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EXPLORANDO UMA COMUNIDADE BACTERIANA ISOLADA DE UMA
PILHA  DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E SEU POTENCIAL
FUNCIONAL NA DEGRADACAO DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

RESUMO- Os biocombustiveis sdo uma alternativa atraente para a substituicdo
de combustiveis fosseis que impulsionaram o interesse global na conversao de
biomassa lignoceluldsica. Diversos trabalhos sao realizados para otimizacao das
etapas para producéo de etanol de segunda geracdo em termos de custo global
para o processo. A demanda pela busca de enzimas especificas utilizadas em
processos industriais tem impulsionado a prospeccdo de novas enzimas
microbianas com capacidade de desconstruir biomassa vegetal. Dentre elas, as
enzimas do grupo das carboidrases séo as principais atuantes envolvidas no
processo de converséo de biomassa. Diante disso, foi realizada a caracterizacao
de uma comunidade microbiana denominada CB10b, que tem potencialidade em
degradar a biomassa. Os estudos foram realizados a partir do sequenciamento
total do DNA obtido da comunidade e da prospeccdo de genes uteis nos
processos de conversdo de biomassa vegetal. Foram isoladas 6 bactérias
pertencentes aos respectivos géneros: Chitinophaga (que apresentou atividade
enzimatica em carboximetilcelulose), Pandoraea e Labrys, identificado pelas
andlises do gene 16S rRNA e da regido espacadora intergénica (ITS) entre os
genes 16S-23S rRNA. Por meio das andlises dos genes foi possivel identificar
16.340 ORFs, sendo anotadas 624 ORFs associadas ao banco de dados do
CAZy, distribuidas entre as classes glicosil hidrolases (GHs) com 37,98% (237
ORFs); glicosil transferases (GTs) com 21,63% (135 ORFs); polissacarideo
liases (PLs) com 3,18% (20 ORFs); carboidrato esterases (CEs) com 17,00%
(106 ORFs); atividades auxiliares (AAs) com 4,81% (30 ORFs) e médulos de
ligacdo a carboidratos (CBMs) com 15,38% (96 ORFs). Adicionalmente foi
possivel recuperar através da anélise do metagenoma, o genoma parcial de uma
bactéria do género Pandoraea. Deste modo, o estudo com a comunidade
bacteriana CB10b apresentou genes envolvidos a degradacdo de biomassa
lignoceluldsica.

Palavras-chave: biocombustiveis, biomassa, Chitinophaga, Labrys,
Pandoraea.



ABSTRACT- Biofuels are an attractive alternative for replacing fossil fuels,
bringing the world's attention to the conversion processes of lignocellulosic
biomass. Multiple works are currently being done with to optimize the steps in
second-generation ethanol production, seeking to reduce the global costs in this
process. Demand for specific microbial enzymes is driving the prospection of
novel ones able to degrade plant biomass. Among those, carbohydrases are the
protagonists in these processes. In this context, we characterized a microbial
community called CB10b and tested it's potential to degrade biomass. We
performed studies on this community by total DNA sequencing followed by
prospecting genes related to conversion of plant biomass. Six bacteria were
isolated, belonging to the genera: Chitinophaga, who presented enzymatic
activity en for carboxymethyl cellulose; Pandoraea and Labrys, identified through
16S rRNA and 16S-23S rRNA internal transcribed spacer (ITS) gene analysis.
Some 16,340 ORFs were identified, of which 624 were associated with CAZy
database, 37.98% (237 ORFs) classified as glycosyl hydrolases (GHSs); 21.63%
(135 ORFs) as glycosyltransferases (GTs); 17.00% (106 ORFs) were
carbohydrate esterases (CEs); 15.38% (96 ORFs) as carbohydrate-binding
modules; 4.81% (30 ORFs) as auxiliary activities (AAs) and 3.18% (20 ORFs) as
polysaccharide lyase. In addition, it was possible to recover by metagenome
analysis the partial genome of a bacterium of the genus Pandoraea. Thus, the
study with the bacterial community CB10b presented genes involved the
degradation of lignocellulosic biomass

Keywords: biofuels, biomass, Chitinophaga, Labrys, Pandoraea.
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1. INTRODUCAO

Os biocombustiveis sdo uma alternativa atraente para a substituicdo dos
combustiveis fosseis (BAYER; SHOLHAM; LAMED, 2013). O interesse global
para utilizacdo de fontes renovaveis na conversado de biomassa lignocelulésica
€ impulsionada principalmente por questdes associadas a demanda proveniente
do crescimento populacional global e ambientais, referentes as emissfes de
gases para a atmosfera, como a liberacédo excessiva de didxido de carbono.

Neste contexto a biomassa vegetal se torna significativamente
interessante por representar uma fonte renovavel e abundante para obtengéo de
quimicos, incluindo combustiveis e precursores de polimeros. A sua utilizagédo
se torna uma estratégia importante de sustentabilidade e pode representar um
avanco para as industrias de energia e produtos quimicos, que podem agregar
valor aos subprodutos agricolas e residuos florestais e municipais (SWEENEY;
XU, 2012).

A biomassa vegetal € composta por lignocelulose, que consiste em uma
mistura altamente organizada e interligada de diferentes polimeros, contendo
principalmente celulose (35-50%), hemiceluloses (20-50%) e lignina (10-35%)
(BRETHAUER; STUDER, 2015). A composicdo da biomassa varia
significativamente entre espécies e dentro de diferentes tecidos de uma espécie
(PAULY; KEEGSTRA, 2010). O principal desafio na sua utilizagdo esta
associado a disposi¢cdo da maior parte do carbono associado a hemicelulose e
celulose que estdo envolvidos pela lignina, que consiste em polimeros
estruturais recalcitrantes da parede celular da planta que proporcionam protecéo
contra hidrélise (BROWN; CHANG, 2014; DE GONZALO et al., 2016).

A degradacgéo da estrutura do material composto de lignocelulose ocorre
por meio da acdo de complexos de mdltiplas enzimas produzidas por diversos
microrganismos principalmente por fungos e bactérias presentes no solo que
atuam em sinergia para quebrar as estruturas da lignocelulose (polissacarideos)
em mon6meros ou dimeros de agucares, fornecendo fonte de carbono e energia
para os microrganismos (HIMMEL et al., 2010; SWEENEY; XU, 2012; VAN DYK;
PLETSCHKE, 2012).

Entretanto a recalcitrancia da lignina limita a acdo de microrganismos,

tornando a biomassa lignocelulésica um material resistente a degradacéo



biologica (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). Devido a caracteristica de resisténcia
da lignocelulose séo necessarios pré-tratamentos fisicos, quimicos ou biologicos
do material lignoceluldsico, para romper a estrutura da parede celular vegetal,
permitindo o acesso as fracfes celuldsicas da biomassa vegetal (BRETHAUER,;
STUDER, 2015; DE CASTRO; PEREIRA, 2010).

A utilizacdo de consorcios microbianos que produzem enzimas altamente
especificas com a capacidade de quebrar a estrutura da lignocelulose tem obtido
resultados promissores como tratamentos para a desconstrucdo da biomassa
ligocelulésica (WONGWILAIWALIN et al., 2013).

Deste modo, uma comunidade obtida da pilha de bagaco de cana-de-
acucar foi objeto deste estudo, no qual realizou-se o isolamento de bactérias
desta comunidade, assim como a caracterizagéo dos isolados com base no gene
16S rRNA e da regido do espacador transcrito interno (ITS) e a avaliagédo da
atividade enzimética em placas de petri contendo carboximetilcelulose e avicel
no meio de cultura solido.

Uma comunidade bacteriana pode conter uma rigueza em diversidade
maior do que a nossa capacidade de cultivar os isolados, representada por
microrganismos em que as necessidades fisiolégicas e nutricionais s&o
desconhecidas para que estas possam ser reproduzidas artificialmente, de forma
gue 0s mesmos sO se desenvolvem quando associados as comunidades. Neste
contexto um estudo focado apenas no isolamento e cultivo ndo poderiam
fornecer informacgéo suficientes do papel biolégico de diversos membros da
comunidade, sendo estas informacdes melhor alcancadas por uma abordagem
metagendmica.

Através das andlises realizadas do sequenciamento do metagenoma total,
0 estudo realizado com a comunidade bacteriana indica que esta apresenta um
potencial metabdlico para atuar na desconstrucao da biomassa lignocelulésica,
bem como foi possivel recuperar o genoma parcial de bactéria pertencente ao

género Pandoraea.



2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo caracterizar uma comunidade
obtida de uma pilha de bagaco de cana-de-acucar (CB10Ob) por meio da
microbiologia basica e por meio do sequenciamento do DNA total da comunidade
e com isso explorar o potencial génico funcional da comunidade, a fim de
descobrir enzimas com grande importancia para a desconstrucdo de material
lignoceluldsico de interesse para o setor industrial, como no caso da producédo

do etanol de segunda geracéo.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Biomassa da cana-de-acucar

A biomassa vegetal é um termo geral para todo o material organico que
decorre de plantas (incluindo algas, arvores e culturas) (DEMIRBAS, 2010) e
consiste em fonte de energia renovavel proveniente de matéria organica, que
pode ser convertida em bioenergia.

A cultura de cana-de-agucar resulta em uma biomassa considerada uma
das mais importantes no contexto da agricultura brasileira para a obtencao de
energia renovavel, devido a sua vasta producdo como fonte de matéria prima
predominante para a industria de bioetanol (WELFLE, 2017).

