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PROSPECCAO GENICA E DIVERSIDADE BACTERIANA DE UM CONSORCIO
DEGRADADOR DE OLEO DIESEL.

RESUMO - A estratégia de clonagem e sequenciamento do gene 16S rRNA € uma das
técnicas moleculares que permite estimar e comparar a diversidade microbiana de
diferentes amostras ambientais. O objetivo deste trabalho foi estimar a diversidade de
microrganismos pertencentes ao Dominio Bactéria em um consércio degradador de
Oleo diesel, por meio do sequenciamento parcial do gene 716S rRNA, assim como
desenvolver uma nova metodologia de rastreamento em bibliotecas metagenémicas. O
consércio bacteriano foi obtido através de solo enriquecido com 6leo diesel. O DNA
metagen6mico foi extraido com o auxilio do kit Fast DNA spin Kit for soil (Bio101-
Quantum Biotechnologies) e amplificado por uma reagdo de PCR (Reacédo em Cadeia
da Polimerase) com os oligonucleotideos iniciadores FD1 e RD1 especificos para a o
gene 16S rRNA. Os produtos de PCR foram clonados em vetor pGEM T Easy
(Promega) e transformados em células competentes de Escherichia Coli DH5a. O
sequenciamento parcial dos clones foi feito com oligonucleotideos universais do vetor.
Para a prospeccao génica foi utilizado membranas de nylon com “pools” de DNA de
todas as placas. A biblioteca obtida gerou 431 clones. Os clones obtidos apresentaram
similaridade com o filo Proteobacteria, com representantes das classes
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteira e Betaproteobacteria. O género
Pseudomonas apresentou-se com maior frequéncia de clones na biblioteca. O
“software” DOTUR foi usado para determinar o numero de unidades taxonOémicas
operacionais (OTUs). A curva de extingcdo indicou que os 431 clones sequenciado
foram suficientes para estimar a diversidade bacteriana do consoércio. A metodologia
testada baseado em “pools” de DNA foi eficiente na deteccdo e isolamento do gene
Alkb na bilbioteca metagenomica.

Palavras chave: biorremediagao, consorcio microbiano, 16S rRNA, metagenéma
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GENICA PROSPECTION AND GENETIC DIVERSITY OF A BACTERIAL
CONSORTIUM DEGRADED DIESEL OIL

SUMMARY- Cloning and sequencing of 16S rRNA gene it is one of the molecular
techniques that permits estimate and compare the microbial diversity of different
environmental samples. The aim of this work was estimate the diversity of
microorganisms that belong to Bacteria domain in a consortium specialized in diesel oil
degradation, through partial sequencing of 16S rRNA gene, as well as develop a new
methodology for screening libraries in metagenomics. This consortium was obtained
through enrichments achieved using diesel oil in soil samples. The metagenomic DNA
was obtained using Fast DNA spin Kit for soil (Bio 101-Quantum Biotechnologies) and
amplified by PCR (Polymerase chain reaction) with FD1 and RD1 oligonucleotides,
which are specific for 165 rRNA gene. The PCR products were cloned into pGEM-T-
Easy vector (Promega) and Escherichia coli DH5a was used as the host cell for
recombinant DNAs. The partial clones sequencing was obtained using universal primers
of the vector. For the exploration of gene were used nylon membranes with Pools of
DNA from all plates. The library generated from 431 clones. All clones sequenced
showed similarity with the phylum Proteobacteria, distributed in Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteira and Betaproteobacteria classes. The Pseudomonas genus was the
most abundant genus found in the metagenomic library. The DOTUR software was used
to assigns sequences to operational taxonomic units (OTUs). Using the OTUs
composition data, rarefaction curves were made to show that 431 sequences were
enough to obtain a satisfactory coverage of diversity of the microbial consortium. The
test methodology based on Pools of DNA isolation was effective in detecting the gene
Alkb Library metagenomics.

keywords: bioremediation, microbial consortium, 16S rBNA, metagenomics



1. INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores de petréleo do mundo. De acordo com
Agéncia Nacional do Petréleo (ANP) no ano de 2008 foi produzido aproximadamente
96.371.606 milhdes de metros cubicos (m®). Consequentemente, aumentaram as
preocupagdes relacionadas aos riscos de derrame e contaminacdo ambiental,
principalmente dos solos e aguas subterraneas. Os postos de combustiveis destacam-
se na lista entre os maiores potenciais de contaminacao de solos e aguas, contribuindo
com 77% dos registros de areas contaminadas (CETESB, 2007).

O 6leo diesel é uma mistura complexa de alcanos e compostos aromaticos que
frequentemente sdo reportados como contaminantes de solo através de derrames
acidentais (GALLEGO et al., 2001). Com a finalidade de restaurar a qualidade do solo
contaminado, varias técnicas estdo sendo empregados no processo de remogao de
hidrocarbonetos, entre elas os processos fisicos e quimicos como incineracao e
lavagem do solo. Entretanto, uma das melhores estratégias para o tratamento de solos
contaminados € utilizacdo de microrganismos capazes de degradar compostos tdxicos
através de um processo denominado biorremediacdo (BENTO et al., 2005). Esta
técnica promove a remocao de poluentes de ambientes naturais e a conversao destes
em substancias inertes, usando microrganismos endogenos previamente isolados de
areas contaminadas (BAMFORTH & SINGLETON, 2005). E uma medida necessaria e
eficiente na remogao de determinados poluentes que afetam a salde humana e a
qualidade ambiental.

Um grupo variado de microrganismos destacam-se no processo de
decomposi¢cdo hidrocarbonetos derivados do petréleo, incluindo as bactérias
representadas pelos géneros Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinckia, Flavobacterium,
Nocardia, Corynebacterium, Sphingomonas, Mycobacterium, Stenotrophomonas,
Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium e Gordonia, além de varios fungos dos
géneros Cunnighamella, Phanerochaete, Fusarium, Candida, Penicillium, Pleorotus,

Trametes, Aspergillus, Bjerkandera e Chrysosporium. No entanto, a obtencao de



consércios microbianos, tém-se mostrado mais efetivos na degradacdo destes
compostos (JACQUES et al. 2007).

