxido nitroso reduc- 2734 KONIH1_22945
nirK Sintese nitrito reductase 2874 AAA25099.1

Na Tabela 4, sdo listados os genes identificados para as bactérias Klebsiella oxytoca
- cepa 2 e Klebsiella oxytoca - cepa 3. Esses genes estdo envolvidos nos mecanismos
moleculares da metaboliza¢do de nitrogénio nas bactérias Klebsiella oxytoca. A diferenca
dos genes da Klebsiella pneumoniae e as cepas de Klebsiella oxytoca sdo os genes envolvidos
na fixagdo do nitrogénio. A cepa 1 precisa s6 de 1 gene, mas a cepa 2 e 3 precisam de 3
genes para realizar a fung¢ao de fixagdo do nitrogénio nas bactérias.
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Tabela 4 — Genes identificados a partir dos contigs das bactérias Klebsiella oxytoca - cepa
2 e Klebsiella oxytoca - cepa 3 (Fonte: Autoria Propria).

Nome do gene | Funcao Comprimento (pb) | No. de acesso
nifH Fixacdo de nitrogénio 263 KJ940124.1
nifD Fixacdo de nitrogénio 1523 Y00316.1
nifK Fixacdo de nitrogénio 1557 CAA29588.1
allS Assimilagdo de nitrogénio 738 MF417539.1
allC Assimilagdo de nitrogénio 2516 2273639_02901
ureG Assimilagdo de nitrogénio 618 29381131
glnA tS;:éese de glutamina sinte- 98 LCO11557 1
gltB tS;:(;cese de glutamato sinte- 7930 AY035435.1
gluD imtese de glutamato desi- 1382 29379502

rogenase

ntrA Regulagdo de nitrogénio 1935 X03147.1

ntrB Regulacédo de nitrogénio 1408 X03146.1
ntrC Regulagdo de nitrogénio 1575 X02617.1

narl Sintese nitrato reductase 681 KONIH1_14050
narH Sintese nitrato reductase 1545 KONIH1_14060
narZ Sintese nitrato reductase 3741 KONIH1_14070
norBC tS;rs‘;ese oxido nitroso reduc: 2734 KONIH1_22945
nirK Sintese nitrito reductase 2874 AAA25099.1

Por outro lado, encontraram-se na literatura informagao de genes envolvidos
na metaboliza¢do do nitrogénio na bactéria. Esses genes foram identificados na etapa 2
com ajuda da ferramenta BLAST. O processamento procurou regides similares entre os
contigs e genes obtidos das bases de dados do NCBI, EBI e KEGG. Dessa forma foram
encontrados 15 genes (Tabela 3) para a cepa K. pneumoniae — cepa 1 e 17 genes para as
cepas de K. oxytoca - cepas 2 e 3 - (Tabela 4). Esses genes tém relagdo potencialmente
simbidtica com a mosca pois estdo envolvidos no metabolismo do nitrogénio, especi-
ficamente na fixacdo, assimilacdo e regulacdo do nitrogénio. Nos genes identificados,
existe uma diferenga entre os genes envolvidos na fixagdo do nitrogénio devido ao fato
de se tratar de espécies distintas de bactérias. Entre as espécies, a maioria os genes sao
conservados, porém, pela diversidade genética os genes podem mudar de sequéncias,
mas nao de func¢do, como neste caso. Esse mecanismo molecular da metabolizacdo
do nitrogénio é importante, uma vez que a maior parte da dieta dos insetos é pobre
em nitrogénio (JR., 1985; WALDBAUER; FRIENDMAN, 1991). Dessa forma, a mosca
precisa da metabolizacdo do nitrogénio para obter compostos necessdrios para seu
desenvolvimento no ciclo de vida.
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4.3 Identificacdo das rotas metabolicas da metabolizacao

de nitrogénio a partir dos genes encontrados

Na etapa 3, foram identificadas as possiveis rotas metabdlicas pela base de dados
KEGG (OGATA et al., 1999). Cada gene encontrado pelo BLAST codifica enzimas ou
unidades de proteinas que tem funcdo no metabolismo das bactérias Klebsiella. Os
compostos envolvidos nas rotas metabdlicas encontradas (Tabela 5), sdo 11 metabolitos,
sendo cada um representado pelo ntimero de vértice correspondente no subgrafo
representado na Fig 13. A numeracdo apresentada vai de 0 até 10, em que representam as
fungdes que os metabolitos encontrados desempenham na metabolizacdo do nitrogénio
nas bactérias, onde cada metabolito envolvido é um composto com nitrogénio na
estrutura quimica. O intuito da metaboliza¢do do nitrogénio é obter compostos quimicos

mais simples para a utilizacdo da mosca.