O bagaco da cana-de-agucar é considerado o maior residuo da
agroindustria brasileira (VARGAS BETANCUR; PEREIRA JR., 2010). A
composicao do bagaco em matéria seca apresenta em média aproximadamente
40% de celulose, 28% de hemicelulose e 22% de lignina (ANTONIO BIZZO et
al., 2014).

Com o intuito de ampliar a producdo de bioetanol, a biomassa
lignoceluldsica tem sido reconhecida como uma fonte potencial e sustentavel,
para a obtencdo de acucares mistos para fermentacdo na producdo de

biocombustiveis entre outros biomateriais (HIMMEL et al., 2007).

3.2. Composigdo da biomassa lignocelulésica

A parede celular vegetal representa uma vasta fonte renovavel de carbono
presente na biosfera que requer varias estratégias enzimaticas para
desconstruir os polissacarideos estruturais de sua composi¢cdo (DUTTA; WU,
2014).

A parede celular da planta consiste em uma mistura complexa de
polissacarideos na qual celulose, hemicelulose e lignina sdo seus principais
constituintes e estéo interligados, formando uma estrutura rigida oferecendo,
assim, sustentacdo e protecdo as células vegetais (BAYER; SHOLHAM;
LAMED, 2013) (Figura 1). Nesta figura € possivel observar que a parede celular
vegetal é composta por macrofiblrilas contendo celulose recobertas por

moléculas de hemicelulose e lignina.
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Figura 1. Representacdo esquemética da estrutura da lignocelulose. Fonte:
(RUBIN, 2008).

3.2.1. Estrutura da celulose

A celulose representa o polimero constituinte de matéria vegetal mais
abundante do planeta (TAYLOR; BRUMM, 2014). A celulose é um homopolimero
estavel, constituido por uma cadeia linear formada por monémeros de glicose
unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4 (BAYER; SHOLHAM; LAMED,
2013).

Sua estrutura altamente cristalina se deve pela compactacao das fibrilas
de celulose que séo formadas por meio de ligagdes de hidrogénio que unem as
cadeias de celulose em cadeias de fibras, deste modo a celulose cristalina se

refere as fibrilas organizadas e compactas que sdo mais suscetiveis a



degradacéo principalmente pela acdo de enzimas do que a celulose amorfa que
nao esta organizada desta forma (MATHEWS; PAWLAK; GRUNDEN, 2015).
Além disso, as moléculas de celulose estdo envolvidas pelos polimeros
de hemicelulose e lignina, o que torna mais dificil o acesso a fracéo da celulose
e serve como protecao, dificultando a hidrélise e degradacdo da estrutura da

parede celular.

3.2.2. Estrutura da hemicelulose

Hemicelulose consiste em heteropolimero interligado as microfibrilas de
celulose (SCHADEL et al., 2010) e é o segundo componente mais abundante
presente na parede celular vegetal (GLASS et al., 2013; ISIKGOR; BECER,
2015).

Este polissacarideo apresenta uma estrutura mais diversificada que a
celulose (KARNAOURI et al., 2014). A classificacdo da hemicelulose é baseada
na composicdo de sua cadeia principal, que geralmente € composta por um ou
dois acucares (BAYER; SHOLHAM; LAMED, 2013). Os monossacarideos
constituintes do heteropolimero de hemicelulose podem variar entre as pentoses
(xilose, ramnose, arabinose), as hexoses (manose, glicose, galactose) e
acucares acetilados (ISIKGOR; BECER, 2015).

A xilana é a classe de hemicelulose mais abundante em todas as plantas
superiores, esta possui uma cadeia linear principal composta por ligacdes
glicosidicas 3-1,4 de unidades de D-xilose ligadas a cadeias laterais compostas
por diferentes tipos de acUcares e residuos &cidos de agucares (arabinose,
glicose, galactose, ramnose, acido glucurénico e acido galacturonico,
dependendo da espécie e do tipo de parede)(GUERRIERO et al., 2016;
SCHADEL et al., 2010).

3.2.3. Estrutura da pectina

A pectina consiste em um polissacarideo estrutural presente na parede
celular vegetal, com a funcédo de regular o desenvolvimento e as respostas de
defesa das plantas (BAYER; SHOHAM; LAMED, 2013).

Sao heteropolissacarideos compostos por um acido galacturénico unidos
por ligagdes do tipo a (1-4) (BAYER; SHOLHAM; LAMED, 2013). As classes



estruturais dos polissacarideos de pectina incluem homogalacturonano (HG),
xilogalacturonano (XGA), apiogalacturonano (AGA), Ramnogalacturonano I
(RG-II) e Ramnogalacturonano | (RG-I) (CAFFALL; MOHNEN, 2009).

3.2.4. Estrutura da lignina

A lignina tem como papel biolégico nas plantas aumentar a integridade da
parede celular e promover resisténcia ao ataque de agentes patogénicos
(BROWN; CHANG, 2014). Sua estrutura consiste em um polimero heterogéneo
altamente complexo constituido de polimeros aromaticos derivados por alcoois
hidroxicinamil (ou monolignadis), entre os principais o &lcool coniferil, alcool
sinapilico e com quantidades tipicamente menores o alcool p-cumaril (RALPH et
al., 2004; VANHOLME et al., 2010).

3.3. Converséao da biomassa lignoceluldsica em etanol

A crescente demanda por etanol de primeira geracao requer alta producao
de matéria-prima, levando a preocupacfes entre a demanda por alimentos e
combustivel e requer um aumento de uso da terra (BEZERRA; RAGAUSKAS,
2016).

Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo uma alternativa para evitar
muitas dessas preocupacdes, uma vez que depende de fontes ndo alimentares,
como 0s materiais lignocelulosicos, que sao relativamente baratos e estédo
disponiveis em grandes quantidades. A biomassa mais comumente avaliada
para producao de etanol de segunda geracdo é bagaco de cana de acUcar.

Para o bioprocessamento da biomassa lignocelulésica € necessario
quebrar a recalcitrancia das paredes celulares da biomassa, para que seja
possivel ocorrer a desconstrugdo do material através da atividade microbiana.

A producéo de etanol lignocelulésico consiste basicamente em uma etapa
de pré-tratamento, hidrolise enzimatica e a fermentagéo (Figura 2).



Bagaco
Cana-de-aglcar
A J

Pre-tratamento

A J
y
4 N\ 4 . R .. N\
- Enzimas/Hidrdlise
Fermentacao < ..
acida
. J . J
e N

Destilagao
. J
P ~ A 4
Etanol ]
A J

Figura 2. Esquema para a producdo de bioetanol a partir bagagco de cana-de-
acucar adaptado (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016).

Uma variedade de tecnologias de pré-tratamento de materiais
lignocelulésicos tem sido investigada, como processos fisicos (mecanicos),
fisico-quimicos, quimicos, biolégicos ou combinados (BRETHAUER; STUDER,
2015; ISIKGOR; BECER, 2015).

Para superar a recalcitrancia caracteristica da lignocelulose para a
liberacdo de acucares fermentesciveis, o pré-tratamento é um dos principais
passos na conversao biologica de bagaco em bioetanol (BEZERRA;
RAGAUSKAS, 2016; BRETHAUER; STUDER, 2015). A reducdo da
recalcitrancia tem sido atribuida a vérios fatores, como mudancas nas interacdes
de hemicelulose, celulose e lignina; aumento do acesso a fragdo da celulose;
remocao de carboidratos lignificados e reducéo da cristalinidade da celulose na
parede celular da biomassa, melhorando assim, o acesso das enzimas
hidroliticas aos polimeros de agucar (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016).

3.4. Enzimas envolvidas na degradacao de material lignocelulésico

A desconstrucdo enzimatica do material lignocelulésico ocorre através de
complexo de mudltiplas enzimas que podem ser produzidas por diversos
microrganismos, que se associam para quebrar as macromoléculas

(polissacarideos) em monémeros ou dimeros de acucares, fornecendo fonte de



carbono e energia para os microrganismos (BAYER; SHOLHAM; LAMED, 2013;
MALHERBE; CLOETE, 2002).

Esses sistemas de enzimas altamente especializados, muitas vezes incluem
a atividade de celulases, hemicelulases e outras glicosil hidrolases relacionadas,
assim como polissacarideos liases e as esterases de carboidratos para atuar na
degradacdo dos polissacarideos presentes na parede celular (HIMMEL et al.,
2010).

O banco de dados do CAZy (http://www.cazy.org/) consiste em uma base de
dados que categoriza as enzimas de degradacao de polissacarideos como as
Glicosil hidrolases (GHs) que hidrolisam e/ou rearranjam ligacdes glicosidicas,
Glicosil transferases (GTs) que estdo associados a formacdo de ligacdes
glicosidicas, Polissacarideos Liases (PLs) que clivam ligagcfes glicosidicas de
forma nao hidrolitica, Caboidratos Esterases (CEs) que hidrolisam ésteres de
carboidrato, Atividades Auxiliares (AAs) sdo enzimas tipo redox que agem em
conjunto com as carboidrases e os Modulos de Ligacao a Carboidratos (CBMs)
gue atuam na adesao de carboidratos (ARMSTRONG et al., 2015; LOMBARD et
al., 2014).

A degradacao enzimatica da celulose ocorre mediante a acdo de celulases
que sao enzimas capazes de hidrolisar as ligagcbes glicosidicas B (1—4) da
celulose e séo divididas em trés tipos principais de atividades enzimaticas,
endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.74 / EC 3.2.1.91) e G-
glicosidades (EC 3.2.1.21) (LYND et al., 2002).