Diversas ferramentas genéticas estdo sendo usadas para caracterizar
comunidades microbianas de varios ambientes sem a necessidade de cultivo
(KOWALCHUK et al. 2004), entre elas, o sequenciamento do gene 16S rRNA. Formado
por uma estrutura primaria regida de regides que se alternam entre areas conservadas
e variaveis, o gene 16S rRNA permite a investigacdo de amplo espectro na
determinacgao das relagdes filogenéticas (LUDWIG & SCHLEIFER, 1994). A acuréacia da
inferéncia filogenética é dependente ndo somente do numero de bases comparadas,
mas também das regides da molécula que sdo comparadas (HURST, et al. 2002). Com
isso, o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA representa uma importante
ferramenta para andlise de diversidade de comunidades bacterianas em amostras
ambientais. O uso desta técnica tem demonstrado 6timos resultados no ambito de
estimar e comparar comunidades bacterianas de diferentes amostras e ambientes
(KUSKE et al. 1997; PEREIRA et al. 2006; SILVEIRA et al. 2006; VAL-MORAES, et al.
2009).

Nos ultimos 50 anos, produtos derivados do metabolismo secundario microbiano
tém sido utilizados para fins médicos, industriais e agricolas, incluindo antibidticos,
drogas anticancerigenas, compostos antifingicos, agentes imunosupressivos,
inibidores enzimaticos, agentes antiparasiticos, herbicidas, inseticidas e promotores de
crescimento.

A necessidade de um maior conhecimento e compreensao da diversidade de
comunidades microbianas de ambientes impactados inclui, entre outros, beneficios
econbmicos e estratégicos, relacionados a descoberta de microrganismos
potencialmente exploraveis nos processos biotecnologicos para a biorremediacao de
areas poluidas. O objetivo deste trabalho foi estimar a diversidade de microrganismos
pertencentes ao Dominio Bactéria em um consércio degradador de 6leo diesel, por
meio do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, assim como desenvolver uma
nova técnica de rastreamento em bibliotecas metagenémicas por meio de

macroarranjos de DNA.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diversidade microbiana do solo e analise molecular por abordagem

metagendmica

O solo é um importante reservatério de carbono organico, onde os procariotos
sdo componentes essenciais no sistema de decomposicdo do solo (WHITMAN et al.
1998). Além disso, ele € o maior desafio de todos os ambientes naturais para os
microbiologistas, no que diz respeito ao tamanho das comunidades microbianas e a sua
diversidade de espécies presentes (DANIEL, 2005). Entre os microhabitats em que os
microrganismos do solo podem ser encontrados estdo os microporos e agregados de
varios tamanhos e composi¢cao encontrados na superficie do solo (RANJARD et al.
2001).

O numero de microrganismos e suas biomassas coletivas variam dentro e entre
os diferentes tipos e condi¢cdes de solos (WHITMAN et al. 1998), sendo os procariotos
os mais abundantes organismos, com 4x10’ células em um grama de solo de floresta e
2x10° células em solos cultivados (DANIEL, 2005), variando de 1.000 a 10.000 de
espécies desconhecidas (TORSVIK, et al. 1990).

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
desempenham fungbes Unicas e cruciais na manutengdo de ecossistemas, como
componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos (MYERS,
1996; SCHIMEL, 1995). Devido a vasta diversidade, as grandes populac¢des e a longa
histéria evolutiva, os microrganismos vém contribuindo fortemente para a riqueza e
complexidade das interacdes entre os organismos do solo, incluindo desde simbioses
altamente especificas a mutualismos difusos (BEARE et al. 1995). Tais organismos sao
componentes essenciais no processo de decomposi¢cdo do solo, no qual residuos de
plantas e animais sdo degradados em matéria organica, liberando nutrientes na cadeia

alimentar. Evidéncias demonstram que o0s microrganismos naturais sao



filogeneticamente mais diversos que o0 obtido pelas andlises de sequéncias de
linhagens cultivadas (HUGENHOLTZ et al. 1996).

Os beneficios cientificos esperados de um maior conhecimento sobre a
diversidade microbiana sao extensos (COLWELL, 1997; HUNTER-CEVERA, 1998),
entre outros, a melhor compreensdao das funcdes exercidas pelas comunidades
microbianas nos ambientes terrestres e o conhecimento das suas interacées com
outros componentes da biodiversidade, como as plantas e animais.

A diversidade microbiana do solo durante muitos anos tem sido explorada
baseada no cultivo e isolamento de espécies microbianas (DANIEL, 2004). O
isolamento e cultivo de microrganismos é o método tradicional para a caracterizagao
microbiana, mas somente uma pequena parcela variando de 0,1% a 1,0% bactérias do
solo sao cultivaveis utilizando métodos padrao de cultivo (TORSVIK, et al. 2002).

Na década de 1980 microbiologistas ambientais perceberam que somente uma
pequena parcela dos organismos microscopicamente observaveis de uma amostra
ambiental era capaz de formar colénias em meios de cultivo (TRINGE et al. 2005).
KELLENBERGER (2001) observou que em 1 g de solo contém cerca de 107 células,
entretanto, apenas 0,1% destas puderam ser cultivadas em laboratério, mostrando que
99,9% da diversidade genética daquela populagéo foi perdida por dificuldades de
isolamento.

Estima-se que menos de 10% dos microrganismos existentes no planeta tenham
sido caracterizados e descritos (STALEY, 1998). A abordagem do cultivo limitou,
seriamente, a avaliacdo taxond6mica e filogenética como estimativa da diversidade
microbiana, devido a falha de cultivo da maioria dos microrganismos pelos métodos
convencionais (PACE, 1997).

