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ABREVIATURAS

DNA - acido desoxiribonucleico

DNAse - desoxiribonuclease

EDTA - &cido etilenodiaminotetracético
p/v — peso por volume

pH —log [H*]

RNA - &cido ribonucléico

RNAse - ribonuclease

SDS - lauril sulfato de sédio

TAE - solugao tampéo Tris-acetato-EDTA
TBE - solugao tampé&o Tris-acido bérico-EDTA
TE - solugéo tampéo Tris-EDTA

Tris — Tris[hidroximetilJaminometano

v/v — volume por volume

PCR - reacdo da polimerase em cadeia
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UNIDADES

g — aceleragéo da gravidade
g-grama

kb — kilobase

L —litro

M — molar

mg — miligrama

mL — mililitro

mM — milimolar

g — micrograma
uL — microlitro

uM — micromolar

ng — hanogramas
pb — pares de bases
kb - kilobases

U - unidades

V - Volt
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CONSTRUGAO DE BIBLIOTECAS METAGENOMICAS PARA PROSPECGAO DE GENES
ENVOLVIDOS NA BIOSSINTESE DE ANTIBIOTICOS

RESUMO - Metabdlitos secundarios sdo compostos bioativos, com grande importancia para a industria
farmacéutica e agropecuaria, produzidos por certos grupos de microrganismos e plantas. Os policetideos,
que séo sintetizados por complexos enzimaticos denominados policetideos sintases (PKSs), desatacam-se
entre os metabdlitos secundarios conhecidos e compde a estrutura quimica basica de varios antibiéticos.
Todos os genes envolvidos na biossintese de um policetideo se encontram agrupados fisicamente no
cromossomo, e contém genes que sao altamente conservados, comumente chamados de pks minima. Os
métodos tradicionais para pesquisa de novas drogas, que envolvem o cultivo de microrganismos isolados
do solo, ndo sdo mais tdo promissores, devido a alta taxa de redescoberta de antibidticos ja conhecidos,
que chega a 99,9%, e a pequena parcela de microrganismos do solo que séo cultivaveis pelas técnicas
padrdes de cultivo, cerca de 1%. A Metagendmica é uma abordagem promissora que permite acessar 0
genoma desses organismos incultivaveis, pois consiste na extracdo de DNA diretamente do ambiente e
construgéo de uma biblioteca com este genoma misto. Neste trabalho descrevemos a construgdo de uma
biblioteca feita com DNA de alto peso molecular isolado diretamente de solo coletado sob arboreto de
eucaliptos no Estado de Sao Paulo, Brasil. A biblioteca possui 9.320 clones e foi construida em vetor
cosmideo, com insertos de tamanho variando entre 30 e 45kb. Digestées com diferentes enzimas de
restricdo do DNA cosmidial de clones escolhidos ao acaso permitiram visualizar claras diferengas no
padréo de bandeamento entre os clones, bem como possibilitaram a determinagao do tamanho médio dos
insertos. A avaliagao inicial da presencga de genes envolvidos na biossintese antibiéticos sintetizados pelo
sistema enzimatico PKS do tipo | foi realizada através da amplificagcdo por PCR dos clones da biblioteca
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores degenerados especificos. Foram prospectados 4.320 clones e
os resultados sugerem grande diversidade desses genes. Os produtos de PCR obtidos foram

sequenciados para confirmagao da identidade do gene amplificado.

Palavras-Chave: antibiéticos, biblioteca metagendémica, metabdlitos secundarios, metagenoma, PKS tipo |,

policetideos
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CONSTRUCTION OF METAGENOMIC LIBRARIES AND PROSPECTION OF GENES INVOLVED IN THE
ANTIBIOTIC BIOSYNTHESIS

ABSTRACT - Secondary metabolites are bioactive compounds with great importance in the pharmaceutical
and agriculture industries, procuced by a few groups of microrganisms and plants. The polyketides that are
synthetized by enzimatic complexes, denominated polyketides synthases, outstand among the secondary
known metabolites, which are part of the main structure of many antibiotics. All genes involved in the
biosynthesis of antibiotics are found as clusters in the chromossome. The traditional methods for the
research of new drugs that are made from microrganisms cultures isolated from the soil are not so
promissing, due to the high rate of rediscorevy of already known species, reaching 99.9%. The other small
piece of microrganisms are culturable by standards culture methods, reaching 1% maximum.
Metagenomics is a promissing approach that allows the access to genom of these organisms that are not
culturable, as it is carried out by DNA extraction directly from the environment and construction of a mixed
genomic library. In this work, we describe the construction of a library made from high molecular weight
DNA isolated directly form the soil underneath a pinus forest in the State of S&o Paulo, Brazil. The library
shows 9.320 clones and it was constructed in a cosmideo vector, with insert size ranging from 30 to 45 kb.
Digestion with different restriction enzymes of cosmidial DNA randomly chosen allowed to visualize evident
differences in the restriction fragments among the clones, as does the possibility to determine the average
insert size. The initial evaluation of the presence of genes involved in the biosynthesis of antibiotics
synthesized by the enzymatic system PKS of kind |, was accomplished by the PCR amplification of clones
from the library using specific primers. We studied 4.320 clones and the results suggest a great variety of
these genes. The PCR products obtained were sequenced for the determination of identity of the amplified

gene.

Keywords: metagenome, antibiotic, metagenomic library, secondary metabolites, PKS type |, polyketides
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l- INTRODUGAO

A estrutura da comunidade microbiana do planeta é altamente complexa e diversa, e esta
complexidade representa um desafio para a ciéncia e biotecnologia. A microbiota natural desempenha
papel fundamental na manutencdo dos processos biogeoquimicos e representa um enorme reservatorio
bioldgico e genético que pode ser explorado para a recuperagao de novos genes, vias metabdlicas inteiras
e seus produtos.

Nos ultimos 50 anos, produtos derivados do metabolismo secundario microbiano tém sido
utilizados para fins médicos, industriais e agricolas, e incluem antibidticos, drogas anticancerigenas,
compostos antifungicos, agentes imunosupressivos, inibidores enzimaticos, agentes antiparasiticos,
herbicidas, inseticidas e promotores de crescimento. A maioria desses compostos séo produtos naturais
obtidos a partir de microrganismos habitantes do solo. Dentre os metabdlitos secundarios conhecidos
podemos destacar os policetideos, que representam uma familia de substancias que possuem uma via
biossintética comum e compdem a estrutura quimica basica de varios antibioticos.

Historicamente, estudos sobre a diversidade microbiana e a descoberta de metabdlitos
secundarios tém se apoiado na suposi¢do de que pelo cultivo a maioria dos microrganismos de uma
amostra é identificada. Até meados da década de 90, a diversidade taxondmica e gendmica de
microrganismos eram avaliadas principalmente através da caracterizagéo fenotipica e/ou genotipica de
organismos isolados e cultivados em laboratorio. Pesquisas realizadas nos Ultimos 15 anos tém mostrado
que a verdadeira extensao da diversidade microbiana é ainda desconhecida, devendo exceder, em muito,
as estimativas prévias.

Os meétodos tradicionais de isolamento s&o falhos ao representar a diversidade microbiana
existente natureza porque somente uma pequena parcela de microrganismos do solo é cultivavel pelas
técnicas padrdes, cerca de 1%. O acesso molecular individual aos tipos de bactérias existentes na
natureza tem sido baseado principalmente na clonagem e determinagdo das seqiiéncias de genes 16S
rRNA amplificados a partir de DNA derivado do solo. Ambos os métodos, baseado em cultivo ou cultivo-
independente, apdiam o estabelecido de que os solos representam um dos mais diversos hébitats para
microrganismos.

Essas descobertas proporcionaram base cientifica para o desenvolvimento de novas abordagens

de acesso ao potencial metabdlico dos microrganismos do solo sem a necessidade de cultiva-los. A
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Metagendmica, ou analise gendmica da comunidade de microrganismos de um determinado habitat por
técnicas independentes de cultivo, se consolida como uma estratégia interessante e promissora que
permite 0 acesso ao potencial genético e bioquimico destes microrganismos, e possibilita o
desenvolvimento de novos compostos bioativos. Essa abordagem consiste na extragdo de DNA
diretamente do ambiente e construgéo de uma biblioteca com este genoma misto, para posterior clonagem
e expressdo de genes de interesse em vetores de expressao.

A proposta geral deste trabalho foi a construgdo de uma biblioteca metagenomica de solo e a
prospecgdo de genes envolvidos na biossintese de compostos sintetizados pelo sistema PKS. Novos
genes envolvidos na biossintese de antibidticos serdo futuramente usados em experimentos de clonagem,
biossintese combinatéria e expressdo heteréloga, para obtengdo de organismos geneticamente

modificados produtores de antibidticos.
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ll- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Metabélitos secundarios: aspectos gerais

Metabdlitos secundarios sdo produtos naturais com baixo peso molecular produzidos por certos
grupos de microrganismos € plantas. Geralmente sdo ativos contra outros microrganismos em baixas
concentragdes, e devem sua atividade antibiética a habilidade de inibir processos metaboélicos primarios
essenciais. Eles sdo secundarios porque sdo produtos de um metabolismo que nao é essencial para a
sobrevivéncia da célula produtora, mas sua producdo provavelmente confere vantagens competitivas
(MARTIN & DEMAIN, 1980).

Por cerca de meio século, metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos tem sido a
principal fonte de medicamentos para o tratamento de doengas infecciosas e tumores. Muitos dos produtos
naturais com importantes aplicagdes na medicina e agricultura séo produzidos por um grupo de bactérias
gram-positivas filamentosas de solo, da ordem Actinomycetales, das quais 0 género Streptomyces € o0 mais
conhecido (DEMAIN & FANG, 1995). Este género tem habilidade de sintetizar substéncias com estrutura
quimica muito diversa, que incluem uma enorme variedade de antibiéticos. Dos 12.000 antibidticos
conhecidos em 1995, 55% eram produzidos por actinomicetos do género Streptomyces, 11% por outros
actinomicetos, 12% por bactérias ndo filamentosas como mixobactérias e 22% eram produzidos por fungos
filamentosos (STROHL, 1997).