As endoglucanases atuam randomicamente em regides internas e amorfas
da cadeia da celulose, gerando oligossacarideos de comprimentos menores,
enquanto que, as exoglucanases atuam nas extremidades redutoras e nao
redutoras da cadeia, liberando unidades de glicose ou celobiose, (LYND et al.,
2002), a principal representante deste grupo de enzimas responsaveis pela
degradacgédo da celulose microcristalina (SWEENEY; XU, 2012). Ja as enzimas
B-glicosidases hidrolisam as celobioses liberando moléculas de glicose, atuando
somente sobre o substrato soluvel (SWEENEY; XU, 2012). As celulases estéo
principalmente distribuidas entre as familias GH5, GH6, GH7 (encontradas em
fungos), GH8, GH9, GH12, GH44, GH45, GH48, GH74 e GH124 (BAYER,
SHOLHAM; LAMED, 2013).
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As hemicelulases representam um grupo diversificado de enzimas que
hidrolizam hemiceluloses. Os modulos cataliticos das hemicelulases séo
representados principalmente pelas classes de glicosil hidrolases (GHs) que
hidrolisam ligacdes glicosidicas e pelas esterases de carboidratos (CEs), que
hidrolisam as ligacGes éster de grupos laterais de acetato ou de acido ferulico
(SHALLOM; SHOHAM, 2003).

A xilana representa o polimero mais abundante entre as hemiceluloses, sua
estrutura é constituida por uma cadeia principal homopolimérica com unidades
de D-xilopiranose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo 3-1,4 e cadeias laterais
podem conter arabinose, galactose, acido glucurénico, acido acético, acido p-
cumarico e ferulico (SAHA; JORDAN; BOTHAST, 2009).

A hidrolise enzimatica da estrutura da xilana demanda da atividade de endo
1,4-xilanase (EC 3.2.1.8) e xilosidases (EC 3.2.1.37), sendo que as endo-
xilanases atuam aleatoriamente na cadeia principal de xilana e a xilosidase
hidrolisam xilobiose e xilo-oligossacarideos em unidades xilose (SAHA;
JORDAN; BOTHAST, 2009).

Entre as enzimas que atuam nas cadeias laterais as L-arabinofuranosidase
(EC 3.2.1.55) e glucuronidase (EC 3.2.1.139) atuam nas ramificagcdes para
remover residuos de arabinose e acido glucurénico respectivamente. Enquanto
gue as enzimas acetil xilana esterase (EC 3.1.1.72), feruloil esterase (EC
3.1.1.73) e p-cumaril esterase hidrolisam as ligacfes ésteres entre unidades de
xilose da cadeia de xilana e acido acético ou entre os residuos da cadeia lateral
da arabinose e acidos fendélicos como acido ferulico e acido p-cumarico (SAHA;
JORDAN; BOTHAST, 2009).

As xilanases estao principalmente distribuidas entre as familias GH10, GH11
e também encontradas nas familias GH5 e GH8 enquanto que B-xilosidases séo
agrupadas nas familias GH3, GH30, GH39, GH43, GH52, GH54, GH116 e
GH120 (BAYER; SHOLHAM; LAMED, 2013).

As enzimas envolvidas na degradacdo da pectina estdo agrupadas nas
familias dos polissacarideo liases, distribuidas principalmente nas familias PL1,
PL3, PL9, PL10 e PL11 representadas pelas pectato liases (EC 4.2.2.2), exo-
pectato liase ou exopoligalacturonato liase (EC 4.2.2.9), pectina liase (EC
4.2.2.10) e ramnogalacturonan liase (EC 4.2.2.23) (BAYER; SHOLHAM;
LAMED, 2013).
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A degradacdo da lignina € um processo complexo que envolve a atividade
de muitas enzimas hidroliticas, oxidativas e de algumas proteinas
complementares (GUERRIERO et al., 2016). As enzimas lignina-peroxidase (EC
1.11.1.14), manganés-peroxidase (EC 1.11.1.13), peroxidase versatil (EC
1.11.1.16) e lacase (EC 1.10.3.2) estdo associadas a degradacao de lignina
(DATTA et al.,, 2017). Estas sao classificadas como enzimas de atividades
auxiliares e estao distribuidas nas familias AA1, AA2, AA9 e AA10 (LEVASSEUR
et al., 2013).

3.5. Metagendmica

O aumento da demanda por enzimas especificas em diversos setores
industriais, como os de producéo de detergentes, téxteis, industrias de celulose
e papel, sintese organica e industria de biocombustiveis, impulsionou a
prospeccédo de novas enzimas microbianas e, consequentemente, tem exigido a
busca de novos microrganismos para a obtencao destas (LI et al., 2012).

Neste contexto, a metagenémica surge como uma proposta de acesso a
populacdo microbiana e suas informacdes ainda ndo alcancadas através de
métodos de microbiologia classica. Esta técnica permite acessar diretamente o
contetdo genético de comunidades microbianas complexas, ou seja, € um
método baseado na analise genomas contidos diversos habitas (HANDELSMAN
et al., 1998; OULAS et al., 2015).

O termo metagendmica foi designado apenas para analise funcional
baseada em sequéncias de um conjunto de genomas contidos em uma amostra
ambiental, mas atualmente também abrange uma segunda estratégia baseada
na amplificacdo de genes alvos e subsequentemente seu sequenciamento
(OULAS et al., 2015).

A primeira abordagem é baseada no sequenciamento dos &cidos
nucleicos de um ambiente, o DNA total, que permite abordar a estrutura da
comunidade microbiana em relacéo as funcées dos microrganismos por meio do
seu contetdo génico e as interacdes entre 0s mesmos. Enquanto a segunda
abordagem baseada em genes marcadores consiste apenas em obter

informacdes da distribuicdo do perfil taxondbmico de uma determinada amostra.
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As técnicas da metagenémica séo ainda impulsionadas pelo avango no
rendimento dos sequenciadores, os chamados Next-Generation Sequencers
(NGS), que permitem maior acesso as enzimas, farmacos e produtos
microbianos de interesse biotecnoldgico. Assim, utilizando-se destas
tecnologias, busca-se atender a demanda de mercado por estes produtos, mas
ainda ha muito o que se explorar para concretizar o potencial deste conjunto de
técnicas (BROWN et al., 2012).

4. MATERIAL E METODOS

Na Figura 3 tem-se o fluxograma experimental das abordagens utilizadas
para avaliar a comunidade bacteriana utilizada no presente estudo.
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4.1. |Isolamento de bactérias da comunidade bacteriana CB10b

Os estudos foram realizados a partir de uma comunidade bacteriana
isolada de uma pilha de bagaco de cana-de-agucar e pertencente a colecao de
microrganismos do Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas da
faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias da UNESP (LBMP) (ALMEIDA,
2011).

Uma aliquota de 100 yL do estoque de uma comunidade bacteriana
(CB10b) em glicerol 20% foi adicionada a 900 pL de solugao salina 0,85% (m/v)
e submetida a diluicGes seriadas até 10°. Foram espalhadas 100 pL de cada
diluicdo em placas de petri contendo meio de cultura sélido PGE (0,5 g.L?
K2HPOg; 0,2 g.Lt MgS0a47.H20; 0,1 g.L* NaCl, 1,0 g.L* de extrato de levedura,
10,0 g.L* de glicose e 9,0 g.L! de agar, pH 6,8). As placas foram incubadas a
30°C durante 72 horas. ApoOs o periodo de incubacéo as colbnias de bactérias
foram isoladas com base nas caracteristicas morfolégicas relacionadas ao
tamanho da col6nia, forma, elevacgéo, cor e textura. Os isolados selecionados
foram cultivados isoladamente no mesmo meio de cultura sob as mesmas

condicBes e usados nos ensaios microbiolégicos, bioquimicos e moleculares.

4.1.1. Selecéo de bactérias produtoras de celulases

Para avaliar a producéo de celulases, os isolados foram cultivados em
meio de cultura PGE sélido e incubados a 30 °C durante 48 horas. ApoOs este
periodo, foi realizado o preparo de um pré-inéculo em meio PGE liquido para
cada isolado em uma densidade 6tica com comprimento de leitura de 600 nm
(DOs0o nm) de 0,3. ApOs a obtencdo das suspensdes, uma aliquota de 10 uL de
cada isolado foi transferida para meio CMC sélido e meio AVICEL sélido, sendo
entdo incubados a 30°C por 5 dias. O meio CMC solido é constituido por 5,0 g.L
! de peptona; 3,0 g.L! de extrato de levedura e 0,2% (m/v) CMC
(Carboximetilcelulose — Synthe) com pH 7,0. Para o meio AVICEL sélido o CMC
foi substituido por 0,2% (m/v) AVICEL®-Celulose microcristalina (Fluka
analytical). Ap6s o tempo de cultivo as placas contendo os isolados foram
coradas com Vermelho Congo 1% (m/v) durante 30 minutos e em seguida foram

lavadas com solucédo de NaCl 1 M estéril durante 10 minutos para retirar o
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excesso do corante da placa. A atividade enzimatica extracelular ou indice
enzimatico (IE) foi calculado pela relacdo entre o diametro medio do halo de
degradacdo e o didmetro médio das colonias (HANKIN; ANAGNOSTAKIS,
1975).

4.1.2. Obtencédo do DNA gendmico dos isolados

Os isolados foram cultivados em meio PGE durante 48 horas a 30 °C com
agitacdo a 150 rpm. Apos o cultivo os isolados bacterianos foram sedimentados
por centrifugacao (10.000 x g) e uma aliquota da massa celular de cada um foi
coletada para extracdo do DNA gendmico utilizando o Kit de purificacdo QlAamp
DNA Mini kit ® (Qiagen). A integridade das amostras de DNA extraidas foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose, e quantificagcdo por meio da
analise de densidade 6ptica em espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis

(Thermofisher).