Entretanto, técnicas de biologia molecular aplicada ao estudo do meio ambiente
tém contribuido significativamente para um grande avang¢o do conhecimento sobre a
diversidade microbiana em amostras ambientais. Para contornar as limitacbes
oferecidas pelo método padrdao de cultivo, métodos moleculares baseados no
isolamento e andlise de acidos nucléicos sem a necessidade do cultivo dos

microrganismos tém sido desenvolvidos. Estes métodos independentes do isolamento e



cultivo de microrganismos tendem a substituir métodos tradicionalmente baseados
nestas técnicas para a realizacdo de levantamentos e comparagdo da composicao,
diversidade e estrutura de comunidades microbianas (HUGENHOLTZ, et al. 1996).

A metagendmica destaca-se por ser um novo campo de pesquisa desenvolvido
ao longo da ultima década para elucidar os genomas de organismos nao cultivaveis,
tendo como objetivo compreender melhor a ecologia microbiana global, além de
impulsionar processos biotecnoldgicos para demandas de novos aditivos, enzimas e
biomoléculas (SCHMEISSER, et al. 2007).

O termo metagenéma foi primeiramente definido por HANDELSMAN et al. (1998)
como sendo o montante total gendmico de uma determinada microbiota em um
ambiente especifico. Esta envolve a extragcéo direta, clonagem, e analise de todos os
genomas de um ambiente, proporcionando assim 0 acesso a todas as comunidades
microbianas, incluindo tanto os microrganismos facilmente cultivaveis quanto os nao
cultivaveis (HANDELSMAN et al. 1998).

A facilidade de acesso ao conteudo total genético trouxe varias abordagens de
estudo para metagenémica. A principio, o foco principal da metagenémica foi uma
melhor compreensdo da biodiversidade através da andlise de DNA de amostras
ambientais (DUPRE et al. 2007). A clonagem e o sequenciamento do gene 16S rRNA,
usado desde os primérdios da microbiologia molecular, a partir do DNA extraido
diretamente de amostras ambientais como solo, aguas dos oceanos e biofilmes
contribuiu para um entendimento mais aprofundado da diversidade e da funcao das
comunidades bacterianas destes ambientes (TRINGE et al. 2005).

No que diz respeito a biotecnologia, a metagenémica veio como uma ferramenta
alternativa no ambito de proporcionar recursos para a descoberta de novas enzimas,
compostos quimicos e isolamento de genes para o uso em biotecnologia
(SCHMEISSER, et al. 2007).



2.2 Prospeccao génica em bibliotecas metagenémicas

A prospeccao de genes ainda é um dos grandes desafios para os
pesquisadores. A parte critica deste advento esta justamente no processo de selecao
de genes de interesse dentre os milhares de clones contidos em uma biblioteca
gendmica.

As bibliotecas metagenémicas podem ser acessadas para a identificacdo de um
ou mais clones de interesse basicamente por meio de andlise funcional de atividade
enzimatica e baseada em sequéncias de DNA (figura 1). Enquanto a primeira € mais
utilizada para estudos biotecnolégicos, este ultimo é provavelmente a abordagem mais
expressiva no que diz respeito a identificacao de genes funcionais (SCHMEISSER et al.
2007).

Figura 1: |dentificacdo de novos genes em amostras ambientais.
Estratégia baseada na atividade funcional e sequéncias de DNA
(SCHMEISSER et al. 2007)



Na estratégia funcional os clones de interesse sao selecionados de acordo com a
atividade enzimatica desejada através da indugcao da expressao génica em meios de
cultura especificos (OKUTA et al. 1998). Entretanto, a selecdo baseada na atividade
funcional génica tem apresentado algumas limitagées, como a dificuldade de algumas
enzimas nao serem expressas na forma ativa pelas células hospedeira, principalmente
em Escherichia coli (TERAMOTO, et al. 1999). Além disso, muitos genes necessitam de
um sistema complexo para a expressao, dos quais ndo podem ser satisfeitas pela
classica célula hospedeira de E. coli (SCHMEISSER et al. 2007). Diante disso, algumas
alternativas como o uso de Streptomyces lividans e Pseudomonas putida estdo sendo
testadas como hospedeiros alternativos para este tipo de estudo (MARTINEZ et al.
2004).

Pela abordagem baseada em sequéncias de DNA, a biblioteca genomica &
rastreada utilizando sondas confeccionadas a partir de regides conservadas ou por
meio de oligonucleotideos degenerados caso haja baixa homologia entre os genes
buscados (FERRER, et al. 2005). Uma técnica muito conhecida pelos biologistas
moleculares, a PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), tem demonstrado eficiéncia
na triagem de bibliotecas para a identificacdo e isolamento de clones de interesse
dentro de uma biblioteca (ISRAEL, 1993; MUNROE et al. 1995). Mas quando se trata
da prospeccao em milhares de clones, esta técnica se torna limitada.

Entretanto, uma das mais promissoras tecnologias de rastreamento para
identificar clones contendo genes alvo em uma biblioteca metagendémica sao os
microarranjos de DNA, que oferecem uma abordagem eficaz para caracterizar muitos
clones de forma rapida e segura (SEBAT et al. 2003). Ela tem sido empregada com
grande sucesso na andlise de expressdo génica de culturas puras de microrganismos
(RICHMOND et al. 1999). Pesquisas recentes mostram que simples modificacées e ou
adaptacdes neste tipo de tecnologia em microarranjos podem auxiliar na descoberta de
novas metodologias. Utilizando clones de fosmideos, PARK et al. (2008) provaram que
este tipo de analise pode ser adaptada como uma eficiente ferramenta de busca por
gene especificos em uma biblioteca metagenémica. A técnica foi nomeada de

microarranjos metagenémicos (MGA).



Isso mostra o0 quanto estd area tem se expandindo em busca de novas

alternativas e meios viaveis para o rastreamento em bibliotecas metagenémicas.