Dentre os metabdlitos secundarios podemos destacar os policetideos, que sado substancias que
possuem uma via biossintética comum, e compdem a estrutura quimica basica de vérios antibiéticos
(tetraciclinas e eritromicinas), parasiticidas (avermectinas), imunomoduladores (FK506), agentes
antitumorais (antraciclinas), agentes antifingicos (candicidina e anfotericina), anticolesterémicas
(lovastatina) entre outros (VINNING, 1980). Existem descritas cerca de 10.000 moléculas de policetideos,
das quais uma grande quantidade é utilizada pela industria farmacéutica, que obtém acima de US$ 8

bilhdes ao ano com vendas dessas moléculas (DEMAIN, 2000).
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2.2- Policetideos: bioquimica e genética de produgao

Policetideos sdo produtos naturais que contém mudltiplas fungbes [-hidroxicetona ou B-
hidroxialdeido (-H2C(=0)CH2CH(OH)CH2C(=0)-). As policetideos sintases (PKSs) s&o complexos
enzimaticos que catalisam a montagem do esqueleto carbdnico dos policetideos a partir de ésteres graxos
de coenzima A, provenientes de &cidos graxos de cadeia curta como acetato, propionato e butirato. As
acido graxo sintases (FAS), que sintetizam os lipidios que desempenham grande variedade de funcdes
celulares essenciais, s@o homologas as PKSs, mas estas cumprem uma rotina biossintética muito mais
complexa, e estéo presentes apenas em grupos taxondmicos restritos (HOPWOOD, 2004).

Tanto os policetideos como os acidos graxos sdo derivados de acetil-CoA ou outros acil-CoA,
porém, nos policetideos, mais de um tipo de mondmero pode ser utilizado para construir cadeias
aromaticas ou reduzidas com tamanhos variados. Nos &cidos graxos apenas grupos com dois carbonos
sao assimilados a partir do malonil-CoA para formar moléculas saturadas com tamanho de cadeia entre 16
e 20 carbonos (HUTCHINSON & FUJII, 1995).

Assim como para acidos graxos, 0 complexo de enzimas responsaveis pela sintese dos
policetideos também é dividido em duas familias. As PKSs do tipo |, também chamada de PKS modular,
sdo grandes proteinas multifuncionais com varios modulos enzimaticos, onde o numero de mddulos
determina o tamanho total do anel formado, pois cada mddulo contém os sitios ativos necessarios para
catalisar um ciclo de extensdo da cadeia policetidica, com as subseqlientes modificagdes nos respectivos
produtos de condensacdo. As PKSs do tipo Il sdo compostas por vérias enzimas monofuncionais
interativas, responsaveis pela sintese dos policetideos aromaticos que nao requerem extensos ciclos de
redugdo e desidratagdo. As moléculas produzidas por PKSs do tipo Il s&o normalmente glicosiladas, e as
alteragdes no padrao destas glicosilagdes geram uma diversidade adicional a este grupo (HOPWOOD,
1997).

Todos os genes biossintéticos necessarios para a sintese de um determinado antibiético a partir de
metabdlitos primarios ocorrem em agrupamentos génicos ("clusters") que ocupam entre 15 e 120 kb. Os
agrupamentos génicos biossintéticos estdo geralmente localizados no cromossomo bacteriano e em alguns
casos em plasmideos (MARTIN & LIRAS, 1989). Eles contém, além dos genes estruturais que codificam
todas as enzimas da via metabdlica secundaria, genes que conferem auto-resisténcia ao antibiético

produzido e genes reguladores, que coordenam a expressdo dos outros genes do agrupamento génico
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(FERNANDEZ-MORENO et al., 1991). A primeira demonstragao disto foi a clonagem do agrupamento
génico biossintético inteiro do policetideo actinorodina, que estava contido num fragmento de 35Kb de DNA
cromossomal do produtor, Streptomyces coelicolor A3(2), e sua expressdo na linhagem nao produtora e
sensivel a actinorodina S. parvulus, que produziu actinorodina e tornou-se resistente (MALPARTIDA &
HOPWOOD, 1984). Através de experimentos de nocaute de genes, complementacdo dos mutantes
bloqueados e expressdo heterdloga, muitos agrupamentos génicos biossintéticos foram estudados em
detalhes, levando ao isolamento e caracterizagdo de vias biossintéticas inteiras (HUTCHINSON, 1997).

Os agrupamentos génicos biossintéticos das PKSs contém genes que sdo altamente conservados
e muitas vezes organizados de forma similar no cromossomo. Esses genes sdo comumente chamados de
pks minima e codificam: B-cetoacil sintase (KS), fator de elongagao de cadeia (CLF) e proteina carreadora
de acilas (ACP) (HOPWOOD, 1997).

2.3- Pesquisa de novas drogas

Desde a descoberta da estreptomicina na década de 50, produzida por um actinomiceto isolado do
solo, microbiologistas e farmacéuticos do mundo inteiro passaram a investir grandes esforgos no cultivo de
diversos microrganismos para pesquisar novas linhagens capazes de sintetizar antibiéticos. A busca por
novos antibioticos levou as companhias farmacéuticas a isolarem dezenas de milhares de linhagens
produtoras, e ainda hoje microrganismos cultivaveis de solo representam a principal fonte de antibiéticos e
outros compostos ativos.

Entretanto, os métodos tradicionais para pesquisa de novas drogas que envolvem o cultivo de
microrganismos isolados do solo ndo s&o mais tdo promissores, devido principalmente a alta taxa de
redescoberta de antibidticos ja conhecidos, que chega a 99.9% (ZAEHNER & FIELDLER, 1995).

2.4- 0 solo como fonte de diversidade microbiana

O solo constitui-se, indubitavelmente, em um dos principais reservatorios de carbono orgénico da

Terra e em um dos mais importantes habitats para microrganismos, principalmente procariotos. A
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abundéancia do carbono procariotico e outros elementos sugerem que cerca de metade do protoplasma vivo
da Terra seja de origem microbiana (WHITMAN et al., 1998). Devido a vasta diversidade, as grandes
populacdes e a longa histéria evolutiva, os microrganismos vém contribuindo fortemente para riqueza e a
complexidade das interagbes entre os organismos do solo, incluindo desde simbioses altamente
especificas a mutualismos difusos (BEARE et al., 1995). Tais organismos sdo componentes essenciais no
processo de decomposi¢ao do solo, no qual residuos de plantas e animais s&o degradados em matéria
organica, liberando nutrientes na cadeia alimentar.

O numero de microrganismos e suas biomassas coletivas variam dentro e entre os diferentes tipos
e condigdes de solos, sendo o grupo das bactérias mais numeroso (WHITMAN et al., 1998). Evidéncias
demonstram que os microrganismos sao filogeneticamente mais diversos que o obtido pelas analises de
sequéncias de linhagens cultivadas (HUGENHOLTZ, 1996; PACE, 1996). A ampla ocorréncia de particulas
virais infecciosas, mutagdes, plasmideos e outros elementos genéticos mdveis e seus papéis nos
processos de transdugao, transformagéo e conjugagéo, permitem concluir que ecossistemas microbianos
sdo comunidades geneticamente abertas (TERZAGHI & O’HARA, 1990) e com enorme potencial de
aquisicao de diversidade genética (WHITMAN et al., 1998).

Até recentemente, através de técnicas de cultivo puro, os microrganismos puderam ser estudados
individualmente e caracterizados principalmente por critérios nutricionais. Entretanto, a abordagem do
cultivo limitou seriamente a avaliagdo taxonémica e filogenética como estimativa da diversidade
microbiana, devido a falha de cultivo da maioria dos microrganismos pelos métodos convencionais (PACE,
1997). Nesse contexto, varios meios de cultura, seletivos ou ndo, foram utilizados para enumerar e isolar
microrganismos do solo e da rizosfera com influéncia dos mesmos nos graus de diversidade genética
obtidos (SORHEIM et al., 1989; BUYER, 1995; TABACCHIONI et al., 2000). Entretanto, ferramentas
moleculares e tecnologias baseadas em sequéncias génicas vém reduzindo essas limitagdes e revelando
nova perspectiva sobre a diversidade microbiana. Estes progressos mostraram que a diversidade genética
de microrganismos na natureza € muito maior que a refletida nas colegdes e bancos de linhagens, porque
apenas uma pequena parcela dos microrganismos, em torno de 1%, séo cultivaveis em laboratério pelas
técnicas padrdes de cultivo (AMANN et al., 1995).

A caracterizagdo dos microrganismos ndo-cultivaveis, utilizando-se de métodos moleculares e
andlises filogenéticas a partir de sequéncias de DNA ¢, portanto, uma nova abordagem para identificar e

conhecer suas distribuicdes e fungbes no meio ambiente. Esses novos métodos de detecgdo de
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microrganismos, sem necessidade de cultiva-los, certamente contribuirdo para inferéncias inéditas sobre o

significado dos mesmos nos solos.

2.5- Analise molecular da diversidade microbiana do solo

O conceito de clonagem de DNA extraido diretamente do ambiente foi inicialmente sugerido por
PACE et al. (1986) e primeiramente executado por SCHIMIDT et al. (1991). A partir da década de 80, um
grande numero de metodologias moleculares baseadas no estudo de DNA vem sendo desenvolvido para
andlise da diversidade microbiana dos solos (AMANN et al., 1995; ZHOU et al., 1996; BORNEMAN et al.,
1997; CULLEN et al., 1998; DUARTE et al., 1998).