4.1.3. Amplificag&o das regides do DNA que codificam o gene 16S rRNA e da
regido do espacador transcrito interno (ITS) entre os genes 16S-23S rRNA

As amostras de DNA extraidas dos isolados foram amplificadas com
oligonucleotideos iniciadores (primers) universais fD1 e o rD1 especificos para o
gene 16S rRNA bacteriano (WEISBURG et al., 1991). A reac&o de amplificacéo
para cada amostra foi realizada sob as seguintes condi¢des: 0,2 mM para cada
dNTPs; tampao contendo 20 mM Tris-HCI (pH 8,4) e 50 mM KCI; 1,5 mM de
MgCl2; 10 pmol de cada primer; 30 ng de DNA; 0,5U da enzima tag DNA
Polimerase em um volume final de 20 pL. As amostras foram amplificadas em
um termociclador MJ Research® PTC-100 seguindo o programa: 95 °C, por 1
minuto; 39 ciclos de 95 °C por 2 minutos, 46 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto;
seguidos de uma extensao final por 5 minutos, a 72 °C. As amostras de DNA dos
isolados foram amplificadas com os primers FGPS 1490 e FGPS 132 para a
regido referente ao ITS (LAGUERRE et al., 1996). A reacao de amplificagéo para
cada amostra foi realizada sob as seguintes condi¢des: 0,2 mM para cada
dNTPs; tampédo contendo 20 mM Tris-HCI (pH 8,4) e 50 mM KCI; 1,5 mM de
MgCI2; 5 pmol de cada primer; 30 ng de DNA; 0,5 U de enzima tag DNA

Polimerase em um volume final de 20 pL, seguindo o programa: um ciclo de 2
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min. a 94°C; 30 ciclos de 30 seg. a 94°C, 50°C por 30 seg., 72°C por 1 min; um
ciclo final de 5 min. a 72°C. Posteriormente os produtos das PCR foram

purificados utilizando o Kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery.

4.1.4. Sequenciamento do gene 16S rRNA e da regido do ITS

Os produtos das PCRs purificados foram utilizados nas reacfes de
sequenciamento realizadas em microplaca utilizando BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Para obter a sequéncia completa do gene do rRNA 16S, foram
realizadas cinco reacfes, com 0s seguintes primers: fD1, rD1, 362f (regido alvo
339-362), 786f (regido alvo 764-786) e 1203f (regido alvo 1179-1203) (MENNA
et al., 2006) descritos na Tabela 1. O mesmo programa foi usado com todos os
oligonucleotideos iniciadores: desnaturacao inicial a 95 °C por 1 minuto; 39 ciclos
de desnaturacdo a 95 °C por 2 minutos, anelamento a 46 °C por 1 minuto,
extensao a 72 °C por 1 minuto; seguidos de uma extensao final por 5 minutos, a
72 °C. As reacbes de sequenciamento para a regido do ITS, também foram
realizadas em microplaca utilizando o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) seguindo as instru¢des do fabricante
utilizando os primers FGPS 1490 e FGPS 132’. As reagdes de amplificagdo em
microplacas foram sequenciadas utilizando o aparelho automatico Sanger ABI
3130 XL (Applied Biosystems®) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo da regido do
16S rRNA e da regido do espacador transcrito interno ITS.

Oligonucleotideos

Sequéncias

Referéncia

fD1 5-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3" (WEISBURG et al., 1991)
362f 5 -CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG- 3’ (MENNA et al., 2006)
786f 5 -CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG- 3’ (MENNA et al., 2006)
1203f 5 -GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC- 3 (MENNA et al., 2006)
rD1 5 -CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC- 3’ (WEISBURG et al., 1991)
FGPS 1490 5-TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3’ (LAGUERRE et al., 1996)
FGPS 132’ 5-CCGGGTTTCCCCATTCGG- 3 (LAGUERRE et al., 1996)
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4.1.5. Andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA e ITS

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo pacote de programas
Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998; EWING; GREEN, 1998; GORDON;
ABAJIAN; GREEN, 1998) com nivel de exigéncia minima de 400 bases para
cada regido (para cada primer utilizado) com qualidade Phred acima de 20.

Posteriormente, as sequéncias relacionadas ao gene 16S rRNA foram
submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos, com sequéncias do
banco de dados do ‘Ribosomal Database Project’ (RDP) pela ferramenta

‘Classifier’ com Confidence threshold de 95% e para ITS no banco do NCBI.

4.1.6. Analise filogenética do gene 16S rRNA e ITS

Para compreender melhor as relagbes evolutivas entre os isolados e
outras linhagens relacionadas aos géneros bacterianos Pandoraea, Labrys e
Chitinophaga, as sequéncias do gene 16S dos isolados bacterianos deste estudo
foram comparadas com outras sequéncias recuperadas do banco de dados do
GenBank.

Todas as sequéncias referentes ao gene 16S rRNA e ITS dos isolados e
das sequéncias recuperadas, foram alinhadas pelo MUSCLE v.3.8 e o melhor
modelo de evolutivo foi estimado com jModelTest 2.1.7 (DARRIBA et al., 2012)
com base nos critérios de informacdo de Critério de Informagédo Akaike. A
inferéncia filogenética foi realizada com o programa Mrbayes v3.2.6 (RONQUIST
et al., 2012). O resultado final da arvore filogenética foi visualizado e editado com
programa FigTree versao 1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

4.2. Extracdo de DNA total e sequenciamento da comunidade bacteriana
CB10b

A comunidade CB10b foi cultivada em meio PGE liquido durante 18 horas,
sob agitagdo constante a 150 rpm a 30°C. A partir da suspensdo bacteriana
obtida, foi transferida uma aliquota de 1000 pL para um microtubo de 1,5 mL que
foi centrifugado (Eppendorf®, 5810 R) a 12000 xg por 20 minutos. Apos a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi usado para a
extracdo de DNA. O DNA total da comunidade (CB10b) foi extraido utilizando kit
da PROMEGA - Wizard® Genomic DNA Purification de acordo com as
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recomendacdes do fabricante. A quantificagdo do DNA total da comunidade
CB10b foi realizada por espectrofotometria no comprimento de onda 260/280 nm
(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis) e por Fluorometria Qubit® dsDNA BR (Life
Technologies Europa, Naerum, Dinamarca). A qualidade do DNA foi avaliada em
eletroforese em gel de agarose 0,8% (m/v) contendo brometo de etideo (10
png/mL). A biblioteca do DNA metagenémico (CB10b) foi preparada usando o kit
da Nextera® XT DNA Library e posteriormente foi submetido ao sequenciamento
em uma “lane” em HiSeq Flow Cell v4, com o HiSeq SBS Kit v4 e leituras

pareadas de 2 x 100 bp na plataforma lllumina HiSeq 2500.

4.2.1. Avaliacdo da melhor estratégia de montagem para o conjunto de dados
da comunidade bacteriana (CB10b)

Os conjuntos de leituras processados apés passar por uma etapa de filtro
de qualidade e retirada de adaptadores por meio do pacote de ferramentas do

BBmap (https://sourceforge.net/projects/bbmap/) foram normalizados com

BBnorm. Apés a etapa de processamento dois conjuntos de dados seguiram
para a etapa de montagem, um com 0s conjuntos de dados somente
processados para a retirada de sequéncias de baixa qualidade e outro além de
processado o conjunto também foi normalizado. Posteriormente os conjuntos de
dados foram montados com os seguintes montadores idba_ud v1.1.1 (PENG et
al., 2012), megahit v1.0.3-8 (LI et al., 2016), spades v3.10.1 (BANKEVICH et al.,
2012), metaspades v3.10.1 (NURK et al.,, 2017) e pipeline automatico de
montagem e anotacao Atlas, sendo as opgdes de montadores spades e megabhit,
apenas para os conjuntos de dados normalizados. Os resultados das montagens
foram comparados utilizando o programa MetaQuast v4.4 (MIKHEENKO;
SAVELIEV; GUREVICH, 2016).

4.2.2. Montagem, classificagdo taxondmica e perfil funcional da comunidade
bacteriana (CB10b)

Os dados brutos gerados pelo sequenciamento foram processados
atraves do programa Atlas v1.0.2 (WHITE Ill et al., 2017), analisando quanto a
qualidade, sendo retirados eventuais segmentos de sequéncias contaminantes

de regibes de baixa qualidade usando BBDuk que pertence ao pacote de
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ferramentas do BBMap (https://sourceforge.net/projects/bbmap/). Os dados que
passaram pela etapa de qualidade foram normalizados quanto a cobertura de
leituras com base na frequéncia de k-mer formando subconjuntos de leituras
usando a ferramenta BBNorm. Os subconjuntos com sequéncias de alta
qualidade foram usados como entrada para o montador SPAdes v3.10.1
(BANKEVICH et al., 2012). Apés a montagem, os contigs foram submetidos para
a predicdo das ORFs (Open Reading Frame) pelo programa Prodigal (HYATT et
al., 2010). As proteinas preditas foram anotadas usando alinhamento de
proteina-proteina através do DIAMOND (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015), com
filtro padréo > 200 para o bitscore e e-value de < 1e”’ para os bancos do RefSeq
(LEARY et al., 2016), EQgNOG (HUERTA-CEPAS et al., 2016), dbCAN para
familias CAZy (YIN et al., 2012), ENZYME para comissdo enzimética (EC)
(BAIROCH, 2000) e COG (TATUSOV et al., 2003), implementados na plataforma
do programa Atlas (WHITE Ill et al., 2017).