2.3 0O gene 16S como marcador molecular

Os RNAs que compdem os ribossomos (rRNAs) estdo entre as macromoléculas
mais conservadas evolutivamente de todos os sistemas de vida (ATLAS, 1997). Trés
tipos de rRNA sdo comuns em ribossomos de procariotos e eucariotos: o 16S (exclusivo
de procarioto), 18S (exclusivo de eucarioto), 23S e 5S rRNAs. Baseado na diferenca
entre os tamanhos, eles foram denominados como subunidade menor (SSU) para os
rRNAs 16S e 18S, e subunidade maior (LSU) para o 23S rRNAs (HURST, et al. 2002).

O gene 16S rRNA é composto por um conjunto de aproximadamente 1550
nucleotideos (WOESE et al. 1983). Certos atributos deste gene podem favorecé-lo
como crondémetros moleculares. As sequéncias que codificam o rRNA sao dotadas de
regibes altamente conservadas (WOESE, 1987). Além disso, estas regides

conservadas estao alternadas entre 9 regides variaveis (V1 a V9) (figura 2).
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Figura 2: Modelo da estrutura secundaria do rRNA. As linhas mais escuras
representam regides mais conservadas e as linhas mais finas representam
regides variaveis (V1 a V9) (DAMS et al. 1988).

A regido correspondente a V4 ndo é encontrada em procariotos. Estas regides
variaveis sdo utilizadas para determinacgao de filogenia entre os procariotos (WOESE et
al. 1983). Com base nestes conhecimentos, o gene 16S rRNA vem sendo amplamente
utilizado na elucidagao da diversidade e filogenia dos microrganismos. Este marcador €
tdo seguro e aceito pela comunidade cientifica que um banco de dados especificos
para o gene 16S rRNA, o Ribosomal Database Project (RDP) foi criado e encontra-se
disponivel para pesquisa e consulta. Atualmente, o banco conta com 856.341
sequéncias de rRNAs depositadas (COLE, et al. 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do consorcio microbiano

O consércio microbiano estudado neste trabalho foi desenvolvido e cedido
gentilmente pela pesquisadora Dra Maria Benincasa Vidotti do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuéria da FCAV/UNESP.

O solo utilizado para a obtencdo do consércio foi extraido de sitios de
contaminacdo permanente em uma antiga fabrica de lubrificantes localizados em
Ribeirao Preto - SP. O local onde as amostras de solo foram coletadas € uma area que
recebe este tipo de contaminacdo a pelo menos quinze anos. Foram coletadas
amostras simples ao acaso, com profundidade de 0-20 cm e em zigue-zague, sendo
estas reunidas e homogeneizadas resultando em uma amostra composta. Do montante
de solo coletado (aproximadamente 500 gramas), 1g foi adicionado a 50 mL de meio
mineral BUSHNELL-HAAS BROTH (B.H.B) (Bushenell & Haas, 1941) estéril composto
por (g/L): MgSQy, 0,2; KHoPOy4, 1,0; CaCly, 0,02; (NH4)2HPO4, 1; KNOg3, 1; FeCls, 0,05 e
mantidos por 12 horas a temperatura de 30° C com agitacdo de 150 rpm. Apds o
periodo de agitacdo, as suspensodes ficaram em repouso por 1 hora para a decantacao
da parte solida. Para o enriquecimento, uma aliquota de 500 pL do sobrenadante foi
inoculada em 50 mL de meio de cultivo B.H.B estéril contendo 0,1% (v/v) de éleo diesel,
esterilizados em autoclave, como Unica fonte de carbono. O consércio foi obtido a partir

do sétimo dia de desenvolvimento da cultura.

3.1.1 Extracao de DNA metagendémico do consércio

A extracdo do DNA metagenémico do consorcio microbiano foi realizada
utilizando-se FastDNA® SPIN Kit for soil (BIO 101-QUANTUM BIOTECHNOLOGIES),
seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. As condi¢des para o uso foram:

O método consiste em lisar os microrganismos presentes nas amostras, colocando-se
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500 mg de solo em tubos com silica e adicionando-se 978 uL de tampao de fosfato de
sédio (pH 8,0) e 122 mL de tampao MT. A suspenséo 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 xg, 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 solucdo de precipitacdo de proteinas, misturando-se
cuidadosamente a amostra por inversdo por 10 vezes. Em seguida, a solugao foi
centrifugada a 14.000 xg, por 5 minutos, a 25°C para precipitacdo do sedimento
formado. O sobrenadante foi coletado, transferido para um tubo estéril de 15 mL e a ele
adicionado 1 mL do Binding Matrix Superior. A amostra foi misturada por inversao
durante 2 minutos e, posteriormente, o tubo foi deixado em repouso por 3 minutos, a
temperatura ambiente. Deste, foram removidos 500 uL do sobrenadante e o restante foi
misturado em um agitador de tubos. Todo o volume desta solucéo foi transferido para
um tubo com filiro e este foi centrifugado a 14.000 xg, por 1 minuto, a temperatura
ambiente. O filtrado foi descartado e, novamente, repetiu-se a centrifugacédo por 1
minuto. Adicionaram-se 500 uL de solugcéo de lavagem de sais e etanol nomeada pelo
fabricante de SEWS-M ao filtro e este foi centrifugado a 14.000 xg, por 3 minutos, a
temperatura ambiente, para precipitacdo dos fragmentos de DNA. O DNA foi eluido
adicionando-se no filtro 50 pL da solugdo DES contendo agua estéril ausente de
DNAse, e centrifugado a 14.000 xg, por 2 minutos, a temperatura ambiente. Ao final, as

amostras foram mantidas a -20°C.