A partir de quantidades pequenas de solo, os procedimentos de extragéo e purificacdo de DNA
permitem analise de multiplas amostras com eficiéncias préximas de 80%, tornando-as, também, muito
rapidas (ZHOU et al., 1996; KUSKE et al., 1998; OGRAM, 2000). Através de reassociacao cinética do DNA
extraido de comunidades bacterianas, TORSVIK et al. (1990a, 1990b) encontraram valores acima de 10
mil espécies em apenas um grama de solo sob floresta, muitas das quais nunca haviam sido cultivadas em
laboratério. RITZ & GRIFFTHS (1994), através de hibridizagdo do DNA total extraido de diferentes solos, e
sob diversas condicdes, verificaram diferentes padrdes de diversidade genética entre os mesmos. O
acesso molecular individual das espécies de bactérias existentes no solo tem-se baseado na amplificagéo
e clonagem do gene correspondente a porcdo 16S rRNA (AMANN et al., 1995; BORNEMAN et al., 1996;
LEE et al., 1996; KUSKE et al., 1997; GELSOMINO et al., 1999). A analise da comunidade total de
DNA de uma amostra constitui-se em uma medida de sua heterogeneidade, inferindo-se para a diversidade
microbiana presente na mesma.

Coletivamente, os genomas da microbiota total encontrada na natureza sdo denominados
metagenoma (HANDELSMAN et al., 1998), sendo que tal estratégia acessa muito mais informagao
genética que os procedimentos baseados em cultivo. Esta abordagem tem sua origem nos genomas de
eucariotos (RONDON et al., 1999a). Através de clonagem e andlise de grandes segmentos de DNA
microbiano do solo, pode-se avaliar, com mais detalhes, a fisiologia e a fungdo dos microrganismos na
natureza. No solo, estudos envolvendo as sequéncias 16S rDNA ribossomal com analises metagendmicas,

se constituiriam nos primeiros passos para a ligagdo da fisiologia e fungdo de sua microflora total
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(RONDON et al., 1999b).

Visto que a ampla diversidade microbiana do solo constitui-se de um enorme “pool” genético e
bioldgico que pode ser explorado para a descoberta de novos genes, vias metabolicas inteiras e seus
produtos (COWAN, 2000), a metagenémica oferece, assim, um caminho para acessar mais completamente
a diversidade microbiana total de um solo. Este acesso permite examinar a genémica dos membros de sua

microflora, mesmo sem meios de cultivo de muitos dos organismos presentes.

2.6- Metagendmica

A metodologia de construgao de bibliotecas genémicas, que envolve a geragao e clonagem de
fragmentos de DNA de alto peso molecular em vetores apropriados, e a prospecgéo de genes de interesse,
tem sido utilizada exaustivamente por mais de trés décadas. A clonagem de DNA metagendmico,
entretanto, foi pela primeira vez reportada na metade da década de 90, com a constru¢do de uma
biblioteca de metagenoma marinho (STEIN et al., 1996). Nos Ultimos trés anos, observou-se um progresso
significante na metagendmica, que comegam a proporcionar um entendimento substancial das fungdes da
comunidade microbiana natural (WARD et al., 2006).

A MetagenOmica permite acessar genes de bactérias incultivaveis, pois se baseia na andlise
gendmica de uma comunidade de microrganismos sem a necessidade de cultivo em laboratério. Como
esquematizado na figura 1, a técnica consiste na extragdo de DNA diretamente do ambiente e construgéo
de uma biblioteca com este genoma misto, para posterior clonagem e expressdo de genes de interesse
biotecnoldgico em vetores de expressdo (KNIGHT et al., 2003). Ao contrario da biblioteca de genes
amplificados da 16S rRNA, essa biblioteca € construida com o DNA total extraido do solo, e oferece a
oportunidade de recuperagéo de genes desconhecidos que estdo diretamente envolvidos na biossintese de
antibioticos. Nos ultimos anos observa-se um progresso significante na metagenémica, com a produgédo de
bibliotecas que proporcionam um entendimento substancial das fungbes da comunidade microbiana

natural.
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Construcao da biblioteca metagendmica

Amostra ambiental

—_— =

Extragdo de DNA :> Clonagem

Biblioteca
Metagendmica

2

If’[ospecgéo de determingdas ] Seqiienciamento Prospeq@?o por expr’esséo de
sequiéncias por PCR ou hibridizagao fendtipos especificos

Transformagao em
hospedeiros E. coli

4

aleatorio

Figura 1. Metagendmica envolve a construgdo de uma biblioteca de uma populagdo microbiana de um
ambiente e anélise das fungdes e sequiéncias contidas na biblioteca (adaptado de RIESENFELD et al.,
2003).

A Metagendmica tem sido utilizada com sucesso varios estudos: para analises filogenéticas, para o
estudo de genes especificos (VOGET et al., 2003; STREIT et al., 2004; FERRER et al., 2005), para
determinagéo de vias biossintéticas complexas (BRADY et al., 2001; GILLESPIE et al., 2002; COURTOIS
et al., 2003; LIM et al., 2005) ou para a descricdo do metabolismo de bactérias desconhecidas (TYSON et
al., 2004). Alem disso, essa metodologia pode ser utilizada para estudo de comunidades microbianas
contidas em diversas amostras especificas como as que constituem biofilmes ou consércio de bactérias
contidas em culturas de enriquecimento (ENTCHEVA et al., 2001; KNIETSCH et al., 2003).

Muitos ambientes sao foco da metagendmica, incluindo solos (RONDON et al., 2000; COURTOIS
et al., 2003), cavidade oral (DIAZ-TORRES et al., 2003), rumem (FERRER et al., 2005), habitats aquaticos

(KIM & FUERST, 2006), entre outros. Em diferentes tipos de amostras, diferentes estratégias podem ser
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utilizadas para obtengdo do DNA metagendmico. Para a utilizagdo em técnicas de clonagem, é necessario
que o DNA extraido seja de alta qualidade, puro e nédo fragmentado.

Em DNAs obtidos a partir de solo, a contaminagdo com acidos hdmicos, 0s quais sdo extraidos
juntamente com o DNA, inibe as reagdes bioquimicas das etapas posteriores (BURGMANN et al., 2001). A
obtencdo de DNA do ambiente tem sido realizada tanto pela extragdo direta do DNA do solo, como de pré-
isolados (mas nao cultivados) de bactéria. O DNA obtido pelas duas técnicas apresenta variagdes
qualitativas e quantitativas, mas ndo apresenta variagdes filogenéticas significativas (COURTOIS et al.,
2001).

Estratégias diferentes para a construgdo de bibliotecas metagendmicas variam conforme a
intencdo do estudo. Bibliotecas que contem grandes insertos de DNA ambiental sdo construidas
principalmente em vetores cosmideos (COURTOIS et al., 2003), fosmideos (GINOLHAC et al., 2004) e
cromossomos artificiais bacterianos (BAC) (RONDON et al, 2000), que permitem identificacdo e
exploracao de vias biossintéticas complexas. Outros vetores foram desenvolvidos para estudo e expresséao
de vias biossintéticas complexas, como 0 ESAC, que além de comportarem grandes fragmentos de DNA,
sdo estaveis em E. coli e capazes de integrar-se no genoma de Streptomyces para expressao (DONADIO
et al., 2002). Vetores alto numero de cdpias que aceitam insertos pequenos também séo utilizados pela
facilidade de obteng@o de DNA plasmidial suficiente para anélises baseadas em sequéncia (TYSON et al.
2004).

A pesquisa de genes de interesse na biblioteca metagenémica pode ser feita de diversas formas.
Tipicamente, essa pesquisa envolve amplificagdo por PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores de
sintese degenerados ou hibridizacdo com uma sonda para o gene de interesse biotecnoldgico. O
sequenciamento de todos os clones da biblioteca e posterior anélise gendémica (BREIHTHART, 2002) ou a
analise da expressdo de DNA heterologo dos clones da biblioteca (DONADIO et al., 2002) s&o técnicas

eficientes, porém caras e muito trabalhosas.

2.7- Metagenoma e policetideos

Como os agrupamentos génicos biossintéticos das PKSs possuem uma regido altamente

conservada, chamada de PKS minima, a amplificagdo por PCR ou hibridagdo com sondas s&o abordagens
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promissoras.

MALPARTIDA & HOPWOOD (1986) deduziram a provavel por¢cdo do DNA que codifica a
policetideo cetosintase (KS) e cetoredutase (KR) dentro do "cluster" biossintético da actinorodina e entao
estes fragmentos de DNA (que carregavam os genes actl e actlll) foram usados como sondas de
hibridizagdo no DNA de outras espécies produtoras. Eles verificaram que de forma geral havia correlagao
entre a producdo de policetideos e o sinal positivo na hibridacdo com os fragmentos actl e actlll
(MALPARTIDA et al., 1987).

Um grande numero genes foi isolado desta forma, mas nem sempre os resultados de hibridagéo
com sondas heterdlogas levam ao isolamento de genes biossintéticos, ora porque néo ocorre a hibridagéo,
ora porque ocorre hibridagdo com genes de biossintese de pigmentos de esporos, que também séo
compostos policetideos.

Outra abordagem € a construgdo de oligonucleotideos iniciadores de sintese degenerados para
amplificacdo por PCR de fragmentos da regido da PKS minima, usando como molde DNA o préprio DNA
metagendmico a ser pesquisado. Uma vantagem deste tipo de prospec¢do € que ndo depende da
expressdo de genes clonados nos hospedeiros (DANIEL, 2004). Uma desvantagem é a limitagdo a
descoberta de genes em familias previamente descritas. (HANDELSMAN, 2005). Esta abordagem € mais
adequada para prospecgao em pequena escala, visto que os clones sao pesquisados de forma manual.

Macroarranjos e microarranjos podem ser poderosas ferramentas para o estudo da expressédo
génica em larga escala, visto que ja sdo utilizadas para a descoberta de genes e mapeamento de DNA
gendmico (SEBAT et al., 2003; BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2006). Recentemente, formatos de
microarranjos tém sido desenvolvidos e avaliados para detecgdo de genes e analises da comunidade
microbiana em ambientes complexos. Esses estudos indicam que tecnologias baseadas em microarranjos
gendmicos possuem grande especificidade, sensitividade e potencial quantitativo, tornando-se uma
ferramenta paralela de alto rendimento para detecgé@o de genes em amostras ambientais (Wu et al. 2001;
Zhou et al. 2002; Zhou et al. 2003).