4.2.3. Avaliacdo do potencial metabdlico da comunidade bacteriana para
desconstrucédo da biomassa lignocelulosica

A anotacdo funcional de ORFs com dominios associados as enzimas de
carboidratos ativos (CAZy) foi realizada por busca de similaridade de dominios
relacionados as familias do CAZy com base em modelos ocultos de Markov
(HMMs) no dbCAN (http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN) (YIN et al., 2012). Foram

aplicados os parametros de 30% de cobertura do HMM, e-value de 1le™® para

alinhamentos maiores que 80 aminoéacidos e de 1e3 para alinhamentos menores
que 80 aminoécidos. As enzimas preditas com dominios para carboidratos ativos
no metagenoma foram adicionalmente comparadas contra os bancos de dados
ndo redundante do GenBank (NCBI), UNIProt (APWEILER, 2009) e o
InterProscan (ZDOBNOV; APWEILER, 2001) considerando os parametros e-
value < 10° e um valor minimo de 50% de identidade para inferir funcdo as

proteinas putativas.

4.2.4. Recuperagéo do genoma parcial a partir do metagenoma do CB10b

O arquivo de contigs gerados na montagem foi carregado no portal Web

Busybee versdo 2a7alac  (2017-08-25)  (https://ccb-microbe.cs.uni-
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saarland.de/busybee) para recuperacao de genomas e analise de qualidade por

meio do programa CheckM (v1.0.7) para avaliar o grau de integridade,
contaminacdo e heterogeneidade dos conjuntos de dados recuperados. Para a
analise no BusyBee foi habilitada apenas a anotacdo taxondmica e 0s outros
parametros seguiu-se o padrdo do programa. Apds a separacao dos conjuntos
de clusters, estes foram filtrados e analisados para a recuperacdo do genoma
com o maior indice de cobertura em relagcdo a um genoma de referéncia. A
comparacao do genoma selecionado com outros genomas foi realizada por um
alinhamento mdltiplo utilizando o algoritmo Progressive Mauve (DARLING et al.,
2004), os genomas selecionados para realizar a comparacgao foram recuperados
do banco de dados do GenBank (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). O
alinhamento dos genomas foi construido usando os parametros padrdo do
Mauve Aligner. As sequéncias mais proximas do organismo deste estudo foram
carregadas no pacote do software JSpecies (http://www.imedea.uib.es/jspecies)
para realizar célculos de comparacdo entre 0os genomas e para calcular a
identidade média de nucleotideos (ANI) com um limiar de 95% para
delineamento de espécies (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2004; RICHTER;
ROSSELLO-MORA, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo do isolamento de bactérias da comunidade bacteriana
CB10b

Através do isolamento por diluicAo seriada dos componentes da
comunidade CB10b, obteve-se 6 isolados morfologicamente distintos e
denominados respectivamente; CB10b_01, CB10b_02, CB10b_03, CB10b_04,
CB10b_05 e CB10b_06.

A atividade de endoglucanases (CMCase) dos isolados e da comunidade
bacteriana CB10b foi avaliada em meio CMC e Avicel (Figura 4). Foi possivel
identificar isolados bacterianos que possuem atividade de endoglucanase pela
formacéo de halo de hidrélise ao redor das colénias em meio com CMC (Figura
4A). Para os isolados CB10b 01, CB10b_04 e para a comunidade CB10b que
tiveram atividade em placa, foi realizada a medig&o do indice enzimatico, onde
estes isolados apresentaram indices de 1,71 cm, 1,87 cm e 0,67 cm
respectivamente. Por outro lado, ndo foi detectada atividade enzimatica em
nenhum do isolados e nem na comunidade bacteriana através do ensaio com
meio contendo Avicel (Figura 4B).

A
CB10b_01

CB10b_02 CB10b_03 CB10b_04 CB10b_05

CB10b_01 CB10b_02 CB10b_03 CB10b_04

CB10b_06

Figura 4. Teste para identificacdo de isolados produtores de celulases. Placas coradas com
vermelho congo 1% apoés 5 dias de cultivo em BOD a 30°C. Teste com os 6 isolados e a
comunidade CB10b em meio de cultura sdlido contendo CMC 0,2% (A) e em meio de cultura
solido contendo AVICEL 0,2% (B).

A celulose microcristalina conhecida como avicel consiste em uma
celulose purificada e parcialmente despolimerizada, obtida de polpa de material
vegetal fibroso com acidos minerais e tratada com alfa-celulose (tipo Ig)
(THOORENS et al., 2014). A estrutura da celulose possui hidroxilas que estédo
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envolvidas em ligagdes de hidrogénio intra e intermolecular, que resultam em
varios arranjos cristalinos ordenados ao longo de sua estrutura (PARK et al.,
2010). Essa estrutura cristalina altamente organizada dificulta o acesso de
enzimas celuloliticas, necessitando da acao de enzimas do tipo exoglucanases
(celobiohidrolase | e celobiohidrolase 1) que atuam sobre as extremidades
redutoras e ndo redutoras da cadeia de celulose e modulos de ligacdo a
carboidratos (CBMSs), os quais auxiliam na penetracdo e ancoragem do modulo
catalitico na frag&o cristalina do substrato (celulose), aumentando a atividade da
enzima (ARANTES; SADDLER, 2010; GAO et al., 2013).

Ja o composto carboximetilcelulose de sédio consiste em um polimero
aniénico derivado da celulose gquimicamente modificado com hidroxido de sédio
e monocloroacetato de sodio, que o torna altamente sollivel em 4gua e menos
complexo que o avicel, favorecendo uma melhor interagéo entre substrato e

enzimas, especialmente para as endoglucanases e beta-glicosidades.

5.1.1. Agrupamento filogenético dos isolados da comunidade CB10b

Por meio da analise de similaridade das sequéncias do gene 16S rRNA
dos isolados utilizando o banco de dados do RDP pela ferramenta “Classifier”
com um limite de 95% de confianca, foi possivel identificar os isolados CB10b_01
e CB10b_04 como sendo do género Chitinophaga, o isolado CB10b_03 como
sendo do género Labrys e os isolados CB10b_02, CB10b_05 e CB10b_06 como
sendo do género Pandoraea.

Através da classificacao taxondémica dos isolados relacionados ao género
Pandoraea, os isolados CB10b_02, CB10b_05 e CB10b_06 se agruparam em
um clado distinto de varias espécies de Pandoraea que juntos compartilham um

ancestral comum com Pandoraea terrae (Figura 5).
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Figura 5. Arvore filogenética concatenada dos genes 16 rRNA e ITS dos isolados referentes ao género Pandoraea. As sequéncias
deste trabalho estdo destacadas em negrito. A arvore foi construida usando o método de inferéncia Bayesiana com 1.000.000
geracBes. Os numeros dos ramos indicam as probabilidades posteriores em porcentagem. Como grupo externo foram utilizadas
sequéncias correspondentes ao género Burkholderia que pertencem ao filo Proteobacteria.
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O gene 16S do RNA ribossomal (rRNA) constitui-se de uma regido
conservada entre bactérias e a analise deste gene consiste em um método
padréo estabelecido para identificagdo de géneros bacterianos (AMANN et al.,
1995; WOESE, 1987). Este método ndo permite a diferenciacdo entre
subespécies, devido ao alto nivel de similaridade do DNA entre as espécies.
Entretanto, a regido espacadora intergénical6S-23S consiste em uma regiao
que ocorrem variagdes consideraveis entre espécies tanto em contetdo da
sequéncia, quanto em comprimento (tamanho) (GURTLER; STANISICH, 1996).

Sendo assim, com o proposito de distinguir os isolados relacionados a um
mesmo género em espécies distintas, foi realizada uma analise adicional,
baseada no sequenciamento da regido espacadora do transcrito interno dos
isolados. A analise dos genes concatenados 16S rRNA e a regido espacadora
entre os genes 16S-23S rRNA foi possivel verificar que os isolados CB10b_02,
CB10b_05 e CB10b_06 apresentam diferencas em relacdo as sequéncias
recuperadas no banco de dado do GenBank pertencentes ao género Pandoraea
(Figura 4).