Tabela 5 — Metabolitos envolvidos no subgrafo (Fonte: Autoria Prépria).

Vértice Metabolito
Nitrato
Amonia
Nitrito

Oxido nitrico

Oxido nitroso

Nitrogénio
S-Alantoina
Alantoato
Ureia
L-Glutamina
L-Glutamato

O| O[O\ Ul x| W | N —| O

—_
(@]

Na Fig 13 ¢ apresentado o subgrafo, levando em consideragdo cada um dos
metabolitos encontrados. O subgrafo é a representacdo das rotas metabdlicas envolvidas
na metabolizacdo de nitrogénio nas bactérias Klebsiella. Esse subgrafo foi projetado
de acordo com a teoria dos grafos, representando cada metabolito como vértices e
cada reagdo, que ocorre na metabolizacdo do nitrogénio nas bactérias, como arestas
conectando os vértices. Além disso, foram fixados os metabdlitos de entrada e saida,
esses sdo representados por b;, onde b; (Nitrato) e b, (S-Alantoina) sdo metabdlitos de
entrada e b3 (Amonia) e by (L-Glutamato) sdo os metabdlitos de saida.
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Figura 13 — Subgrafo de reac¢des quimicas envolvidas na metabolizagdo do nitrogénio
nas bactérias Klebsiella

Fonte: Autoria propria

4.4 Modelagem estequiométrica das rotas metabolicas das

bactérias Klebsiella

Na etapa 4 do processo foi gerada a matriz estequiométrica (S) (Fig 14), na
qual possui 16 colunas que correspondem ao niimero de reagdes quimicas no grafo.
As primeiras 12 colunas sdo as representagdes das reacdes que acontecem dentro da
metaboliza¢do de nitrogénio nas bactérias e as tltimas 4 colunas sdo as reacoes de
entrada e saida dos metabolitos fixados. As 11 linhas sdo os metabolitos envolvidos
na via de metabolizacdo de nitrogénio nas bactérias do género Klebsiella. Os valores
na matriz sdo coeficientes estequiométricos fornecidos pela base de dados KEGG para
cada reagdo. Os coeficientes que tém o sinal negativo (-) indicam que o metabélito foi
consumido na reacdo e os coeficientes com sinal positivo (+) sdo os produtos gerados
pela reagdo que aconteceu.
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Figura 14 — Matriz estequiométrica das rotas metabolicas envolvidas na metabolizacdo
de nitrogénio nas bactérias Klebsiella.

. ) |
Fy Py By Py Bs Fg Py Tg Fg T 1 ’mbl by by b,
1

Vértice i

0 "-1000000000 0 0110007  Nitrato
I 000011001-10-1100-10 Ambnia
e 1-1000-100000 010000 Nitrito
3 01-10000000 0 0i10000]| Oxido nitrico
4 001-1000000 0 0i00 00| Oxido nitroso
5 §=—0001-100000 0 0i0 000} Nitrogénio
6 000000-10000 010100 S-Alantoin
7 0000001-1000 010000  Alantoato
8 00000001-100 0i0000 Ureia
9 000000000 1 -10;0000]| L-Glutamina
10 (0000000000 1 1;000-1] L-Glutamato

Fonte: Autoria propria

Os metabolitos e reagdes envolvidas na metabolizacdo do nitrogénio foram re-
presentados com o subgrafo obtido do KEGG, sendo utilizado na etapa 4 para construir
a modelagem estequiométrica, complementada com a informacao dos coeficientes este-
quiométricos fornecidos pela base de dados. O modelo foi baseado na equacéo 1; para
trabalhar baseado no estado estavel das rotas metabdlicas. A matriz presente na Fig 14
mostra os coeficientes estequiométricos envolvidos nas reagdes da metabolizag¢do do ni-
trogénio nas bactérias Klebsiella. A modelagem estequiométrica gerou as representagdes
na forma matricial das rea¢des que acontecem dentro do sistema da metabolizagdo do
nitrogénio nas bactérias. A utilizacdo dos conceitos matematicos aplicados aos dados
biol6gicos foram necessarios no momento de analisar as rotas metabdlicas, permitindo
supor as condi¢des das rotas metabdlicas de acordo com o estado estavel das concentra-
¢Oes dos metabolitos.
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4.5 Analise das rotas metabolicas das cepas de Klebsiella sp.
utilizando CNA