A metagendmica representa um novo desafio na era gendmica, e os estudos iniciais apenas
confirmam o enorme potencial desta abordagem. Porém, a metodologia ainda requer aperfeicoamentos e

validagdes, para prospecgao de extensas bibliotecas em larga escala.
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lll- MATERIAIS E METODOS

Os protocolos, quando ndo especificados pelo fornecedor dos Kits ou reagentes utilizados neste
trabalho, foram baseados em SAMBROOK et al. (1989). Tais técnicas ndo oferecem risco para 0 meio

ambiente e saude humana, encaixando-se nos padrdes de biosseguranga (NB-1).

3.1- Coleta de amostras de solo

Amostras de solo foram coletadas em uma area pertencente ao Campus da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, FCAV-UNESP - Jaboticabal (SP), sob arboreto de eucalipto plantados em fevereiro
de 1969, que ndo sofreu nenhum trato cultural desde entdo. Foram coletadas vinte amostras simples ao
acaso em zigue-zague e com profundidade de 0-20 cm, abrangendo toda a area. As amostras foram
reunidas e homogeneizadas resultando em uma amostra composta. Posteriormente, foram conduzidas ao
Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP), no Departamento de Tecnologia, no

mesmo Campus e no mesmo dia foi realizada a extragdo do DNA metagendmico.

3.2- Extragao de DNA do solo por lise direta

A extragdo de DNA de solo por lise direta foi realizada utilizando-se o método descrito a seguir,
adaptado de SAMBROOK et al. 1989 com modificagdes. Um grama de solo foi ressuspendido em 1 mL de
TE [Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0] com lisozima concentragéo final de 10 mg/mL. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas em banho-maria a 37°C por um periodo de duas horas. Em seguida, foi
adicionado 10 mL de tampé&o de extragdo [10 mM Tris, 100 mM EDTA, 20 pg/mL de RNAse, 0,5% (p/v)
SDS, pH 8.0]. A suspenséo foi homogeneizada novamente e incubada a 37°C por uma hora. Apds esse
periodo, foi adicionado proteinase K para uma concentragéo final de 100 ug/mL, e as amostras foram
incubadas a 50°C por trés horas. Ap6s os tratamentos enzimaticos, a suspenséo de solo foi centrifugada a

3220 g a temperatura ambiente por 20 minutos, o sobrenadante foi coletado e transferido para um tubo
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limpo. Um volume de Fenol equilibrado com Tris 0,5 M pH 8.0 foi adicionado e os tubos foram gentilmente
agitados até a formagao de uma suspensdo. As duas fases foram separadas por centrifugagdo a 3220 g
por 15 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para um tubo limpo e esse
procedimento foi repetido mais uma vez. Apds isso, foi adicionado um volume de Fenol/Cloroférmio/Alcool
Isoamilico na proporcdo de [25:24:1], e a mesma centrifugacdo descrita acima foi realizado duas vezes.
Finalmente, foi adicionado & fase aquosa um volume de Cloroférmio/Alcool Isoamilico na proporgéo [24:1],
e 0 mesmo procedimento descrito acima foi realizado mais duas vezes. A fase aquosa foi transferida para
um tubo limpo e o DNA foi precipitado pela adi¢do de 0,2 volumes de Acetato de Aménia 10 M e dois
volumes de etanol absoluto. Os tubos foram mantidos a temperatura de 20°C negativos durante a noite e
apos isso centrifugadas a 3220 g por 30 minutos a 4°C. Os tubos foram lavados duas vezes com etanol
70% (v/v), e o DNA precipitado foi coletado por centrifugacdo a 3220 g por 10 minutos a 4°C. O etanol 70%
foi removido tanto quanto possivel, os tubos foram deixados para secar a temperatura ambiente sem que
este secasse completamente e o DNA foi ressuspendido em 500 uL de agua deionizada filtrada e
autoclavada.

O DNA metagendmico extraido do solo foi analisado por eletroforese de campo pulsado em gel de
agarose para “pulse field” 1% (p/v). A eletroforese foi realizada em uma cuba modelo CHEF MAPPER 3
(BIO-RAD) e conduzida em tamp&o TEB 0,5X (Tris 44.5 mM, Acido Bérico 44.5 mM e EDTA 1,25 mM, pH
8,3), a 6 V por 20 horas. Foram usados como padrdes de peso molecular os seguintes marcadores: 1 kb
“plus” DNA “ladder” (Promega), T7 “control” DNA (Epicentre) de 36 kb e DNA de fago lambda digerido com
EcoRl e Hindlll (Promega). O gel foi corado em solugédo de brometo de etidio 5 pg/mL por uma hora,
banhado em agua destilada por 5 minutos e visualizado sob luz UV. A imagem foi documentada em um
aparelho fotodocumentador (Bio Rad — Gel Doc 1000), através do “software” Quantity OneR (Bio
RadTM,Hercules, CA, USA).

3.3- Extracdo do DNA do solo com utilizagdo de FastDNA® SPIN Kit for soil

A extragdo do DNA das amostras de solo foi realizada com a utilizagéo do FastDNA® SPIN Kit for
soil (BIO 101-Quantum Biotechnologies), de acordo com as instrugdes do fabricante, descritas a seguir. O

método consiste em lisar 0os microrganismos presentes nas amostras, colocando-se 500 mg de solo em
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tubos com silica e adicionando-se 978 uL de tampé&o de fosfato de sddio (pH 8,0) e 122 mL de tamp&do MT.
A suspensado com o solo foi agitada vigorosamente pelo FastPrepR FP120 (BIO 101 — SAVANT) a
velocidade de 5.5 m/s e, posteriormente, o tubo foi centrifugado a 14.000 g, por 1 minuto, a temperatura
ambiente.

O sobrenadante foi coletado, transferido para um novo tubo estéril e a ele foram adicionados 250
uL de uma solugéo de precipitagéo de proteinas, misturando-se cuidadosamente a amostra por inverséo
por 10 vezes. Em seguida, a solugdo foi centrifugada a 14.000 g, por 5 minutos, a 25°C para precipitagao
do sedimento formado. O sobrenadante foi coletado, transferido para outro tubo estéril e a ele adicionado 1
mL do Binding Matrix Superior. A amostra foi misturada por inversdo durante 2 minutos e, posteriormente,
o tubo foi deixado em repouso por 3 minutos, a temperatura ambiente. Deste tubo foram removidos 500 pL
do sobrenadante e o restante foi misturado em um agitador de tubos. Todo o volume desta solugéo foi
transferido para um tubo com filtro e este foi centrifugado a 14.000 g, por 1 minuto, a temperatura
ambiente. O filtrado foi descartado e, novamente, repetiu-se a centrifugagao por 1 minuto. Adicionaram-se
500 uL de solugéo de lavagem de sais e etanol nomeada de SEWS-M ao filtro e este foi centrifugado a
14.000 g, por 3 minutos, a temperatura ambiente, para precipitagéo dos fragmentos de DNA. O tubo com o
filtro foi seco por centrifugacdo em um aparelho liofilizador por 10 minutos (Hetovac), para melhor
evaporagao do etanol no precipitado. O DNA foi eluido adicionando-se no filtro 50 pL da solugdo DES
contendo agua estéril ausente de DNAse, e centrifugado a 14.000 g, por 2 minutos, a temperatura

ambiente. No final, as amostras foram mantidas a 20°C negativos.

3.4- Quantificacao do DNA em gel de agarose

A quantificacéo foi feita através de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), contendo brometo
de etidio (0,5 ug/ml). A eletroforese foi realizada em uma cuba modelo Horizon 11-14 com uma aliquota de
3 uL de DNA adicionada de 3 uL de tampao de carregamento [0,025% (p/v) de azul de bromofenol e 50%
de glicerol v/v] e conduzida em tamp&o TEB 1X [Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3],
a 100 V. Foi aplicado no gel um plasmideo pGEM (Applied Biosystems) de concentragdo conhecida (50

ng/ul) em diferentes volumes para comparar a intensidade de fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio.
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A visualizagdo do DNA foi realizada sob luz UV e a imagem foi documentada em um aparelho
fotodocumentador (Bio Rad — Gel Doc 1000), através do “software” Quantity OneR (Bio RadTM,Hercules,
CA, USA).

3.5- Quantificacao do DNA no Biofotometro

O aparelho foi ajustado para leitura de fita dupla de DNA, este foi zerado com uma amostra de
agua MILLI-Q filtrada. Posteriormente, foram lidas no biofotémetro (Eppendorf) solugdes contendo 45 ul de

agua MILLI-Q filtrada e 5 pl do DNA a ser quantificado.

3.6- Reparo das extremidades dos fragmentos para clonagem em vetor cosmideo

A reagéo de reparo das extremidades do DNA metagendmico, obtido de amostras de solo de
arboreto de eucalipto com o FastDNA® SPIN Kit for soil, foi realizada para que este pudesse ser ligado ao
vetor. Como o vetor esta aberto no sitio de restricdo da enzima Smal, cujo corte gera extremidade abrupta
fez-se necessario realizar o reparo das extremidades do inserto.

Para cada amostra contendo até 15 ug de DNA metagendmico, em um volume de 52 uL, foram
acrescentados 8 pL de 10X “end repair buffer” (Epicentre), 8 uL de uma mistura de dNTPs, 8 L de ATP
10 mM e 4 pL de “end repair enzyme” (Epicentre). A reagéo foi mantida a temperatura ambiente por 45
minutos e em seguida a 75°C, por 20 minutos, para inativagdo das enzimas. Os tubos foram estocados a

4°C até serem utilizados.

3.7- Sele¢ao do tamanho dos insertos

Uma vez que os fragmentos de DNA metagendomico foram reparados, os mesmos foram
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submetidos a eletroforese em gel de agarose para separagdo das bandas e posterior recuperagéo dos
insertos de tamanho desejado.