Por meio da analise filogenética do gene 16S para o género Labrys, foi
observado que o isolado deste estudo, apresentou-se agrupamento junto ao
clado das espécies de L. ginsengisoli, L. neptuniae e L. portucalensis (Figura
6A). Enquanto para o género Chitinopahaga os isolados CB10b_01 e CB10b_04,
apresentaram agrupamento junto as espécies de C. jiangningensis, C.
dinghuensis e C. terrae (Figura 6B). Segundo a analise filogenética do gene 16S
rRNA estes isolados apresentam evidéncias de serem possiveis novas espécies
dos géneros Labrys e Chitinophaga. Porém n&o foi possivel obter mais
informacdes como foi realizado para o género Pandoraea que teve a regido do
ITS analisada. Estes géneros ndo foram analisados quanto a regido do ITS
devido a indisponibilidade de informag6es no banco de dados do GenBank sobre

as sequéncias depositadas relacionadas a estes dois géneros.
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Figura 6. Arvore filogenética do gene 16 rRNA para os isolados Chitinophaga e Labrys. (A) Sequéncias relacionadas ao género Labrys
e como grupo externo foram utilizadas sequéncias de Bradyrhizobium spp., (B) sequéncias relacionadas ao género Chitinophaga e como
grupo externo foram utilizadas sequéncias de Niabella spp. As arvores foram construidas usando o método de inferéncias bayesiana
com 1.000.000 de geracBes. Os numeros dos ramos indicam as probabilidades posteriores em porcentagem.
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5.2. Avaliacdo da melhor estratégia de montagem para o conjunto de dados da
comunidade bacteriana (CB10b)

Os resultados das montagens realizadas para os conjuntos de dados da
comunidade bacteriana sdo mostrados na Figura 7. Considerando os parametros
analisados pelo programa MetaQuast, os melhores resultados foram
apresentados pelas montagens idba_ud com dados normalizados, megahit com
dados normalizados, megahit com dados normalizados e opcdo de meta-

sensitive, spades atlas e megahit atlas.
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9 S IR RS e AR S MR SN
Estatisticas dos genomas
Frac&o gendmica (%) 0,417 0,44 0,442 0,104 0,034 0,407 0,408 0,408 0,471 0,449 0,419
Taxa de duplicagdo 1,033 1,036 1,037 1,374 1,4 1,039 1,036 1,04 1,198 1,22 1,05 1,055
Maior alinhamento 21.403 21.403 21.403 1.064 891 21.403 21.403 21.403 3649 1.331 21.403 21.403
Tamanho total dos alinhamentos 112.597 113.014 114.268 TR PRT( 109.557 109.556 109.888 115.742 115.624
Burkholderia cepacia 422 590 762 164 166 341 422 422 426 797 505
Chitinophaga jiangningensis 14.426 14.272 14.709 7.734 4.090 14.164 14.476 14.375 14.368 14.460
Chitinophaga terrae Kim and Jung 2007 5.771 6.579 6.579 - 211 6.099 6.044 6.329 5.697 7.066 7.073
Pandoraea pnomenusa 46.886 46.492 47.267 4222 527 46.966 46.544 46.766 46.152 26.828 48.407 48.032
Pandoraea pulmonicola 64.805 64.693 64.563 25547 7.644 61.753 61.844 61.844 65.021 65.141
Pandoraea sputorum 6.783 6.459 6.459 6.613 6.695 6.695 5.508 6.874 6.830
# Montagens incorretas 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Tamanho dos contigs montados incorretamente 1.352 1.352 1.352 1.352 1.352 1.352 892 1.290 1.352 1.352
# mismatches 100 kbp 2.476,78 2.387,97 2.402,53 243480 243385 243688 3.120,31 271060 240145 2.48864
# substituicdo de base a cada 100 kbp 229,51 222,83 225,37 45,19 38,06 2248 228,15 225,33 95,7 57,29 249,96 227,78
# N's por 100 kbp 0 0 o [PessENieN o 0 o SN 1774 0 0
Medidas de distribuigao
Numero de contigs 3.546 3.353 3.362 2.098 666 3.855 4173 4.146 9.664 4.729 3.316 3.314
Maior contig 826.303 610.084  826.259 2.403 1.355  826.375  469.036  469.036 8.856 1.944 610.197  610.106
Tamanho total 14.570.471 14.220.265 14.238.566 1.553.969 399.488 16.937.785 16.752.065 16.792.455 10.500.713 3.044.175 14.210.191 14.211.574
Tamanho total (>= 1000 bp) 12.939.649 12.680.694 12.696.651 312.540 5.515 15.795.031 15.365.612 15.432.976 6.396.674 179.954 12.688.332 12.688.332
Tamanho total (>= 10000 bp) 11.059.806 11.020.078 11.021.049 0 0 11.146.486 11.096.581 11.109.401 0 0 11.047.774 11.038.173
Tamanho total (>= 50000 bp) 10.308.081 9.995.317 99.55.698 0 0 10.504.326 10.330.272 10.360.693 0 0 10.023.901 10.130.058

Figura 7. Avaliagdo da qualidade das diferentes montagens do metagenoma com o programa MetaQuast. As montagens agrupadas
nas colunas em preto (m) indicam os conjuntos de dados normalizados, em cinza escuro (m) indicam as montagens utilizando os
conjuntos de dados ndo normalizados e em cinza claro (=) indicam os conjuntos de dados normalizados utilizando a ferramenta

Atlas.
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Analisando os resultados obtidos pelo MetaQuast a montagem com o
SPADES através da ferramenta Atlas foi escolhida para seguir as andlises
metagendmicas da comunidade. Considerando que o montador K consiste em
uma ferramenta automatica de montagem e anotacdo de metagenomas,
publicado em marco de 2017, esta ferramenta facilita a manipulacdo dos dados

metagendmicos.

5.2.1. Montagem do CB10b e predicao funcional

O sequenciamento do DNA total da comunidade bacteriana CB10b gerou
aproximadamente 54 milhdes de leituras. Apds o processamento das sequéncias
e normalizacdo, estas reduziram aproximadamente 17 milhdes de leituras
paired-ends, distribuidos em 4.627 contigs com tamanho médio de 3.192 pb e
N50 de 115.752 pb (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo da montagem do metagenoma da comunidade bacteriana
(CB10b) e predicédo funcional.

Metagenoma Comunidade Bacteriana CB10b

Montagem Predicéo funcional
Total de leituras 53.952.118 ORFs preditas 16.340
Leituras normalizadas 17.347.294 ORFs anotadas 10.213
Total de contigs 4.627 ORFs hipotéticas ou desconhecidas 3.858
Tamanho total dos contigs (pb) 14.769.957 ORFs anotadas RefSeq 10.213
Maior contigs (pb) 610.106 ORFs anotadas Enzyme 1.561
Menor contigs (pb) 252 ORFs anotadas EggNog 2.954
Contigs > 1 kb 1.110 ORFs anotadas COG 8.191
Contigs > 10 kb 104 ORFs anotadas CAZy 399
Contigs >100 kb 42 ORFs anotadas Uniprot 11.253
Tamanho médio dos contigs (pb) 3.192
N50 contigs (pb) 115.752

Atraves da predicdo funcional um total de 16.340 ORFs foram preditas e
destas 10.213 ORFs apresentaram uma funcao atribuida com base nos bancos
de dados de referéncia utilizados neste estudo (Tabela 2), enquanto que 3.858

apresentaram funcao hipotética ou desconhecida.
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5.2.2. Composicao taxonomica e funcional da comunidade bacteriana CB10b

A andlise taxondmica da comunidade bacteriana CB10b a partir do
metagenoma apresentou dois filos mais abundantes, Proteobacteria com 72,08
% e Bacteriodetes com 26,63 % (Figura 8). Os filos que tiveram abundancia
relativa com valores inferiores a 1% foram agrupados em uma categoria
denominada como “outros” apresentando abundancia relativa de 0,071 %,
enguanto que para as sequéncias que nao tiveram classificacdo em nivel de filo
tiveram abundancia relativa de 1,22 % (Figura 8). Estudos de Kanokratana et. al,
(2013) e Mhuantong et. al, (2015) também relacionados a andlise de
comunidades microbianas isoladas da pilha de bagaco de cana-de-acUcar
apontaram elevada abundéancia principalmente dos filos Proteobacteria e
Bacteriodetes que estdo associados a degradacao do material lignocelul6sico do
bagaco (KANOKRATANA et al., 2013; MHUANTONG et al., 2015).



Nio classificados
Proteobacteria Bacteroidetes

Nao classificados
a-Proteobacteria -Proteobacteria Chitinophagia

NTO classificados

Qutros

Rhizobiales Burkholderiales Chitinphagales

Rhizobiaceae

Nao classificados

Burkholderiaceae

Xantobacteraceae Chitinphagaceae

Familia Outros
Burkholderia Nao classificados
Labrys Pandoraea Chitinophaga
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 8. Distribuicdo taxondmica da comunidade bacteriana CB10b. Para todas as categorias indicadas em vermelho
as sequéncias nao obtiveram uma classificagdo na categoria analisada; categorias representadas em verde indicam
sequéncias que tiveram abundancia relativa inferior a 1%.
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A distribuicdo taxondmica em nivel de classe foi de 40,91% para a-
Proteobacteria; 30,12% para [(-Proteobacteria, 22,94% para Chitinophagia;
5,49% de sequéncias nao classificadas e 0,532% para a categoria outros.

Dentre estas classes, as distribuicbes taxondbmicas em nivel de ordem
foram de 40,02% para Rhizobiales, 29,98% para Burkholderiales, 22,95% para
Chitinophagales, 5,92% para sequéncias que nédo tiveram classificacdo em nivel
de ordem e 3,07% para categoria “outros” (Figura 8). Em nivel de familias, a
comunidade estd distribuida em Xantobacteraceae, com 35,72%, e
Rhizobiaceae, com 1%, que pertencem a ordem Rhizobiales, seguidas das
familias Burkholderiaceae, com 29,31%, pertencente a ordem Burkholderiales, e
Chitinophagaceae, com 22,95%, pertencendo a ordem Chitinophagales, neste
nivel, a categoria de sequéncias néo classificadas corresponde a 7,96%, e de
outros, 3,07%. Com base na classificacdo taxondmica em nivel de género, a
comunidade bacteriana € representada pelos géneros Labrys, com 35,60%,
Pandoraea, com 28,06% e Chitinophaga, com 14,92%. As sequéncias nao
classificadas em nivel de género apresentaram abundéancia relativa de 16,40%
e as sequéncias classificadas na categoria outras apresentaram 3,94% neste
nivel (Figura 8).