3.1.2 Quantificacao do DNA

A quantificacédo foi feita através de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v),
contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL). A eletroforese foi realizada em uma cuba
modelo Horizon 58 com uma aliquota de 3 uL de DNA adicionada de 3 uL de tampéao de
carregamento [0,025% (p/v) de azul de bromofenol e 50% de glicerol (v/v)] e conduzida
em tamp&o TBE 1X (Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), a 100
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V. Foi aplicado ao gel uma aliquota de plasmideo pGEM (APPLIED BIOSYSTEMS) com
concentracao conhecida (50 ng/uL) em diferentes volumes para comparar a intensidade
de fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio e calculo da concentragdo do material.
A visualizagdo do DNA foi realizada sob luz UV e a imagem foi documentada em
um fotodocumentador (BIO RAD — GEL DOC 1000), através do software Quantity One®
(BIO RAD™, HERCULES, CA, USA). Para avaliar a contaminagéo por proteina, o DNA
também foi quantificado em Biophotometer (EPPENDORF) e o critério de avaliagao foi

baseado nos resultados obtidos pela relagdo dos comprimentos de onda 260/280.

3.1.3 Determinacao do tamanho do DNA por eletroforese em campo
pulsado

Para determinar o tamanho real do DNA extraido, as amostras foram analisadas
por eletroforese de campo pulsado em gel de agarose para campo pulsado 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 89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH
8,3), a 6 V por 20 horas. Foram usados como padrées de tamanho molecular os
seguintes marcadores: 1 Kb plus DNA ladder (Fermentas) , Lambda EcoRI + Hindlll

(Promega).
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3.2 Construcao da biblioteca metagenémica de 16s rDNA para analise da
biodiversidade

3.2.1 Amplificacao do gene 76S rRNA

O gene 16S rRNA dos microrganismos presentes na amostra do consércio foi
amplificado por reagéao de PCR utilizando o conjunto de iniciadores fD1 (posicdo 8 —
27) e rD1 (posigao 1524 - 1540) do gene 16S rRNA em Escherichia coli estirpe K12, de
acordo com WEISBURG, et al. (1991) e as condicbes acrescidas das seguintes
modificagdes: Tampao PCR 1X [20 mM Tris-HCI (pH 8,4 ), 50mM KCl], 200 uM de cada
dNTP, 2 mM de MgCl,, 1,25 U de Tag DNA Polimerase, 5 pmols de cada iniciador, 35
nanogramas de DNA metagenémico e agua ultra pura completando o volume final de
50 pL na reagdo. Para isso, foi utilizado o termociclador, MJ Research Inc., modelo PTC
- 200 com o seguinte programa: 94°C por 2 min, 35 ciclos a 94°C por 30 seg, 55°C por
50 seg, 72°C por 2 min e 72°C por 5 min. Os “amplicons” gerados foram confirmados
por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 pg mL™ de brometo de etideo,
tamp&o TBE (Tris 89 mM; Acido Bérico 89 mM e EDTA 2.5 mM, pH 8,3) e visualizado
em um fotodocumentador Gel Doc 1000, com luz UV (Bio Rad, USA).

3.2.2 Eluicao dos produtos de PCR

O produto de PCR foi submetido a uma eletroforese preparativa em gel de
agarose de baixo ponto de fusdo 1,0% (p/v) em tampao TAE 1X (40 mM Tris-Acetato, 1
mM EDTA). A cuba foi esterilizada em fluxo laminar sob luz UV, por 15 minutos. A
regidao do gel contendo insertos de tamanho 1,5 kilobases (Kb) foi marcada e cortada
com o auxilio de uma lamina de bisturi, sendo depositada em tubos de 1,5 mL,
aproximadamente 400 mg de gel/tubo. A recuperacao dos fragmentos de DNA do gel
de agarose foi realizada com a utilizacdo do GENECLEAN® Kit (Q-BIOGENE), de
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acordo com a descricao do fabricante. O DNA obtido foi analisado em gel de agarose
1,0% (p/v) em tampao TBE 1X, adicionado de brometo de etidio (0,5 ug/mL), com a
finalidade de quantificacdo e visualizacdo da qualidade deste DNA recuperado. A
quantificacdo foi realizada com o uso do software Quantity One (BIO RAD™,
HERCULES, CA, USA), por comparacao de intensidade das bandas na presenca de
concentragdes conhecidas. O DNA obtido também foi analisado em espectrofotdmetro

NanoDrop ND-100 para a determinacao da concentragéo e pureza da amostra.

3.2.3 Clonagem em vetor pGEM® T Easy

A clonagem dos fragmentos de 16S rDNA amplificados da amostra do consorcio
foi feita de forma aleatéria utilizando-se o kit comercial vetor pGEM® -T (Promega)
especifico para clonagem de fragmentos de PCR de acordo com as instrucbes do
fabricante.

3.2.4 Transformacao das células competentes

Na etapa de transformacdo, foram utilizadas células competentes de E. coli
DH5a (HANAHAN, 1983), células estas gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Manoel
Victor Franco Lemos do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal. Todo o procedimento realizado seguiu as
instrucdes fornecidas pelo manual do fabricante do vetor pPGEM® T Easy (Promega).

3.2.5 Coleta de clones transformantes

As colbnias transformantes foram coletadas aleatoriamente com o auxilio de
palitos de madeira esterilizados por autoclavagem. Os clones foram organizados em

placas do tipo ELISA de 96 pocos preenchidas com 100 pyL de meio liquido LB
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acrescido de 100ug/mL de ampicilina e incubados durante a noite em estufa B.O.D. a
37°C durante 22 horas. No dia seguinte foram adicionados 100 pL de glicerol 40% (v/v)
estéril as culturas. As placas foram entdo seladas com adesivos e armazenadas a -
80°C.