As andlises dos EM sdo realizadas pela ferramenta CellNetAnalyzer que permite
a visualizagdo do grafo gerado (Fig 13). O modelo foi elaborado com o formato de fluxos
(caminhos) entre vértices, inserindo os coeficientes estequiométricos de cada reacdo de
acordo com a codificacdo do grafo. Os EM obtidos sdo apresentados na representacao
matricial, onde as colunas sdo o nimero de EM encontrados e as filas sdo as reagdes
envolvidas nos EM (Fig 15).

Figura 15 — Representacdo matricial dos EM obtidos pelas andlises das rotas metabdlicas
envolvidas na metabolizacdo de nitrogénio nas bactérias Klebsiella.
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Fonte: Autoria prépria

De acordo com o subgrafo obtido na Fig 13 na etapa 5, foi utilizada a andlise de
rotas metabolicas pelos “Elementary Modes”. Esta técnica permite identificar todos os
possiveis caminhos que existem no sistema definido pelo usuario (TRINH et al., 2009),
esses EM foram obtidos pela ferramenta CellNetAnalyzer, que tem uma interface gréafica
no MATLAB. Dos 10 EM obtidos, 9 foram tteis para essa dissertagdo, pois segundo
(SCHILLING et al., 2000) sao classificados como tipo I, ou seja, sdo rotas funcionais onde
o intercAmbio de fluxo é ativo, indo desde um vértice com um metabolito de entrada
até qualquer vértice de saida fixado. Além disso o EM No. 10 foi descartado porque
é de tipo I1I, o que indica que forma ciclos internos (fluxo inativo) na rota metabolica
(MAARLEVELD et al., 2013).
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As andlises das rotas metabdlicas geraram resultados iguais nas trés cepas de
Klebsiella, identificando os mecanismos moleculares dessas bactérias e seu importancia
no ciclo de vida da mosca C. capitata. No ciclo de vida da mosca o processo da meta-
morfose precisa do mecanismo molecular da metaboliza¢do de nitrogénio. A primeira
abordagem foi focada nos metabolitos de saida fixados nas analises dos EM. A amonia é
um produto de excregdo da metabolizacdo de nitrogénio na bactéria, mas também é um
reagente na formagdo de glutamina dentro do ciclo da reutilizacdo de amonia. Logo a
glutamina reage com a enzima glutamato sintetase e produz L — Glutamato. Os resulta-
dos bioquimicos destas rea¢des sdo relacionados de acordo com a atividade da enzima
glutamato desidrogenase, onde o substrato desta enzima é o L-Glutamato, e o produto
¢ a amoOnia. A atividade enzimatica (Fig 5) apresenta uma queda aproximadamente
as 40 hrs, o que indica que a enzima ndo tem substrato para reagir, ndo conseguindo
produzir amoénia. Porém o ciclo pode acontecer em baixas concentragdes de amonia,
produzindo glutamina e voltar a gerar L-Glutamato. O L-Glutamato é uma molécula de
interesse nas simbioses com a mosca, pois é um aminodcido utilizado para realizar a
sintese de novas proteinas nos estdgios da metamorfose da mosca.

Nos EM sdo apresentados os 10 EM obtidos das anélises de rotas metabdlicas das
bactérias Klebsiella (Fig 16 e 17). Os EM foram codificados como p;. Sugerido por (PAPIN
et al., 2003) foram classificados em 2 grupos. O primeiro grupo apresenta os resultados
obtidos para as rotas onde o produto final foi o L-Glutamato, composto importante na
relacdo simbidtica entre a bactéria e a mosca (Fig 16).
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Figura 16 — Elementary Modes gerados pelas anélises das rotas metabdlicas nas bacté-
rias Klebsiella que geram L-Glutamato

Fonte: Autoria prépria
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O segundo grupo (Fig 17) sdo representados os EM restantes. Os EM p7 - pg
mostram as possiveis rotas onde o produto final é a amoénia. O p;, representa um
caminho interno que ndo produz intercambio de metabolitos no sistema, e ndo inicia
em um vértice de entrada, além disso, ndo gera um metabolito de saida.