Alguns dos estudos associados ao género bacteriano Labrys relatam o
potencial deste género para aplicacdo biotecnolégica em processos de
biorremediacdo de compostos como pentacloronitrobenzeno e antibidticos
associados ao grupo das fluoroquinolonas (ofloxacina, norfloxacina e
ciprofloxacina) (AMORIM et al., 2014; LI et al., 2011). A primeira identificacédo
deste género como bactéria celulolitica foi realizada em um estudo que isolou
bactérias do intestino de larvas de Holotrichia paralela (HUANG; SHENG;
ZHANG, 2012).

Os géneros Pandoraea e Burkholderia, pertencentes a classe [-
Proteobacteria, sdo apontadas como bactérias capazes de atuar na degradacao
de lignina. A estirpe Pandoraea sp. B-6, isolada de laminas de bambu,
apresentou capacidade de degradar a lignina kraft por meio da lignina peroxidase
(SHI et al., 2013). Um estudo associado a mineracéo de genes degradadores de
hemicelulose e lignina em um biorreator anaerébio alimentado com diferentes

residuos (palha de arroz, residuos vegetais e residuos alimentares) identificou
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0s géneros Pandoraea e Burkholderia que apresentaram elevada abundancia de
genes associados a degradacao de lignina (PANDIT et al., 2016).

O género Chitinophaga estéa principalmente associado as comunidades
microbianas de ambientes agricolas e florestais, onde a biomassa vegetal e
fungica é degradada (LARSBRINK et al., 2017), sendo intensamente relacionado
com a decomposicao de quitina (como sugerido pela denominagédo do género);
entretanto, este também apresenta atividade celulolitica (MCKEE; BRUMER,
2015; PROENCA et al., 2017; SANGKHOBOL; SKERMAN, 1981).

A composigao funcional da comunidade bacteriana CB10b com base nas
categorias funcionais COG (Clusters Orthologous Groups), estdo distribuidas
principalmente entre as categorias de “metabolismo e transporte de
aminoacidos” (categoria COG [E]), representando categoria funcional com a
maior abundancia relativa no metagenoma com 12,3% das ORFs; “metabolismo
e transporte de carboidratos” (categoria COG [G]) com 9,20%; “transcricao”
(categoria COG [K]) com 8,60%; e “producao e conversao de energia” (categoria
COG [C]) abundancia relativa de 6,24% das ORFs. As categorias relacionadas
a “apenas predigao funcional” (categoria COG [R]) com 7,51%, “fungdo né&o
conhecida” (categoria COG [S]) com 4,73% e “sem atribuicdes” para o COG
(categoria COG [X]) com 0,84%, apresentam potencial para a identificacao de

possiveis novos genes (Figura 9).
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Figura 9. Composicéao funcional da comunidade bacteriana CB10b com base no banco de dados do Clustes Orthologous Groups (COG).
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5.2.3. Potencial metabdlico da comunidade bacteriana para desconstrucédo da
biomassa lignoceluldsica

A anotacdo funcional das ORFs com dominios associados ao CAZy
realizada pelo programa Atlas excluiu algumas ORFs com dominios menores,
porém foi possivel identificar novas ORFs utilizando abordagem pela plataforma
online do dbCAN.

As ORFs preditas foram comparadas com enzimas do banco de dados do
CAZy, apresentando 624 ORFs associadas a enzimas ativas para carboidratos.
Em relacdo as classes funcionais, estas foram distribuidas em glicosil hidrolases
(GHs) com 37,98% (237 ORFs); glicosil transferases (GTs) com 21,63% (135
ORFs); polissacarideo liases (PLs) com 3,18% (20 ORFs); carboidrato esterases
(CEs) com 17,00% (106 ORFs); atividades auxiliares (AAs) com 4,81% (30
ORFs) e modulos de ligacdo a carboidratos (CBMs) com 15,38% (96 ORFs).
Estas classes de carboidrases foram representadas principalmente pela familia
da Chitinophagacea com 46,80% das ORFs distribuidas para o género
Chitinophaga e néo classificados desta familia, sendo o principal taxon
representando no metagenoma do CB10b. Além disso, 0os géneros Pandoraea
da familia Burkholderiacea e Labrys da familia Xanthobacteraceae apresentaram

respectivamente 14,42 e 12,66 % das classes destas enzimas (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo taxondmica das classes de carboidrases associadas ao banco de dados
do CAZY na comunidade bacteriana CB10b. (A) ORFs nao classificadas, (B) géneros bacterianos
Burkholderia, Methylobacterium, Microvirga, Phyllobacterium, Pseudomonas, Agrobacterium,
Rhizobium, Sinorhizobium e Inquilinus (representados, sentido horario). A largura das barras de

cada espécie ou familia bacteriana e familia enzimatica funcional indica sua abundancia relativa
no metagenoma.
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Um total de 12,30% (77 sequéncias) ORFs anotadas para estas classes
de enzimas foram recuperadas e classificadas como carboidrases, utilizando a
abordagem de anotacédo através da plataforma do dbCAN, mas sem atribuicdo
taxonoémica. Tal resultado se deve ao fato de que o programa Atlas executa um
filtro com cut-off padréo para sequéncias maiores que 200 aminoacidos para
anotacdo funcional e taxonémica com relacdo aos bancos de dados utilizados
pelo programa.

A analise do perfil funcional da comunidade bacteriana CB10b com base
no banco de dados do CAZy classificou as ORFs em diferentes classes de
enzimas, distribuidas entre glicosil hidrolases, glicosil transferases, carboidratos
esterases, polissacarideos liases, atividades auxiliares e modulos de ligacdo a

carboidratos (Figura 11).
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Figura 11. Distribuicdo das classes de enzimas associadas as carboidrases. A: Glicosil Hidrolases, B:
Auxiliares e F: Glicosil Transferases identificadas na comunidade bacteriana CB10b.
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A classe das enzimas glicosil hidrolases constitui a classe mais abundante
na comunidade bacteriana apresentando 68 familias diferentes. Sao
demonstradas 43 familias e uma classe denominada como outras GHs, que
representam as ORFs Unicas de cada familia, distribuidas em GH11, GH19,
GH24, GH35, GH37, GH42, GH67, GH82, GH89, GH99, GH102, GH108,
GH114, GH115, GH116, GH117, GH123, GH125, GH137, GH138, GH139,
GH140, GH142, GH143, GH144 (Figura 11A).

A classe das GHs é mais abundante e tem sido reportada em varios
estudos associados a degradacdo de biomassa (KANOKRATANA et al., 2013;
MHUANTONG et al., 2015; MONTELLA et al., 2017) e esta associada
principalmente a desestruturacao dos polimeros de celulose e hemicelulose.

As familias GH3 e GH9 estao principalmente associadas as enzimas beta-
glucosidases que também foram encontradas em outras familias de “glicosil
hidrolases” (GH1, GH16, GH116 e GH144).

A familia GH5 (predita como endo-1,4-beta-glucanase) atua
randomicamente em ligagdes internas da cadeia de celulose e a GH15 (glucan
1,4-a-glucosidase) atuam nas extremidades n&o redutora da cadeia de celulose,
liberando unidades de B-D-glucose. As GH1, GH3, GH16 e GH116 (jB-
glucosidase) atuam sobre as moléculas de celobiose e de celobio-
oligossacarideos, para a liberagdo final de monomeros de glicose e outros
oligossacarideos.

A estrutura da hemicelulose contém uma variagcdo maior de carboidratos,
gue demanda uma maior amplitude de enzimas de endo-agcdo (MHUANTONG et
al., 2015). As GH5, GH10 e GH11 (endo-1,4-B-xilanase) atuam na hidrélise de
ligacdes internas da cadeia principal de xilana, o principal polissacarideo da
hemicelulose. Além destas enzimas, a xilana é degradada por B-xilosidases de
multiplas familias incluindo GH31, GH39 e GH43, que atuam nas cadeias laterais
liberando unidades de xilose.

As GH2 (B-galactosidase), GH27, GH36 (a-galactosidase) e GH92 (1,2-a-
mannosidase), por sua vez, atuam nas fracdes de galactano e manose.

Também foram encontradas as familias GH78 e GH106 que sdo enzimas
associadas a hidrélise de residuos de L-ramnose. J4 a GH105 atua na
decomposicdo das ramificacbes da ramnogalacturano. Ambas estdo

relacionadas a degradagdo da pectina, assim como a GH51 (a-L-
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arabinofuranosidase) que pode atuar tanto na hidrélise de residuos de a-L-
arabinofuranosideos de terminais nao-redutores de hemicelulose quanto na
fracdo de pectina.

Outra classe identificada no metagenoma foi a de “polissacarideo liases”
(PLs), que promovem a quebra de polissacarideos que contenham acido urénico
por eliminagao 3, produzindo um agucar 4,5-insaturado na nova extremidade nao
redutora do produto (GARRON; CYGLER, 2014). As polissacarideo liases
encontradas neste estudo sdo representadas por 9 familias (Figura 11B).
Considerando as atividades principais em cada familia, as PL1 e PL9 (pectato
liases) provavelmente estdo associadas a quebra eliminativa de ligacbes 1,4-a-
D-galacturonanos, enquanto as PL11 (ramnogalacturano-endo-liases) estao
relacionados a quebras de ligagdes 1,4 de a-L-ramnopiranosil na cadeia de &cido
galacturénico, as quais estdo relacionadas a decomposicdo da estrutura da
pectina.