A selecao do tamanho do DNA foi feita através de eletroforese preparativa em gel de agarose de
baixo ponto de fusdo 1% (p/v), isento de brometo de etidio. A cuba de eletroforese foi previamente
descontaminada com hipoclorito 4% (v/v).

Uma aliquota de 20 uL de DNA metagendmico foi aplicada no gel e ao lado 100 ng do marcador
de 36 Kb T7 “control” DNA (Epicentre). Pulou-se uma canaleta e na proxima foi aplicado todo o DNA. A
eletroforese foi conduzida em tampao TAE 1X [40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA] isento de brometo de
etidio, a voltagem constante 30 V por 8 horas.

Apos a eletroforese descrita, foi realizado um corte vertical no gel de agarose resultando duas
porgdes de gel, uma contendo os insertos a serem recuperados e outra com 0 marcador e a amostra
comparativa para corar. A por¢do do gel que continha o marcador foi corada com brometo de etidio e
observada sob um transiluminador. O padrédo de bandeamento serviu como guia para obtengdo dos
insertos na porgdo néo corada do gel, colocando-se as duas partes do gel lado a lado. A regido do gel
contendo insertos de tamanho desejado foi marcada e cortada com o auxilio de uma I&mina de bisturi,
sendo depositada em tubos eppendorfs de 1,5 mL, aproximadamente 400 mg de gel/tubo. Os pedagos de
agarose que continham o DNA de tamanho selecionado foram armazenados a 4°C até o momento do uso.
O restante do gel foi corado, visualizado em luz UV e documentado em fotodocumentador (Bio Rad — Gel
Doc 1000), através do “software” Quantity OneR (Bio RadTM,Hercules, CA, USA). Foram realizados

experimentos para recuperagado de fragmentos de DNA entre 20 e 45 Kb, aproximadamente.

3.8- Elui¢ao dos fragmentos reparados do gel

Os tubos contendo os fragmentos de gel de agarose foram incubados em banho a 65°C durante 15
minutos. Cada amostra teve seu volume igualado a 500uL, completando o volume com tamp&o TE (10:1)
pH 8,0, quando necessério. O tampao da enzima gelase (10 pL) e a enzima gelase (3uL) (Epicentre) foram
adicionados aos tubos, que foram agitados e centrifugados rapidamente. As amostras foram incubadas em
banho-maria a 45°C por 1 hora. Em seguida, a reagéo foi transferida para banho-maria a 70°C por 15

minutos para inativagdo da enzima. Igual volume de acetato de aménio 5 M foi adicionado, e em seguida o
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material foi centrifugado a 14.000 g por 10 minutos para precipitagéo do material insoluvel.
Cuidadosamente, foram transferidos 95% (v/v) do sobrenadante para um tubo novo. O DNA foi
precipitado pela adi¢do de 2 volumes de etanol absoluto, incubagao de 20 minutos em ultrafreezer (-800C)
e recuperado por centrifugagéo a 14.000 g por 30 minutos a 4°C. Em seguida, foi lavado com 1 mL de
etanol 70% (v/v) e centrifugado 14.000 g por 15 minutos a 4°C. O DNA precipitado foi ressuspendido num
volume total de 40 uL e quantificado em gel de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL).

A eletroforese foi conduzida em tamp&o TBE 1X, a voltagem constante de 90 V por 1 hora.

3.9- Clonagem dos insertos em vetor cosmideo

Para a construgéo da biblioteca metagendmica foi utilizado o vetor pWWEB-TNC™ (Epicentre), que
possui 5.812 pares de bases (Figura 2). O vetor é fornecido pronto para uso, linearizado no sitio de

restricdo unico da enzima Smal e desfosforilado.
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Figura 2: Esquema ilustrativo apresentando caracteristicas do vetor pWWEB-TNC™ (Epicentre)



31

3.10- Reagao de Ligagao

A ligacdo foi efetuada mantendo uma relagdo de concentragdo de insertos de DNA
metagendmico com DNA vetor na proporgéo [1:10].

A reacgdo foi executada em um volume de 20 uL contendo 2 pL de inserto DNA metagendmico

(0,2 ng, £ 30 Kb), 1 pL de vetor pWEB-TNC, 2 uL de tampao “fast-link ligation buffer” 10X (Epicentre), 1

ML de ATP 10 mM, 1 uL da enzima “fast link DNA ligase” (Epicentre) e 13 pL de H2O Milli-Q estéril. A

reagdo foi mantida a temperatura ambiente (25°C) por 3 horas e depois a 70°C por 10 minutos para

inativacdo da enzima. Os cosmideos ligados ao inserto foram armazenados a 20°C negativos.

3.11- Reagao de empacotamento

Um tubo de extrato de empacotamento (Epicentre) com 50 uL foi retirado do freezer 80°C
negativos, e colocado no gelo. Em cada tubo contendo os cosmideos ligados ao inserto foi adicionado 25
uL de extrato de empacotamento. As amostras foram agitadas cuidadosamente, centrifugadas
rapidamente, e depois incubadas em banho-maria a 30°C por 90 minutos. Passado esse periodo, foram
adicionados mais 25 plL de extrato de empacotamento em cada tubo e as amostras foram novamente
incubadas a 30°C por mais 90 minutos. Em seguida foi adicionado 500 pL de tamp&o de diluicdo de fagos
[10mM Tris-HCI (pH 8,3), 100mM NaCl, 10mM MgCly] e 25 pL de cloroférmio. Os tubos foram agitados por

inversdo e estocados a 4°C.

3.12- Estocagem das células EPI1100-T1R

Colonias isoladas foram obtidas a partir de um estoque de células EPI-100 providas com o
CopyControl Fosmid Library Production kit (Epicentre), através do cultivo em placas de petri com meio de
cultura LB suplementado com 10 mM MgSOs. Para reativagdo das células, 50 mL de caldo LB

suplementado foi inoculado com uma coldnia isolada, e as células foram cultivadas durante a noite a 37°C
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com agitagdo de 300 rpm. Na seqléncia, 50 mL de caldo LB suplementado foi inoculado com 5 mL das
células cultivadas durante a noite e cultivado sob a mesma agitagéo e periodo a 37°C. Ap6s o crescimento,
adicionou-se dentro do fluxo laminar 850 uL da cultura em tubos de estoque de células contendo 150 L
de glicerina-USP autoclavados. Os tubos foram agitados e congelados rapidamente com nitrogénio liquido,

e em seguida estocados em freezer 80°C negativos.

3.13- Preparo do inoculo de células EPI100-T1R

Colonias isoladas foram obtidas através do cultivo dos estoques em placas de petri com meio de
cultura LB suplementado com 10 mM MgSOs. No dia anterior a realizagéo da reagdo de empacotamento,
foram inoculados 50 mL de caldo LB suplementado com uma col6nia isolada de células EPI100-T1R. No
dia da reacdo de empacotamento, 50 mL de caldo LB suplementado foi inoculado com 5 mL das células
cultivadas por 12 horas e cultivado sob a mesma agitagdo a 37°C até atingir a densidade 6tica a 600nm
entre 0,8 e 1,0. A densidade dptica foi determinada no Biophotometer (Eppendorf). As amostras foram

mantidas a 4°C até o momento do uso.

3.14- Infecgdo das células EPI1100-T1R

Cada 10 uL da solugdo com os cosmideos empacotados foi misturado, em condigdes estéreis, a
uma aliquota de 100 uL de células EPI100-T1R do inoculo preparado. Os tubos foram gentilmente agitados
e incubados em estufa a 37°C por 20 minutos sem agitagdo. Apos esse periodo, os 110 uL de cada um
dos tubos foi aplicado em placas de petri contendo meio de cultura LB com ampicilina (70pug/mL). As
placas foram incubadas durante a noite em estufa a 37°C. Como controle positivo, células EPI100-T1R sem
vetor foram cultivadas em meio sem antibiético, e como controle negativo as células EPI100-T1R sem vetor

foram plaqueadas em meio contendo antibiético.
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3.15- Coleta e estoque dos clones

Os clones transformados foram repicados com palitos de madeira esterilizados para placas
estéreis de poliestireno (96 “well assay plate”, 250 uL) contendo 125 pL de meio Circle Grow (BIO-101)
acrescido de 70 pug/mL de ampicilina. As placas foram incubadas em estufa B.O.D. por 24 horas. Ap6s
esse periodo, foram adicionados 125 uL de solugdo de glicerol 40% (v/v). Estas placas constituem o

estoque de clones das bibliotecas metagendmicas e estao estocadas a 80°C negativos.

3.16- Cultivo dos clones bacterianos e extragao do DNA cosmidial

DNA cosmidial de clones individuais foi obtido pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al.
1989). Para extracdo em tubos eppendorf, 0 método foi realizado sem modificagbes. Para extragdo em
placas de cultivo de 96 pogos, os clones da biblioteca foram inoculados em tripliclatas utilizando-se um
replicador, em 1,2 mL de meio LB suplementado com 70 ug/mL de ampicilina. As suspensdes foram
incubadas com agitagdo de 230 rpm, 37°C, por 24 horas. Apdés a incubagdo, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 3220 g, o sedimento foi ressuspendido em 200 uL de solugdo GTE [Glicose
50 mM; Tris-HCI 23 mM (pH 8,0); EDTA 10 mM] e as amostras das triplicatas foram reunidas numa sé6
placa de cultivo, que foi submetida a extragao.
Repetiu-se a centrifugagéo anterior e as células foram ressuspendidas em 85 uL de solugédo de
GTE contendo de 5 ng de ribonuclease A. Um volume de 60 uL de cada amostra foi transferido para
microplacas de polipropileno de fundo “U”. Acrescentou-se 60uL de solugédo de lise [NaOH 0,2N / SDS 1%
(p/v)], procedendo-se uma incubagdo por 10 minutos em temperatura ambiente, e 60 uL de KOAc 3M,
repetindo-se o periodo de incubagao anterior. Apds uma breve centrifugagéo para concentrar o material no
fundo da placa e retirar bolhas, as placas foram incubadas por 30 minutos a 90°C. As placas foram
resfriadas em gelo por 5 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 3320 g, a 20°C. Todo o volume, cerca
de 165 uL, de cada pogo foi transferido para placas Millipore providas de filtro e acopladas em placas de
polipropileno novas. Este conjunto foi centrifugado por 10 minutos a 3220 g, a 20°C. Ao material filtrado

foram adicionados 110 uL de isopropanol absoluto gelado. Apds selar as placas com adesivos resistentes
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a alcool, as mesmas foram invertidas 10 vezes, para misturar a amostra, e centrifugadas a 3220 g por 45
minutos, a 20°C. O sobrenadante foi descartado e o DNA cosmidial precipitado foi lavado com 200 pL de
etanol 70% (v/v) gelado. As placas foram centrifugadas por 10 minutos nas mesmas condi¢des de rotagéo
e temperatura ja descritas. Apds esse procedimento, o sobrenadante foi descartado e o residuo secou em
temperatura ambiente por 60 minutos. O DNA foi ressuspendido em 30 uL de agua Milli-Q esterilizada e,

armazenado a -20°C.