Figura 17 — Elementary Modes gerados pelas anélises das rotas metabdlicas nas bacté-
rias Klebsiella. que geram amonia e reagdes internas
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Fonte: Autoria prépria

No processo da metamorfose a C. capitata sofre processos bioquimicos necessa-
rios para seu desenvolvimento. A segunda abordagem foi avaliar o fluxo de energia
necessdrio para completar a metamorfose desde a fase de ovo até a adulta da mosca.
Nestas etapas a mosca precisa de energia em multiplas formas para realizar a transfor-
macao. O foco desta andlise foram as proteinas como uma fonte principal dessa energia,
pois sdo essas as moléculas que sofrem digestdo na metamorfose, gerando aminoacidos
livres. Esses aminodcidos sdo usados principalmente nas sinteses das novas proteinas
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nos diferentes estdgios da mosca. Segundo (NESTEL et al., 2003), essas proteinas sdo de
cuticula de larva e pupa, e a taxa metabolica (Fig 4) delas apresentam variagdes durante
o tempo de desenvolvimento da mosca. As variagdes ocorrem porque no processo de
digestdo, a concentracdo de proteina decresce, isso gera aminodcidos livres no meio.
Ap6s aproximadamente 60 hrs, esses mesmos aminodcidos sdo utilizados nas sinteses
de proteinas no estdgio seguinte da mosca.

Apbs a identificacdo do mecanismo molecular da metaboliza¢do do nitrogénio
nas bactérias Klebsiella e sua importancia no desenvolvimento da mosca, é importante
adicionar que essas bactérias também tém a capacidade de concorrer com outras bacté-
rias. Na microbiota da mosca estdo presentes multiplas enterobactérias e Pseudomonas
spp- Na figura sao apresentadas as porporcdes de bactérias presentes em diferentes
estdgios do desenvolvimento da mosca. De acordo com os resultados foi proposto o
mecanismo molecular de resisténcia/imunidade entre Klebsiella e Pseudomona spp. como
alvo também da engenharia metabdlica. A Klebsiella acaba deslocando a Psudomona da
microbiota da mosca. Isso tem importancia na imunidade/resisténcia a Psudomona spp.
pois essa bactéria ¢ um patégeno da mosca, gerando efeito negativo na porcentagem da
eclosdo dos ovos, e reduzindo a porcentagem de ovos exitosos na eclosao (YISHAI et
al., 2018).



36

5 Considerag¢oes finais

Baseado nos resultados no presente capitulo apresentamos as principais conclu-
sOes referentes ao processo proposto de reconstrucdo de rotas metabdlicas e as propostas
para trabalhos futuros no modelo experimental apresentado.

5.1 Conclusoes
Analisando os resultados obtidos conclui-se:

e Os resultados da reconstrucdo de rotas metabdlicas permitiram comparar as
rotas envolvidas na metabolizacdo do nitrogénio nas trés cepas de bactéria. A
comparagdo foi feita a partir dos metabolitos e as rea¢des presentes. No entanto
entre as bactérias Klebsiella ndo existe diferenca entre as rotas metabdlicas. Por
consequéncia, foram obtidos dados de energia e termodindmica que permitissem
diferenciar as cepas. Esses dados foram relacionados com a metamorfose da
mosca, uma vez que nessa fase a mosca utiliza multiplas fontes de energia para
completar o processo. Dessa forma, foi estudada a utilizagdo de proteinas como
fonte de energia no processo de metamorfose. Neste processo ocorre a digestdo de
proteinas gerando aminodcidos livres como o L-Glutamato.

e O mecanismo molecular identificado da metaboliza¢do do nitrogénio é um possi-
vel alvo na engenharia metabolica e genética das bactérias Klebsiella. O processo
molecular pode ser modificado para melhorar a produgdo de metabolitos de inte-
resse como o L-Glutamato, sendo este composto um metabolito importante nas
sinteses das proteinas da larva e pupa na metamorfose da mosca. Estas bactérias
modificadas pela engenharia metabdlica e genética podem ser adicionadas na
dieta da C. capitata produzida pela técnica SIT.