A classe das “carboidrato esterases” engloba 14 familias (Figura 11C),
as familias CE1l, CE3, CE4 e CE10 (carboxil esterase, acetil esterase, aril
esterase e quitina esterase, respectivamente) representam as principais
atividades preditas na classe de carboidrato esterases. Enquanto as familias
CE8, CE1l e CE12 (pectina esterase, N-acetilglucosamina deacetilase e
ramnogalacturonano acetilesterase) foram preditas em menor abundancia.
Alguns componentes néo celuldsicos da parede celular possuem grupos O-acetil
que dificultam a hidrélise dos polimeros em seus respectivos mondmeros
(PAWAR et al., 2013), o que significa que classes de carboidrase estereases
preditas estdo relativamente associadas a deacetilacdo dos polimeros
associados, principalmente a pectina.

Os modulos de ligacéo a carboidratos estéo distribuidos entre 22 familias
(Figura 11D). Este grupo de proteinas ndo cataliticas promove associacédo das
enzimas com o substrato (BORASTON et al., 2004). O modulo de ligagdo CBM32
estad associado as GH5 (endoglucanase), GH106 (a-L-ramnosidase) e outras
com funcéo néo identificada (GH20 e GH29). Também foram identificados outros
modulos, como CBMA48 que esta associado a uma GH13 (1,4-a-glucano enzima
de ramificacdo), CBM67 associado a GH78 (a-L-ramnosidase), CBM6 associado
a GH43 (B-xilosidase) e CBM6 ligado a uma PL6 (pectato liase).
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A classe de enzimas classificada como “atividades auxiliares”, por sua
vez, é representada pelas familias de enzimas ligninoliticas de polissacarideos
e mono-oxigenases (LEVASSEUR et al., 2013). Estas enzimas auxiliam
principalmente as GHs na decomposicdo do material lignocelulésico. Foram
identificadas na comunidade CB10b 6 familias de atividades auxiliares (Figura
11E), no entanto apenas a familia AA3 obteve uma predicao funcional. A familia
AA3 pertence as oxidoredutases de glicose-metanol-colina (GMC). Para esta
familia foram preditas as subfamilias AA3_2 (aril &lcool oxidase e glicose 1-
oxidase) e AA3_3 (alcool oxidase).

Por fim, a classe das “glicosil transferases” esta relacionada a
transferéncia de regifes estereoespecificas de varios doadores de acucar para
uma variedade de biomoléculas importantes, incluindo glicanos, lipidios,
peptideos e pequenas moléculas (CHANG et al., 2011). Esta classe esta mais
relacionada a biossintese de carboidratos do que a sua degradacao. As familias
GT2, GT4 e GT51 sédo as familias mais abundantes encontradas no metagenoma
(Figura 11F).

5.2.4. Recuperacao parcial de genomas

A recuperacdo de conjuntos de clusters executado pelo programa
BusyBee obteve a separacdo de trés conjuntos de sequéncias (clusters)

denominados como “bins” (Figura 12).

Figura 12. Distribuicdo taxonOmica dos clusters separados pelo programa
BusyBee. Azul representa o conjunto de sequéncias (bin 1), verde representa o
conjunto de sequéncias (bin 2) e rosa representa o conjunto de sequéncias (bin
3).
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Os indices de integridade e contaminacdo pelo programa CheckM,
realizados para os conjuntos de sequéncias recuperados através do programa
BusyBee, foram respectivamente 31,53% e 0% para bin 1 (Labrys), 55,50% e
5,41% para o bin 2 (Pandoraea) e 95,50% e 0% para o bin 3 (Chitinophaga).
Através da andlise dos conjuntos de sequéncias no metagenoma CB10b foi
possivel recuperar genomas parciais para os géneros, Labrys, Pandoaraea e
Chitinophaga, onde essa Chitinophaga foi identificada por KISHI et. al, (2017).
No presente trabalho descrevemos o genoma parcial da Pandoraea sp. da classe
de B-Proteobacteria, pelo fato de que foi 0 segundo genoma que apresentou
maior indice de integridade, com um indice de contaminacdo de 5,41 %. Este
género mediante a analise de conjuntos de clusters apresentou 4.840.980 pb,
distribuidos em 87 contigs e com um total de 3.827 ORFs. Mediante ao
alinhamento progressivo com o programa Mauve, foi possivel identificar grande
similaridade entre o genoma deste estudo com um genoma de uma Pandoraea

pulmonicola (Figura 13).
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Pandoraea sp B-6 (KB290491.1)

Pandoraea pnomenusa RB-44 (CP006938.2)

Pandoraea pnomenusa 3kgm (CP006900.2)

Pandoraea pnomenusa DSM 16536 (CP009553.3)
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| Pandoraea pulmonicola DSM 16583 (CP010310.2)
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Figura 13. Similaridade entre genomas de bactérias do género Pandoraea alinhados pelo programa Mauve mostrando as
similaridades entre os genomas. A arvore foi calculada usando o método de Neighbor-Joining pelo programa Mauve e visualizada
pelo programa FigTree. A barra indica o nimero de substituicdes por posicdo de nucleotideo.
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A andlise média de identidade de nucleotideos (ANI) de genes
conservados e compartilhados, com suporte do coeficiente de correlacdo de
frequéncia tetranucleotidica (TETRA), tem sido reportada como método confiavel
e representativo substituto para hibridizagdo DNA-DNA (DDH) (KISHI et al.,
2017; SCORTICHINI et al., 2013). Um valor de ANI de 95% + 0,5% de identidade
corresponde a 70% de DDH (GORIS et al., 2007), valor geralmente
recomendado para delimitar espécies.

Os resultados comparativos entres 0os genomas demonstram, que a
Pandoraea pulmonicola é mais similar & Pandoraea sp. CB10b (Tabela 3). Porém
0 genoma parcial da P. sp. CB10b com 82% de cobertura em relagéo ao genoma
da P. pulmonicola, pelos parametros da andlise de ANI apresentou-se no limite

inferior para ser considerado da mesma espécie.

Tabela 3. Comparacdo entre o genoma de uma Pandoraea pulmonicola com
diferentes espécies de Pandoraea deste estudo e outras espécies e
Chitinophaga pinensis como controle para comparacao.

Organismo Genoma [pb] GC[%] ANIb[%] ANIm [%] Tetra [%]
P. sp CB10b 4.840.980 65,9 87,72 89,62 98,37
P. pnomenusa 3KGM 5.429.298 64,7 83,44 87,18 98,26
P. pnomenusa DSM16536 5.389.285 64,9 83,42 87,14 97,95
P. sp SD6-2 5.772.015 62,5 83,33 86,92 97,41
P. apista DSM16535 5.493.967 62,7 83,26 86,88 96,41
P. faegallinarum DSM23572 5.241.671 63,7 83,16 86,86 95,28
P. oxalativorans DSM23570 5.630.311 63,1 83,05 86,83 94,70
P. vervacti NS15 5.636.000 63,6 82,86 86,78 94,04
P. sp B6 4.323.500 63,4 82,79 86,76 93,89
P. spotorum DSM21091 5.742.997 62,8 82,71 86,73 92,93
P. norimbergensis DSM11628 6.167.370 63,1 82,4 86,55 92,74
P. thiooxydans DSM5325 4.464.186 63,2 73,59 83,53 90,67
C. pinensis DSM2588 9.127.347 45,2 63,07 80,76 40,63

ANIb: Identidade média de nucleotideos baseada no algoritmo do BLAST
ANIm: Identidade média de nucleotideos baseada no algoritmo do MUMmer
Tetra: indice de correlagéo de assinaturas tetra-nucleotidica
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6. CONCLUSOES

A partir da comunidade bacteriana CB10b foi possivel obter 6 isolados
bacterianos, onde, por meio das analises dos dados de sequenciamento dos
genes de 16S e ITS foram identificados os isolados CB10b_01 e CB10b_04
como sendo do género Chitinophaga, o isolado CB10b_03 como sendo do
género Labrys e os isolados CB10b_02, CB10b_05 e CB10b_06 como sendo do
género Pandoraea. As analises filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA e na
regido espacadora entre 0s genes 16S-23S para o género Pandoraea e analise
do gene 16S rRNA para os géneros Labrys e Chitinophaga evidenciam que o0s
isolados apresentam diferencas em relacdo as sequéncias recuperadas no
banco de dados do GenBank.

O ensaio baseado na atividade de enzimas capazes de degradar
carboximetilcelulose apenas isolados CB10b_01 e CB10b_04 pertencentes ao
género Chitinophaga apresentaram atividade enziméatica, que foi possivel ser
detectada no meio de cultura solido.

Além da caracterizacdo dos isolados, verificou-se que estes organismos
sao de grande importancia reportados pela literatura e estes podem ser veiculos
de novos estudos associados a obtencdo de enzimas envolvidas na degradagéo
de biomassa vegetal e biomoléculas.

Com as analises do metagenoma foi possivel definir que a comunidade &
predominantemente composta pelos géneros Labrys, Pandoraea e
Chitinophaga, onde andlises de recuperacdo de genomas no metagenoma da
comunidade CB10b, possibilitaram recuperar genomas parciais para o género
Pandoraea, Labrys e Chitinophaga.

Através da analise da composicéao funcional com base no banco de dados
do CAZy foi possivel encontrar 624 ORFs distribuidas entre as classes glicosil
hidrolases (31,98%), glicosil transferases (21,63%), polissacarideo liases
(3,18%), carboidrato esterases (17,00%), atividades auxiliares (4,81%) e
modulos de ligacdo a carboidratos (15,38%), indicando que a comunidade possui
um conjunto de enzimas com capacidade de atuar na desconstrucdo de
biomassa lignocelulsica.

Além da caracterizacéo dos isolados, verificou-se que estes organismos sao

de grande a importancia reportada pela literatura e estes podem ser veiculos de
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novos estudos associados a obtencéo de enzimas envolvidas na degradacao de

biomassa vegetal e biomoléculas.
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