3.17- Quantificacao do DNA cosmidial

Uma aliquota de 3 uL de DNA adicionada de 2 uL de tampao de carregamento [0,025%

(p/v) de azul de bromofenol e 50% (v/v) de glicerol], foi aplicada a um gel de agarose 1% (p/v) em tampé&o

TBE contendo brometo de etidio. Um DNA plasmidial pGEM (Applied Biosystems) de concentragéo

conhecida (50ng/uL), foi aplicado em diferentes volumes para comparar a intensidade de fluorescéncia
emitida pelo brometo de etidio e calcular a concentragdo do DNA das amostras.

A eletroforese foi conduzida em tampdo TBE 1X, acrescido de brometo de etidio (0,5 pg/mL)

durante 2 horas, a 70V constante. O DNA cosmidial foi visualizado sob luz UV e documentado através de

um sistema de documentagéo de géis (Gel Doc, Bio —Rad).

3.18- Analises de restricao do DNA cosmidial

Clones escolhidos ao acaso foram utilizados em analises de restricdo. Para digestdo com a enzima
BamH | (Promega), em tubos de 1,5 mL foram adicionados 15 pL de DNA cosmidial, 2 uL de 10X tamp&o
E (Promega), 1 L da enzima de restrigdo BamH | (20 U/uL), completando-se o volume com agua
destilada estéril para 20 uL. O material foi incubado a 37°C por 1 hora.

Para digestdo com a enzima Not | (Promega), em tubos de 1,5 mL foram adicionados 10 uL de
DNA cosmidial, 2 uL de 10X tamp&o E (Promega), 0,5 pL da enzima de restricdo Not | (10 U/uL),

completando-se o volume com &gua destilada estéril para 20 yL. O material foi incubado a 37°C por 1
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hora.

Para digestdo com a enzima Hind Il (Promega), em tubos de 1,5 mL foram adicionados 15 L de
DNA cosmidial, 2 uL de 10X tampao E (Promega), 0,5 pL da enzima de restricdo Hind Il (20 U/uL),
completando-se o volume com agua destilada estéril para 20 uL. O material foi incubado a 37°C por 1
hora.

As digestdes foram analisadas por eletroforese de campo pulsado em gel de agarose para “pulse
field” 1% (p/v). A eletroforese foi realizada em uma cuba modelo Chef Mapper 3 (Bio-Rad) e conduzida em
tampao TEB 0,5X [Tris 44,5mM, Acido Bérico 44.5mM e EDTA 1,25mM, pH 8,3], a 6 VV por 20 horas. Foram
usados como padrdes de tamanho molecular os seguintes marcadores: 1Kb “plus” DNA “ladder” (Life
Technologies), T7 “control” DNA (Epicentre) de 36 Kb, marcador 8 — 48 Kb (Bio-Rad) e Lambda EcoR | +
Hind Ill (Promega).

O tamanho aproximado dos cosmideos e seus respectivos insertos de DNA metagendmico foram
estimados pelo software DNA frag verséo 3.03 (SCHAFFER & SEDEROFF, 1981). O perfil eletroforético da

analise da restri¢do pela enzima Hind Il foi utilizado para que esta estimativa fosse feita.

3.19- Obtengao de DNA cosmidial de pools de 96 clones

A obtencdo de DNA de pools de 96 clones foi realizada para prospecgéo por PCR de genes de
PKS tipo |. Cada placa da biblioteca foi cultivada em placas de cultivo de bactérias (‘mega-titer plates”, 96
pogos) contendo cada 1 mL de meio LB suplementado com 70 pg/mL de ampicilina, a 37°C, 230 rpm por
22h. Apbs o periodo de incubagao, as placas foram centrifugadas, o sedimento foi ressuspendido em 200
uL de solugdo GTE, os 96 clones foram reunidos e essa amostra composta foi submetida a extragéo do

DNA cosmidial utilizando o Miniprep Wizard Plus kit (Promega).

3.20- Amplificagao, por PCR, da regiao do DNA correspondente ao gene pks.

Para amplificagdo por PCR, DNA cosmidial (100 a 500 ng) de cada pool foi usado como molde. A

prospecgdo de genes envolvidos na biossintese de antibidticos foi realizada utilizando dois pares de
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primers degenerados complementares a regides altamente conservadas de genes pks tipo | de
actinomicetos, conforme descrito anteriormente (COURTOIS et al., 2003). A reagdo de PCR continha 200
MM de deoxinucleosideo trifosfatos, 2.5 mM MgCla, 7% dimetil sulfoxido, tampé&o Invitrogem, 0.4 uM de
cada oligonucleotideo iniciador de sintese degenerado, e 2.5 U of Taq DNA polimerase (Invitrogem). A
reacdo de amplificacdo foi conduzida em termociclador com os seguintes ciclos: 15 minutos de
denaturacgéo inicial a 95°C, 30 ciclos de: 1minuto de denaturagéo a 95°C, 1 minuto de hibridizagéo a 65°C
para o primeiro ciclo e 62°C para os ciclos restantes, 1 minuto de elongagao a 72°C, e 10 minutos de
extensdo a 72°C.

As placas correspondentes aos pools cuja amplificagédo se mostraram positivas foram submetidos
a uma nova extragao de DNA cosmidial individual pelo método de lise alcalina, descrito anteriormente. Foi
realizada nova reagdo de PCR, conforme descrito anteriormente, para sele¢cdo dos clones com
amplificacdo positiva. Os produtos de PCR foram purificados com o kit GFX (Amercham) para

determinagao da sua sequencia.

3.21- Reagao de seqiienciamento dos produtos de PCR.

As reagdes foram efetuadas em um volume final de 10 uL contendo 100 ng do produto de PCR
purificado, 0,2 L de cada um dos oligonucleotideos iniciadores de sintese “foward” ou “reverse” utilizados
anteriormente, 2 puL de “Big Dye” (Big Dye TM Terminator Cycle Sequencing Ready Reactions - Perkin
Elmer Biosystems) e 2 uL de tamp&o de reagdo. Apos a amplificagdo, as amostras foram precipitadas,
lavadas, e submetidas ao sequenciamento automatico de DNA utilizando o aparelho de sequenciamento

automatico ABI Prism 377 (Perkin-Elmer Corporation).

3.22- Andlise das seqiiéncias geradas utilizando ferramentas de bioinformatica.

Os dados brutos dos eletroferogramas de sequéncias de DNA foram analisados pelo programa

PhredPhrap (EWING et al., 1998; EWING e GREEN, 1998) e Consed (GORDON et al. 1998). Valores de

phred acima de 20 foram considerados de alta qualidade. As sequéncias FASTA foram submetidas ao
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GenBank do “National Center for Biotechnolgy Information” (NCBI), através do programa BLASTX, para

comparagao com sequéncias homoélogas de nucleotideos depositadas no banco de dados.
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IV- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Escolha do solo

A escolha do solo a ser utilizado para a construgdo da biblioteca metagendmica, em vetor
cosmideo, foi feita baseando-se na diversidade microbiana apresentada por alguns tipos de solo que foram
analisados. As analises foram feitas tendo como referéncia estudos sobre comunidades bacterianas dos
solos. Tais estudos foram realizados a partir de DNA metagendmico e PCR com oligonucleotideos
iniciadores para a regido 16S rDNA, propiciando assim, a identificagdo de diversas comunidades
bacterianas ndo cultivaveis do solo. Neste contexto, o solo sob arboreto de eucalipto foi escolhido por
apresentar a maior diversidade bacteriana quando comparado a amostras de solo sob floresta nativa
(SILVEIRA et al., 2006) e amostras de solo cultivado (PEREIRA et al., 2006).

4.2- Extragao de DNA metagenémico

O éxito na geracao de bibliotecas metagendémicas complexas e recuperagédo de genes funcionais é
dependente da obtencdo de DNA ambiental de alto peso molecular. A fragmentagdo é um problema
significante porque, para que a amostra obtida represente todo o genoma microbiano do ambiente
escolhido, é necesséria uma extracdo vigorosa, (COWAN et al., 2005). Por outro lado, poucas bibliotecas
metagendmicas construidas até hoje contem insertos maiores que 40 kb (RIESENFELD et al., 2004).

Testes preliminares para escolha do método de extracdo de DNA de amostras de solo foram
realizados. O teste de extragdo sem a utilizagao de kit comercial foi realizado através de lise direta do solo,
conforme metodologia descrita em Materiais € Métodos. A solugdo de DNA obtida foi submetida a

eletroforese de campo pulsado em gel de agarose, € 0s resultados podem se visualizados na figura 3.
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Figura 3: Perfil eletroforético de campo pulsado em gel de agarose 1% da solugdo de DNA obtida pelo
método de lise direta. (1) 36 Kb T7 control DNA. (2) DNA de fago lambda digerido com EcoRl + Hindlll, (3)
1 kb DNAplus” “ladder”, (4) e (5) DNA metagendmico.