3.2.6 Cultivo dos clones bacterianos e extracao do DNA plasmidial

O DNA dos clones foram extraidos segundo SAMBROOK, et al. 1989, com
modificacbes como a introducao de filtros para a purificacdo DNA. Os clones foram
cultivados em 1 mL de meio CG (Circle Grow), acrescido de 100 pg/mL ampicilina. Em
seguida, foram submetidos a uma agitacao continua de 240 rpm a 37C° durante 22
horas. Apés o crescimento, os clones foram centrifugados durante 6 minutos, 20C°, a
3220 xg, sendo o sobrenadante descartado e a placa invertida em papéis absorventes
durante 5 minutos. Foram colocados 240 pL de solucdo GET (Glicose 50mM; Tris- HCI
25 mM (pH 8); EDTA 10 mM) em cada poco. A placa foi agitada vigorosamente até que
todas as células ficassem totalmente ressuspendidas de forma homogénea.
Centrifugou-se a 3220 xg por 6 minutos, a 20°C. Novamente os sobrenadantes foram
descartados e a placa colocada invertida em papel para a secagem. A cada po¢o foram
adicionados uma solucao de GTE/RNase composta por 80 puL de solucdo GET e 5 g
de Ribonuclease A e as amostras ressuspendidas por agitacdo vigorosa. Transferiu-se
60uL do ressuspendido para uma micro placa de 250 uL e a elas foram adicionadas 60
ML de solugéo de lise (NAOH 0,2 N; SDS 1%). A placa foi selada e invertida 10 vezes,
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugada por 30 segundos a 50
xg. Foi adicionado 60 uL de acetado de potassio 3M pH 5,2, misturando-as novamente
por inversao. Novamente centrifugou-se a placa a 50 xg por 30 segundos, a 20°C para
a deposicao do material e em seguida incubou-se por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apés esse periodo, o adesivo foi removido e a placa colocada em uma estufa
numa temperatura de 90°C, durante exatamente 30 minutos. Logo depois, a placa foi
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resfriada sobre o gelo, durante 10 minutos, e centrifugada a 3220 xg por 6 minutos a
20°C.

O sobrenadante obtido foi colocado em um filtro (PVDF — 0,2 ym — Millipore)
fixado no topo de uma microplaca de fundo em V de 250 ulL de polipropileno,
verificando se 0s pogos estavam realmente alinhados para que um clone ndo se
misture a outro durante o processo de filtragem, e centrifugado a 3220 xg por 6
minutos, a 20°C. Ao filtrado foi adicionado 110 pL de isopropanol absoluto, sendo a
solucéao invertida por 20 vezes. O material foi centrifugado a 3220 xg por 45 minutos a e
0 sobrenadante descartado, deixando a placa invertida durante cinco minutos em papel
absorvente; 200 pL de etanol 70% gelado foram adicionados centrifugando novamente
as amostras. Os sobrenadantes foram descartados e a placa colocada invertida em
papel.

Para secagem do precipitado formado, a placa foi deixada durante 1 hora em
temperatura ambiente e em seguida cada amostra de DNA foi ressuspendida em 40 yL
de agua milli-q autoclavada.

A quantificacao das amostras foi realizada segundo o item 3.1.2

3.2.7 Reacao de restricao dos clones para deteccao dos insertos

Para a validagdo da clonagem, o DNA plasmidial de 12 clones, escolhidos
aleatoriamente, foram submetidos a uma reacdo de restricdo com a enzima EcoRI
(Biolabs). As condigbes utilizadas foram: 200 ng de DNA plasmidial; 1U de enzima,
tampao 1X em um volume final de 15 pL. A reacao foi incubada a 37°C durante 1 hora.

Os fragmentos foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1%.
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3.2.8 Sequenciamento dos clones

O sequenciamento parcial dos fragmentos de DNA 16S rRNA clonados foram
realizadas em microplacas nas seguintes condi¢des: 0,7 DYEnamic ET Terminator
Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare); 10 pmols do oligonucleotideo iniciador T7
promoter sequencing iniciador (20-mer); 3 uL tampéo 5X (400 mM Tris-HCI pH 9; 10
mM MgClz); 120 ng de DNA e agua Milli-Q esterilizada para completar um volume de
10 pL. As placas foram seladas com um adaptador de silicone e levadas ao
termociclador seguindo o programa: 40 ciclos (96°C por 30 segundo, 50°C por 15
segundos e 60°C por 2 minutos). Apos a reacao de sequenciamento, os fragmentos de
DNA foram precipitados e os ddNTPs marcados por fluorescéncia nao incorporados
foram retirados por sucessivas lavagens.

Para a precipitacdo do DNA amplificado marcado pela PCR de sequenciamento
foram adicionados 80 pL de isopropanol 75% (v/v) as amostras; as placas foram
agitadas, cuidadosamente, em vortex por alguns segundos, incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos e centrifugadas a 20°C por 45 minutos, a 3220 xg. Os
sobrenadantes foram descartados € 150 pL de etanol 70% (v/v) foram adicionados as
amostras. As placas foram centrifugadas por 10 minutos na mesma temperatura e forga
centrifuga descrita anteriormente, e os sobrenadantes foram descartados. As placas
foram secas durante 30 minutos no fluxo laminar na auséncia de luz. Para a aplicacao
no sequenciador, as amostras foram ressuspendidas em 9 pL de Hi-Di Formamide (ABI
PRISM), submetidas a desnaturagdo por 5 minutos, a 95°C. O sequenciamento foi
realizado em um aparelho de capilar modelo 3700 DNA Analyzer ABI Prism.