e O mecanismo molecular identificado, de imunidade/resisténcia a Pseudomonas
spp., esta relacionado com a concorréncia com as bactérias Klebsiella. A Pseu-
domonas spp. é uma bactéria patégena no ciclo de vida da mosca C. capitata e
sua presenca na microbiota faz que o porcentagem da eclosdo de ovos seja me-
nor ( 80%) ao porcentagem de eclosdo de ovos atingido pelas moscas com as
bactérias Klebsiella na microbiota ( 90%). Foi proposto que o mecanismo de imu-
nidade/resisténcia a Pseudomonas spp. é devido a genes de proteinas que faz a
Klebsiella deslocar a Pseudomonas spp.

e Os resultados de reconstrucdo de rotas metabdlicas mostram a identificagdo dos
mecanismos de metabolizacdo do nitrogénio e de resisténcia/imunidade a Pseudo-
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monas. Esses mecanismos sdo realizados pela bactéria Klebsiella e produz produtos
metabdlicos de importancia como o L-Glutamato e Amonia utilizados no processo
de metamorfoses da mosca. Os resultados apresentados concordam com pesquisas
realizadas anteriormente na drea de reconstrugdo de rotas metabolicas de K. pneu-
moniae que mostram a importancia das bactérias Klebsiella spp. para seu uso na
biotecnologia de acordo com a capacidade de metabolizar produtos nitrogenados.
Esses produtos sdo utilizados pela mosca e podem melhorar a produgdo desta
logo da aplicagdo da técnica SIT.

5.2 Trabalhos Futuros

Baseados na identificacdo de mecanismos moleculares pela reconstrucdo de rotas
metabdlicas, sugerem-se os trabalhos a seguir.

e Obter dados de concentragdes de metabolitos que permitam complementar a
técnica de reconstrucdo de rotas metabdlicas e identificar os fluxos metabdlicos

mais provaveis.

e Obter e processar dados termodindamicos das rotas metabdlicas e do processo de
metamorfose da mosca do mediterraneo, para avaliar espontaneidade das reacdes
que podem ocorrer.

e Realizar bioengenharia reversa para identificar outras sequéncias que possam-se
relacionar com a diferenga de contigs gerados entre cepas. Além disso, adicionar
técnicas tipo CRISPR-Cas9 no processo de edicdo genética de genomas e comparar
resultados.

e Identificar os mecanismos moleculares envolvidos com outros possiveis genes de
imunidade e resisténcia as bactérias potencialmente simbidticas.

e Realizar engenharia metabdlica e genética nos mecanismos moleculares identifica-
dos, bem como realizar a experimentacdo no laboratério para validar os dados
gerados in silico pelas analises computacionais.
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APENDICE A - Script utilizado para rodar a ferramenta
SPAdes @CACAU

No script utilizado para rodar a ferramenta SPAdes (Fig 18), é definido o nome
do trabalho, o tempo de permanéncia na fila, a quantidade de nés e cores usadas, e a
saida. Além disso, é definido o endereco do programa no CACAU. Os Elementos R1 e
R2 sdo os dados de entrada do programa para fazer a montagem das sequéncias.

4! /fbin/bazh

[#SBATCH -7 ofieda]ob
$SBATCH long #fila
e idage da nos

#SBATCH
i ig de cores

oy #log ne gaida do gluen

soutce fust/local/vars/spades-3.13.0 vars.sh

FASTQ DIRECTORY=/home nfa/augfranco/2019-08-03-Cepal/data

Rl=Galaxy3-AGl2-Flebaiel l3-oxytoca-planta-KOP 52 LOOL R1 0O1.fasty

R2=Galaxyd-2602-Klehaiella-oxytoca-planta-F¥OP 52 LOO1 R2 001.faste

ed fhome nfs/augfranco/2019-08-03-Cepal/dssenbliss/spadas

Spades. py -0 Bpades cepa? ~-tarefnl ==pel-1 SFASIQ DIEECIORT/SR1 --pel-2 §FASTQ DIRECTORE/SRZ -t § =m 15

Figura 18 — Script para o uso da ferramenta SPAdes

Fonte: Autoria Prépria
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APENDICE B - Procurar caminhos em grafos de acordo

as poténcias da sua matriz de adjacéncia

No presente apéndice apresentamos outra possivel abordagem para solucionar o
problema de interesse. Foi proposto trabalhar com um grafo e sua matriz de adjacéncia
(Fig. 19). O subgrafo obtido é apresentado na figura 19A, com 11 vértices, sendo o grafo
G = (V, F). A matriz de adjacéncia, de ordem |V|  |V|, foi apresentada na figura 19B,
onde |V'| é o nimero de vértices.