O DNA metagendmico obtido por lise direta apresentou fragmentos com tamanho variando entre
15 e 45 kb aproximadamente, como mostra a figura 3. A co-extragao de acidos humicos e fulvicos ficou
evidente, pois a solugdo obtida possuia coloragdo marrom. ZHOU et al. (1996), divide o problema de
recuperacdo de DNA metagendmico em duas partes: lise das células e extragdo do DNA bruto, e
purificacdo deste DNA. Dependendo do tipo de solo pode-se obter vantagem na combinagéo de diferentes
métodos de lise e purificacao.

Para a constru¢do da biblioteca metagendmica, optou-se por fazer a extragdo de DNA utilizando o
FastDNA® SPIN Kit for Soil, pela praticidade e maior eficiéncia no processo de extragdo. Uma amostra de
solo sob arboreto de eucalipto foi coletada na FCAV campus de Jaboticabal e procedeu-se a extragéo de
DNA no mesmo dia. Foram feitas quatro extracdes, ressuspendidas num volume total de 200 uL de agua

estéril livre de DNAse. O DNA foi analisado no biofotdmetro para determinagdo da concentracdo de DNA e
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grau de pureza da amostra através de leitura no comprimento de onda 260 nm e andlise da relagéo
260/280 nm, respectivamente. A solugéo possuia 326 ng/pL de DNA e grau de pureza adequado, pois o
valor obtido na andlise da relagéo 260/280 nm foi 1,9.

A determinagdo do tamanho dos fragmentos foi através de eletroforese em gel de agarose 0,8%.
Uma aliquota de DNA adicionada de tamp&do de carregamento foi aplicada no gel com marcadores de
tamanho e massa (figura 4). Apesar desta analise ndo permitir uma determinacao precisa da concentragéo
da amostra, ficou claro que uma parte do DNA obtido possuia peso molecular adequado para clonagem em

vetor cosmideos.

1 2 3 4 5 6

Figura 4. Perfil Eletroforético em gel de agarose 0,8% de amostras da solugédo de DNA ambiental. (1) e (2)
plasmideo pGem 100 ng e 200 ng respectivamente. (3) e (4) aliquota do DNA ambiental obtido. (5) 36 Kb
T7 “control” DNA. (6) DNA de fago lambda digerido com EcoR | + Hind IlI.

4.3- Construgao da biblioteca metagenémica

Para a constru¢do da biblioteca metagendmica de solo sob arboreto de eucalipto foi utilizado o

vetor pWEB-TNC™, que possui 5.812 pb. O vetor é fornecido pronto para uso, linearizado no sitio de

restricdo Unico da enzima Smal e desfosforilado. Entre as caracteristicas especificas deste vetor, podemos
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citar: possui pares de sitios para as enzimas BamH |, EcoR | e Not | flanqueando o sitio Sma |, para
excisdo e mapeamento do inserto de DNA; origem de replicagdo Col E1 para crescimento em E. coli;
resisténcia a ampicilina, sitio cos de bacteriéfago lambda para empacotamento e sitio para ligagdo dos
oligonucleotideos M13 “forward” e T7 “promoter” flanqueando o sitio de clonagem.

A utilizagao de cosmideos para construcao de bibliotecas metagendmicas se justifica por ser capaz
de receber grandes insertos de DNA, que se constitui um fator importante na abordagem metagendmica. A
capacidade de clonar grandes fragmentos de DNA permite que operons funcionais possam ser
prospectados, com a possibilidade de recuperacédo de vias biossintéticas inteiras (COWAN et al., 2005).

A reacdo de reparo das extremidades do DNA metagendmico foi necesséria para que este
pudesse ser ligado ao vetor. Uma combinagdo das enzimas T4 DNA polimerase (bacteriéfago T4) e
Klenow DNA polimerase (E. coli) foi utilizada para o preenchimento de terminais nos fragmentos de DNA,
através da incorporagdo de nucleotideos complementares livres em terminais 3' da dupla fita de DNA.
Adicionalmente, a atividade exonucleasica 3'—5 da T4 DNA polimerase degrada extremidades
protuberantes nos terminais 3'. A enzima fosfatase alcalina remove grupos 5-P dos fragmentos de DNA,
preparando os insertos para clonagem através de ligagdo em vetores correspondentes. A reagdo de
desfosforilagao foi realizada diretamente no tubo contendo a reagéo de reparo “blunt-end”.

Uma vez que os fragmentos de DNA metagendmico foram reparados e modificados, os mesmos
foram submetidos a eletroforese preparativa ilustrado na figura 5. A regido do gel contendo insertos de
tamanho entre 20 e 45 kb foi marcada e cortada, e os bloquinhos de agarose foram depositados em tubos
eppendorfs de 1,5 ml, aproximadamente 400mg de gel/tubo. O restante do gel foi corado, visualizado em

luz UV e documentado em fotodocumentador (figura 5).
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Figura 5. Perfil da eletroforese preparativa em gel de agarose de baixo ponto de fuséo 1% (p/v). Canaletas:
(P) 100 ng do marcador de 36 Kb T7 “control” DNA (EPICENTRE), (1) 20 uL de DNA metagendmico, (2)

canaleta vazia, (3) DNA metagendmico.

Os fragmentos de agarose retirados do gel foram fundidos e digeridos com a enzima gelase. O
DNA foi precipitado com etanol e ressuspendidos em 40 L de agua Milli-Q esterilizada. Uma aliquota de 2
bL de DNA foi utilizada para quantificagdo em gel de agarose 1% (Figura 6). Por comparagdo da
intensidade de fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio entre concentragdes conhecidas (50 ng/pL) em
diferentes volumes do plasmideo pGEM, aqui utilizado como marcador de massa, foi estimado que a

amostra de DNA estava com uma concentra¢éo aproximada de 100 ng/pL.
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Figura 6. Perfil eletroforético da quantificagdo do DNA metagendmico eluido do gel. (P) 1 Kb “plus” DNA
‘ladder”, (1) 50 ng de pGEM, (2) 100ng de pGEM, (3) 2 uL de DNA metagendmico, (4) 100 ng do
marcador de 36 Kb.

Apos a quantificagdo do DNA metagendmico eluido do gel preparativo para selegdo de tamanho
dos insertos a serem clonados, efetuou-se a ligagéo dos insertos no vetor cosmideo. Foi entéo realizada a
reacdo de empacotamento do vetor nos fagos providos com o kit, e estes foram utilizados para infectar as
células EPI100-T1R crescidas anteriormente. As células foram cultivadas durante a noite, em meio de
cultura solido, contendo antibiético para selegéo dos transformantes.

Foram coletados 9320 clones, armazenados em placas (96 “wells”) contendo meio de cultura com
antibiético, e estes foram estocados em freezer —80°C. Foram entéo realizadas sucessivas extracdes de
DNA cosmidial de diversas placas da biblioteca escolhidas ao acaso.

A obtencédo de DNA cosmidial em quantidade e qualidade suficientes representou um desafio, pelo
vetor se manter em baixo numero de copias nas células. Quando conduzido em larga escala, em placas de
96 amostras, foi necessario aumentar a amostra celular inicial. As placas foram inoculadas em triplicatas, e
ao final da incubag&o estas foram reunidas através de centrifugacdes. Desta forma, foi obtido DNA em
concentragdes adequadas para as reagdes de PCR, mas nem sempre suficientes para analises de
restricdo, subclonagem ou sequenciamento das extremidades dos cosmideos (figura 7). Bons resultados

foram obtidos quando o método da lise alcalina foi conduzido em tubos individuais (figura 8).
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O isolamento e quantificagdo do DNA cosmidial foi verificado em gel de agarose 0,8%. Um padréo
de bandeamento com uma sutil diferenca de alturas confirma a entrada do inserto nos cosmideos bem
como sua manutengdo no hospedeiro, E. coli EPI-100. O tamanho do DNA cosmidial, cujas bandas
aparecem bem acima da maior banda do marcador utilizado (12 Kb), também confirma a entrada de
insertos no vetor. A diferenga no padrdo de bandeamento é sutil porque a metodologia escolhida para
obtengao do perfil eletroforético ndo oferece resolugdo para uma melhor separagdo de DNA com este
tamanho (Figura 7).

12 Kb

12 Kb

Figura 7. Anélise do DNA cosmidial recombinante isolados em placas de 96 amostras de clones da
biblioteca de DNA metagendmico, em gel de agarose 0,8% (p/v). A diferenga de altura das bandas entre
os diferentes clones denota a ligagéo de insertos de diferentes tamanhos. Foi aplicado 3 yL de DNA
cosmidial. A: (P) 1 Kb “plus” DNA “ladder”, (1) 50 ng de pGEM, (2) 150 ng de pGEM. B: (P) 1 Kb “plus”
DNA “ladder”, (1) 50 ng de pGEM, (2) 100 ng de pGEM, (3) 200 ng de pGEM.
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21 kb

Figura 8. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do DNA cosmidial de 30 clones da placa 37.

Para extracdo de DNA cosmidial dos pools, optou-se pela utilizagdo de um kit comercial que

apresentou bons resultados quando a finalidade era a utilizagdo em reagdes de PCR (figura 9).

Figura 9. Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do DNA cosmidial de pools de 96 clones obtido com

a utilizagéo do kit Wizard Miniprep Plus (Promega).
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Foram selecionados clones ao acaso para analises de restricdo com as enzimas de restricdo
BamH 1, Not | e Hind lll (Figura 10, 11, 12 e 13).
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Figura 10. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (p/v) da digestéo enziméatica com BamH | de clones
escolhidos ao acaso. (P) 1 Kb “plus” DNA “ladder”, (1) (3) (5) (7) (9) (12) (14) (16) e (18): DNA cosmidial
digerido; (2) (4) (6) (8) (10) (13) (15) (17) (18) clones DNA cosmidial integro, (10) e (20): marcador 36 kb.