3.2.9 Analises das sequéncias

Apébs o sequenciamento, os eletroferogramas foram analisados com o auxilio do
programa Phred/Phrap (EWING et al. 1998a; EWING & GREEN, 1998b) usado na
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deteccao da confiabilidade de cada base sequenciada e formacdo dos contigs,
respectivamente. Com o auxilio de outro programa, ContGEN, foram selecionadas
somente aquelas sequéncias que apresentaram mais de 400 bases com qualidade
Phred = 20. Regides iniciais contendo sequéncias de vetores foram extraidas com o
auxilio do médulo de analise de sequéncias da ferramenta OC Identifier (CANTAO et al.
2007). Todas as sequéncias foram inseridas no banco de dados metagenémico do
Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas
(http:/lomp.fcav.unesp.br/metagenoma). Primeiramente, as sequéncias foram

comparadas com Banco Internacional de Genes, National Center for Biotechnology
Information (NCBI), usando a ferramenta BLASTN (ALTSCHUL et al. 1997) com o
objetivo de identificar as sequéncias distintas, baseado no “Gene IDs”. As sequéncias
distintas foram comparadas com o banco de dados de genes ribossomais do Ribosomal
Database Project Il (COLE, et al. 2009), por meio do programa Classifier WANG, et al.
2007). Para as andlises das relacbes filogenéticas, as sequéncias distintas foram
alinhadas usando o programa ClustalX 1.83 (THOMPSON et al. 1997). A arvore
filogenética foi construida com o auxilio do programa Mega 4 (TAMURA et al. 2007)
usando o algoritmo do vizinho mais préximo neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987) e o
modelo de substituicdo de nucleotideo Kimura 2-P (KIMURA, 1980). O resultado do
alinhamento também serviu para construir uma matriz de distancias, usando o
programa DNAdist (FALSENSTEN, 1989), e esta matriz foi utilizada como entrada de
dados para o programa DOTUR (SCHLOSS & HANDELSMAN, 2005) para analise de

suficiéncia amostral da diversidade.

3.2.10 Numeros de acesso das sequéncias de nucleotideos

Todas as sequéncias de 16S rDNA obtidas neste estudo foram cadastradas no
Banco Internacional de Genes (GenBank) e receberam os seguintes numeros de
acesso: FJ978048 a FJ978478.
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3.3 Construcao da biblioteca metagenémica a partir de DNA do consércio
microbiano utilizando.

3.3.1 Reparo das extremidades dos fragmentos para clonagem em vetor
fosmideo

O Kit utilizado na montagem da biblioteca metagendmica é o “CopyControl ™

HTP Fosmid Library Production Kit com pCC2FOS™ Vector”, fabricado pela empresa
EPICENTRE® Biotechnologies. As reagdes descritas seguem as condigdes sugeridas
pelo fabricante do Kit de clonagem.

A reacdo de reparo das extremidades do DNA metagendmico, obtido de
amostras consorcio, foi realizada para que este pudesse ser ligado ao vetor, que vem
aberto no sitio de restricdo da enzima Smal, cujo corte gera extremidade abrupta, fez-
se necessario realizar o reparo das extremidades do inserto.

Uma combinagédo 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 incorporacao 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.

Para cada amostra contendo até 22 ug de DNA metagenémico, em um volume
de 50 L, foram acrescentados 8 uL de 10X tampéao de reparo (EPICENTRE), 8 uL de
uma mistura de dNTPs, 8 uL de ATP 10 mM e 4 pyL de enzima de reparo (EPICENTRE).
A reacao foi mantida a temperatura ambiente por 45 minutos e em seguida a 75°C, por
20 minutos, para inativacdo das enzimas. Os tubos foram estocados a 4°C até serem
utilizados.
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3.3.2 Selecao do tamanho dos insertos

Uma vez que os fragmentos de DNA metagenémico foram reparados, os
mesmos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose para separacao por
tamanho dos fragmentos e posterior recuperacao.

A selecdo do tamanho do DNA foi feita através de eletroforese preparativa em
gel de agarose de baixo ponto de fusao 1% (p/v), isento de brometo de etidio. A cuba
de eletroforese foi previamente descontaminada com exposicdo a luz UV por 15
minutos.

Uma aliquota de 20 pL, aproximadamente 20 ng de DNA metagendmico, foi
aplicada no gel e ao lado 100 ng do marcador de 36 Kb “T7 control DNA”
(EPICENTRE). A amostra foi aplicada em um poco largo do gel. 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 14 horas.

Apés a eletroforese, foi realizado um corte vertical no gel de agarose resultando
duas porgOes de gel, uma contendo os insertos a serem recuperados e outra com 0
marcador e a amostra comparativa para corar. A porcdo do gel que continha o
marcador foi corada com brometo de etidio e observada sob um transiluminador. O
padrdo de bandeamento serviu como guia para obtencdo dos insertos na por¢ao nao
corada do gel, colocando-se as duas partes do gel lado a lado. A regidao do gel
contendo insertos de tamanho desejado, em torno de 30 Kb foi marcada e cortada com
o auxilio de uma lamina de bisturi, sendo depositada em tubos de 1,5 mL, com
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, através
do software Quantity OneR (BIO RAD™, HERCULES, CA, USA).

Foram realizados experimentos para recuperagao de fragmentos de DNA entre

20 e 45 Kb, aproximadamente.
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3.3.3 Eluicao dos fragmentos reparados do gel

Os tubos contendo os fragmentos de gel de agarose foram incubados em banho-
maria a 65°C durante 15 minutos. Cada amostra teve seu volume igualado a 500 L,
completando o volume com TE (10:1) pH 8,0, quando necessario. O tampéao da enzima
gelase (10 pyL) e a enzima gelase (3uL) foram adicionados aos tubos. As amostras
foram incubadas em banho-maria a 45°C por 1 hora. Em seguida, a reacéo foi
submetida a 70°C por 15 minutos para inativacao da enzima. O material foi centrifugado
a 14.000 xg por 10 minutos para precipitagdo do material insoluvel. Cuidadosamente,
foram transferidos 95% (v/v) do sobrenadante para um tubo novo. Adicionou-se 1/10 de
volume de Acetado de sodio 3 M (pH 7,0) seguido de 2 volumes de etanol absoluto. A
precipitagéo se deu a temperatura ambiente por 10 minutos. O tubo foi centrifugado a
14.000 xg por 30 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70% (v/v)
e centrifugado 14.000 xg por 15 minutos a 4°C. O DNA precipitado foi ressuspendido
num volume total de 40 puL e quantificado em gel de agarose 1% (p/v), contendo
brometo de etidio (0,5 ug/mL). A eletroforese foi conduzida em tampédo TBE 1X, a

voltagem constante de 90 V por 1 hora.