A B |Al0]1]2]314|5/6/7/8]9]10
0(0[0/1/0/0(0/0000]0
1{olojofojofolololol1]1
2(0(1/0[1]0[0l0/0/0/0]0
3(0(0/00/1/0/0/0[/0[0]0
410/0/0/0/0(10[0[0]0]0
5(0(1/00/0/0/00[/0[0]0
6/0/0/0/0/0]0|0/1/0/0]0
70010/0/0]0]0]/0/0/1/0]0
810(1/0/0/0/0/0/0/0/0/0
9(0[0000/0/00[0[0]1
10/0/0/0/0/0[0/0/0[0[0][0

Figura 19 — Grafo de pesquisa e sua matriz de adjacéncia

Fonte: Autoria prépria

A partir da matriz de adjacéncia foi proposta a utilizacdo das poténcias desta
matriz e a busca dos caminhos dentro do grafo. As poténcias foram até o nimero
total de vértices no grafo, neste casso 11 vértices. A poténcia da matriz n representa o
comprimento do caminho presente (Figuras 20 e 21), onde sdo apresentados os vértices
originais do grafo e a quantidade de caminhos de n comprimento entre vértices.
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APENDICE B. Procurar caminhos em grafos de acordo as poténcias da sua matriz de adjacéncia
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Figura 20 — Poténcias 2, 3 e 4 da matriz de adjacéncia

Fonte: Autoria propria
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APENDICE B. Procurar caminhos em grafos de acordo as poténcias da sua matriz de adjacéncia
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Figura 21 — Poténcias 5, 6 e 7 da matriz de adjacéncia

Fonte: Autoria propria
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APENDICE C - Aplicacio de DNA computing

Neste apéndice é apresentada a utilizacdo da técnica de DNA computing base-
ada em experimentos de biologia molecular para solucionar problemas de algoritmos
em grafos (SETUBAL; MEIDANIS, 1997; ADLEMAN, 1994). A estratégia é gerar os
possiveis caminhos de comprimento (n — 1), seja (1 < i < n) onde n é o nimero total de
vértices no grafo de interesse. Além disso, identificar qual dos possiveis caminhos sdo
a solugdo do problema abordado. O procedimento principal nesta técnica é codificar
caminhos e vértices do grafo em forma de sequéncias de DNA. Foi utilizada essa técnica
para exemplificar outra forma de obter os fluxos dentro de um grafo (Fig. 22). O grafo
problema contém 4 vértices e 3 arestas. O procedimento foi realizado in silico devido
aos custos dos reagentes e a falta de equipamento necessario para executar na bancada.

F o

Figura 22 — Subgrafo exemplo do problema utilizado na aplicagdo de DNA computing

Fonte: Autoria prépria

A implementagdo de DNA computing tem trés passos importantes: 1) Codi-
ficagdo dos vértices, 2) Codificagdo das arestas e 3) Construcdo dos caminhos. Na
codificacdo dos vértices as sequéncias de DNA foram escolhidas arbitrariamente, de
comprimento 8 pb, para cada vértice v; do grafo, onde i é o niimero de vértice. Para
cada aresta v;v; no grafo a codificagdo foi realizada de acordo a sequéncia formada pelo
sufixo de 4 bp da sequéncia de v; concatenada com o prefixo de 4 bp da sequéncia de v;.
Além disso, sequéncias complementares 7; aos vértices foram utilizadas, de acordo ao
conceito de complementariedade do dogma central da biologia molecular. A funcdo
destas sequfncias é gerar uma ligagio entre duas arestas que contenham o trecho de
sequéncia complementar. Por tltimo a codificagdo dos caminhos é gerada pela unido
quimica da concatenagdo das arestas com a sequéncia complementar ;.
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A implementacdo de DNA computing representa outra maneira de obter os
caminhos no grafo. Nesta segdo foi apresentado o processo de codificacdo dos vértices,
arestas e a construcdo dos caminhos. A Figura 23 mostra os 4 vértices envolvidos no
grafo com a codificacdo arbitraria de sequencias de DNA assinadas para cada vértice.
Na Fig 23B sdo apresentadas as arestas codificadas pelo sufixo de 4 pb da sequéncia v;
concatenada com o prefixo de 4 pb de sequéncia v;. Além disso, as sequéncias comple-
mentares aos vértices (Figura 23C) tem a funcado de realizar a ligagdo entre as arestas
que onde tenham sequéncias complementares. As sequéncias complementares tem
comprimento de 8 pb e nesta exemplificacdo foram usadas 2 sequéncias complemen-
tares. Todos os elementos anteriormente codificados foram utilizados para codificar
dos caminhos presentes desde o vértice 3 até vértice 5 na Figura 23D, passando pelos
vértices v, e analogamente pelo vértice vg.