O gel mostrado na figura 10, obtido por eletroforese comum, ndo apresenta resolu¢do suficiente
para separacdo de bandas de DNA visando determinagdo do tamanho dos insertos. Para melhor
visualizagdo do padrao de restricdo dos clones da biblioteca digeridos com a enzima BamH |, foram feitas
andlises por eletroforese de campo pulsado. Nas figuras 11 e 12 esta mostrado o perfil eletroforético, em
eletroforese de campo pulsado, do DNA de clones da biblioteca escolhidos ao acaso digeridos com as
enzimas BamH |, Not | e Hind lll. Aigumas bandas provavelmente sairam do gel e assim ajustes no tempo

e programa de corrida foram necessarios para uma perfeita visualizagao do perfil eletroforético.
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Figura 11. Perfil eletroforético de campo pulsado em gel de agarose 1% da digestdo enzimética com
BamH | de clones da placa 36. (P) 36 Kb, (1) Lambda digerido com EcoR1 e Hindlll, (2) 1 Kb “plus” DNA
“ladder”, (3) (5) (7) (9) (11) DNA cosmidial integro, (4) (6) (8) (10) (12) DNA cosmidial digerido.
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Figura 12. Perfil eletroforético de campo pulsado em gel de agarose 1% (p/v) da digestdo enzimatica de
cosmideos de clones da placa 36 com Hind Ill. (P) 36 Kb T7 control DNA; (1) Lambda EcoR | + Hind lll; (2)

1 Kb plus DNA ladder; (3), (5), (7), (9) (11) clones E05, C06, D10, C10 e F12 integros; (4), (6), (8), (10)
(12) clones E05, C06, D10, C10 e F12 digeridos.

As digestdes enzimaticas mostram-se satisfatdrias para visualizar diferengas entre os clones da
biblioteca metagenémica de solo sob arboreto de eucalipto. Pela anélise dos trés géis apresentados acima
€ possivel afirmar que a biblioteca metagendémica nao se constitui de clones repetitivos, pois percebe-se
uma notavel diferencas nos padrdes de restricdo gerados para cada clone, com o uso de diferentes
enzimas de restricdo. Na restricdo realizada com a enzima BamH |, descrita na figura 11, houve a
liberacdo do inserto de DNA metagendmico clonado em vetor cosmideo (a enzima BamH | flanqueia o sitio
de clonagem do vetor). Neste ensaio pode-se perceber que todos os clones que tiveram seu DNA
cosmidial digerido apresentam uma banda na altura de 6 Kb (figura 11), indicando assim a presenc¢a do

vetor cosmideo, que possui 5812 pares de bases (figura 2). Pelas andlises de restrigdo e através do
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programa DNA Frag foi possivel determinar o tamanho médio dos insertos, 38.375 kb.

4.4- Prospecgao, por PCR, do gene pks na biblioteca metagenémica

Em todos os casos onde genes responsaveis pela biossintese de metabdlitos secundarios
bacterianos e fungicos foram clonados e seqienciados, as regides biossintéticas, regulatorias e de
resisténcia estao fisicamente unidas. Diferentes agrupamentos génicos biossintéticos podem ter tamanho
que varia entre 20 kb e 100 kb mais ou menos (PETTIT, 2004).

A biblioteca foi prospectada quanto @ presenga de genes de biossintese de antibi6ticos
policetideos sintetizados pelo complexo enzimatico PKS do tipo |. A existéncia de regibes altamente
conservadas, flanqueando o sitio ativo do dominio da B-cetoacil sintase, permite que sequéncias de
oligonucleotideos iniciadores de sintese degenerados sejam utilizadas para amplificagdo por PCR de
genes homdlogos.

A prospecgao de genes de pks tipo | pelo método de PCR aproveita a vantagem destes clusters
biossintéticos possuirem sequéncias altamente conservadas, permitindo uma rapida amplificacdo e
consequente localizagdo dos clones que contem estes genes. Outra vantagem deste tipo de prospeccéo é
que nao depende da expressado de genes clonados nos hospedeiros (DANIEL, 2004). Uma desvantagem é
a limitacdo a descoberta de genes em familias previamente descritas. (HANDELSMAN, 2005). Esta
abordagem é mais adequada para prospecc¢do em pequena escala, visto que os clones s&o pesquisados
de forma manual.

A sequéncia dos dois conjuntos de oligonucleotideos iniciadores de sintese utilizados foram
retirados do artigo de COURTOIS et al (2003). As condi¢des de PCR utilizadas foram as mesmas
descritas no artigo, porém optou-se em utilizar os dois conjuntos de oligonucleotideos juntos numa mesma
reagao, visto que eles possuem seqiiéncias muito parecidas e bases degeneradas em posi¢des diferentes.

O DNA de Streptomyces avermitilis, gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Gabriel Padilla,
coordenador do Laboratério de Genética de Streptomyces do ICB — USP - SP, foi utilizado para validagéo
das condigbes de PCR e controle positivo das reagdes de prospecgéo.

O DNA cosmidial de 4320 clones foi extraido em 45 pools de 96 clones e submetidos a reagdes

de PCR utilizando os dois conjuntos de oligonucleotideos iniciadores de sintese. As figuras 13, 14, 15 ¢ 16
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mostram os géis de prospecgao por PCR nos pools de DNA cosmidial de clones da biblioteca.

600 bp

600 bo

Figura 13. Perfil eletroforético da amplificacdo por PCR dos pools 1-11 em gel de agarose 1,5%. O
marcador de tamanho utilizado foi 0 100 bp DNA “ladder”. (1) e (2) pool 1, (3) e (4) pool 2, (5) e (6) pool 3,
(7) e (8) pool 4, (9) e (10) pool 5, (11) e (12) pool 6, (13) e (14) pool 7, (15) e (16) pool 8, (17) e (18) pool 9,
(19) e (20) pool 10, (21) e (22), pool 11, (23) controle negativo da reagao, (24) controle positivo da reagéo.
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controle

600 bp positivo

Figura 14. Perfil eletroforético da amplificagdo por PCR dos pools 12-20 em gel de agarose 1,5%. O
marcador de tamanho utilizado foi o 100 bp DNA ladder. (1) e (2) pool 12, (3) e (4) pool 13, (5) e (6) pool
14, (7) e (8) pool 15, (9) e (10) pool 16, (11) e (13) pool 17, (14) e (15) pool 18, (16) e (17) pool 19, (18) e
(19) pool 20, (20) e (21) DNA de solo de eucalipto (22) controle negativo da reagéo, (12) e (23) controle

positivo da reag&o.



52

600 bp

Figura 15. Perfil eletroforético da amplificagdo por PCR dos pools 21-33 em gel de agarose 1,0%. O

marcador de tamanho utilizado foi 0 100 bp DNA ladder.
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controle

700bp positivo

Figura 16. Perfil eletroforético da amplificagdo por PCR dos pools 34-45 em gel de agarose 1,0%. O
marcador de tamanho utilizado foi 0 100 bp DNA “ladder”.

Dentre os 45 pools prospectados, 15 apresentaram alguma amplificagéo positiva, e os produtos
possuiam tamanhos diferentres. Os clones que compunham os pools cuja amplificagdo foi positiva foram
submetidos a uma nova extragdo de DNA cosmidial individual, e foi realizada nova reagéo de PCR,
conforme descrito anteriormente, para isolamento dos clones com amplificagdo positiva. Foram
identificados 5 clones individuais que apresentam amplificagcdo positiva para o conjunto de

oligonucleotideos iniciadores de sintese degenerados utilizados nas reagdes (figuras 17 e 18).

600 bp

Figura 17. Perfil eletroforético em gel de agarose 1,0% da amplificagdo por PCR de clones da placa 37. O

marcador de tamanho utilizado foi 0 100 bp DNA “ladder”
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Figura 18. Perfil eletroforético em gel de agarose 1,0% da amplificagdo por PCR de clones da placa 2. O

marcador de tamanho utilizado foi 0 100 bp DNA “ladder”.

Os cinco produtos de PCR obtidos, bem como o do controle positivo, foram purificados e
sequenciados, e suas sequéncias foram comparadas com as existentes no banco de dados GenBanK do
“National Center for Biotecnology Information” (NCBI), através da ferramenta BLASTX.

Um dos amplicons obtidos apresentou similaridade com gene de sintetase acido lipdico (41% de
similaridade com sequéncias das proteobactérias Sigmatella auriantica e Myxococcus xanthus), um cofator
essencial para muitas enzimas metabdlicas essenciais. Os outros quatro ndo apresentaram nenhuma
similaridade significativa. O produto de PCR do controle positivo apresentou alinhamento significante com
sequéncias de genes de policetideo sintase modular de organismos pertencentes a classe dos

Actinomicetos, principalmente Streptomyces, como era esperado.
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V- CONCLUSAO

A metagendmica representa um novo desafio na era gendmica, e os estudos iniciais apenas
confirmam o enorme potencial desta abordagem. Porém, a metodologia ainda requer aperfeicoamentos e
validagdes. Neste trabalho de mestrado foi desenvolvida uma metodologia simples que permite obtencao
de DNA metagendmico com tamanho suficiente para clonagem em vetor cosmideo. A utilizacdo do vetor
cosmideo € uma boa opcao para clonagem de DNA ambiental porque comporta grandes insertos e é

eficiente para a identificagéo rapida de possiveis genes e/ou produtos génicos de interesse biotecnoldgico.

As analises dos resultados permitiram as seguintes conclusdes:

1. O método de extragdo de solo utilizado neste trabalho foi eficiente em extrair DNA
metagendmico de alto peso molecular.

2. A biblioteca metagendmica construida em vetor cosmideo constitui-se de uma biblioteca
randOmica, apresentando assim, diversidade entre seus clones;

3. A prospecgao da biblioteca metagendmica através do uso da técnica de PCR mostrou ser

um método eficiente e possibilitou a identificagcdo de clones cujos insertos possuem o gene pks, ou parte
dele.
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