A B

CGTAGGAT Y6

Fs

CGTATAGC

(o)
e

GCATGCCG ATTGCGTA TAGCCTAG

GCATGCCG ATTGCGTA TAGCCTAG
C D
V3 GCATGCCG
vy TAACGCAT vy ATTGCGTA
Vg: GCATCCTA Vs DATAGGRY
4 Vs
GCCGATTG CGTATAGC
. Y]
GCATGCCG ATTGCGTA TAGCCTAG
Va Vs

Vavy . V4vs=GCCGATTGCGTATAGC

il NS AT
TAACGCAT

Uy

Figura 23 — Codificagdo do grafo problema de acordo a técnica de DNA computing

Fonte: Autoria prépria
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C.1 Uso de DNA computing

O primeiro passo para realizar a aplicacdo de DNA computing é construir os
caminhos de interesse presentes no grafo problema. Para isso, foi necessario realizar a
reagdo de ligacdo (Fig 24), onde tem presenca das arestas e sequéncias complementares
em forma de sequéncias de DNA de comprimento 8 pb. A reacdo de ligacdo tem como
resultado a formagdo de sequéncias de DNA codificando diferentes caminhos dentro
do grafo problema.

V3Ve  ViVy VyVs VeVs
l | | |

Vi, V4s V5. Vg V4 ,Vg

Figura 24 — Reagdo de ligacdo

Fonte: Autoria prépria

O resultado da mistura dos reagentes gera multiplas combinag¢des no tubo de
ensaio. Os resultados sdo multiplas copias de sequéncias de arestas e multiplas copias
de sequéncias complementares aos vértices. No tubo de ensaio ocorre a ligacdo, mas
algumas delas ndo representam caminhos no subgrafo. Na Figura 25 sdo apresentadas
multiplas combinagdes entre arestas que podem o ndo estar presentes no grafo original.
As combinag¢des marcadas com vermelho sdo as combinagdes de interesse que resolvem

o problema estudado.
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ViVy. V3V ViVg. VyVs

_ ViVy VRV V3V V3V
4 hrs de incubacio

23 V3V Wy Vs V3V Ve¥s
VaVs. ViV, VgVs. V3V
VaVs. WyVs  VeVs. VyVs
VaVs. V3V VeVs. V3V
Vy¥s. VgVs  VgVs. VgVs

Figura 25 — Produto de reacdo de ligacdo

Fonte: Autoria prépria

O produto da reacdo de ligacdo é o principal reagente para realizar o PCR in silico,
porque contém as copias dos possiveis caminhos obtidos. A utilizacdo dos primers v; e
sequéncia complementar 75 sdo necessdrios para procurar s6 os caminhos que iniciam
no v e o destino é a sequéncia complementar v5. O produto desta amplificagdo identifica
os caminhos de comprimento 16 pb correspondentes as duas opgdes de caminhos dentro
do grafo como é apresentado na Figura 26, que mostra a eletroforeses dos produtos de
PCR.
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* Caminho 1: vy— v, — v
* Caminho 2: v;— vy— v

* Amostra controle (@): auséncia de oligonucleotideos.

1 2 3 i
Escala peso Caminho | (0] Caminho 2
molecular

bp | | | 2 | | 3 | | 4

so0 [

200

100
75
Comprimento 16 pb
50 o
25 o B
10

Figura 26 — Electroforeses do PCR in silico

Fonte: Autoria prépria