3.3.4 Clonagem dos insertos em vetor fosmideo

O vetor usado na clonagem possui 8.181 pares de bases (Figura 3). E fornecido
pronto para uso, linearizado no sitio de restricdo Unico da enzima Smal e

desfosforilado.
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FP =pCC2 forward sequencing primer 5 GTACAACGACACCTAGAC 3
RP = pCC2 reverse sequencing primer 5 CAGGAAACAGCCTAGGAA 3
T7 = T7 promoter primer 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

Figura 3. Esquema ilustrativo apresentando caracteristicas
do vetor pCC2FOS™ (EPICENTRE).

3.3.5 Reacao de ligacao

A ligacao foi efetuada mantendo uma relagdo de concentracdo de insertos de
DNA metagenbémico com vetor na proporgao [1:10], relacao esta exigida pelo kit. Para o

calculo da razdo molar foi utilizada a seguinte férmula:

mi=_Ti mv onde: mi = massa do mzerto
in T meo_ . ] i .
VLW [i=tamanho donserto

mv = massa do vetor

Ty =tarmanhs do yetar



23

A reacéo foi executada em um volume de 20 pL contendo 2 pL de inserto DNA
metagendémico (0,2 ug, £ 30 Kb), 1 pL de vetor pCC2FQOS, 2 uL de tampao fast-link
ligation buffer 10X (EPICENTRE), 1 uL de ATP 10 mM, 1 pL da enzima fast link DNA
ligase (EPICENTRE) e 13 uL de H,O Milli-Q estéril. A reagao foi mantida a temperatura
ambiente (25°C) por 3 horas e depois a 70°C por 10 minutos para inativacdo da enzima.

Os fosmideos ligados ao inserto foram armazenados a -20°C.

3.3.6 Reacao de empacotamento

Um tubo de extrato de empacotamento com 50 uL foi retirado do freezer -80°C, e
mantido no gelo por 5 minutos. Ao material ligado foi adicionado 25 uL de extrato de
empacotamento. As amostras foram agitadas cuidadosamente e incubadas em um
termociclador a 30°C por 90 minutos. Passado esse periodo, foram adicionados mais
25 uL do restante de extrato de empacotamento e novamente incubadas a 30°C por
mais 90 minutos. Em seguida, foi adicionado 500 uL de tampéao de diluicdo de fagos [10
mM Tris-HCI (pH 8,3), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,] e 25 uL de cloroférmio. Os tubos

foram agitados por inverséo e estocados a 4°C.

3.3.7 Preparo do inéculo de células EP1300-T1R

Um dia antes da realizagdo da reacdo de empacotamento, uma col6nia isolada
de células EPI300-T1R crescida em placas com meio Luria Bertani (LB) suplementado
com 10 mM MgSQ;, foi inoculada em 50 mL de meio LB também suplementado com
10mM MgSOQy, ficando sob agitagdo de 250 rpm overnight a 37°C. No dia da reacao de
empacotamento, 50 mL LB suplementado com 10 mM MgSO, foi inoculado com 5 mL
das células cultivadas anteriormente durante a noite e cultivado sob a mesma agitacao
a 37°C até atingir a densidade 6tica a 600 nm entre 0,8 e 1,0. A densidade 6ptica foi

determinada no “Biophotometer” (EPPENDORF). As amostras foram mantidas a 4°C
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até o momento do uso.

3.3.8 Infeccdo das células EPI300-T1®

Cada 10 uL da solucdo com os fosmideos empacotados foi misturado, em
condicdes estéreis, a uma aliquota de 100 uL de células EPI300-T1R. Os tubos foram
gentilmente agitados e incubados em banho a 37°C por 20 minutos. Apos esse periodo,
os 110 uL de cada um dos tubos foi aplicado em placa contendo meio de cultura LB
com cloranfenicol (12,5 ug/mL). As placas foram incubadas overnight em uma B.O.D a
37°C.

Os clones foram coletados e estocados conforme o item 3.2.5.

3.3.9 Cultivo dos clones bacterianos e extracao do DNA fosmidial

O DNA fosmidial dos clones selecionados foram extraidos segundo SAMBROOK
et al., (1989). Os clones da biblioteca metagenémica foram inoculados (10 uL) em 3 mL
de meio CG adicionado de 12,5 ug/mL de cloranfenicol em tubos de 15 mL, sendo
submetidos a uma agitagao continua de 240 rpm a 37C° durante 22 horas. O crescido
bacteriano foi centrifugado a 15294 xg por 6 minutos € em seguida descartado o
sobrenadante. A cada tubo adicionou-se 100 pL de solucéo | (50 mM glucose; 25 mM
Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0), submetendo-os a agitacdo vigorosa por 2
minutos.

Adicionou-se 150 pL da solucéo Il (0,2 NAOH; 1% de SDS) fresca. Os tubos
foram invertidos 5 vezes para a mistura e incubados 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de solucao Il gelada (5 M de acetado
de potassio (60 mL); acido acético glacial (11,5 mL); agua (28,5 mL)) e em seguida
agitou-se o tubo vigorosamente para dispersar a solucao Il por todo o material viscoso
formado. Incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente. Os tubos foram
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centrifugados a 12000 xg por 8 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
tubos novos e a esses foram adicionados um igual volume de fenol: cloroférmio (1:1).
Misturou-se os tubos no vortex por alguns segundos, centrifugando novamente a 12000
xg por 5 minutos a 4°C. Novamente o sobrenadante foi transferido para um novo tubo,
adicionando 2,5 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de NaOAc 3 M pH 5,2.
Deixou-se as amostras a — 80°C durante 30 minutos para melhor precipitacdo do DNA.

Os tubos foram centrifugados a 13000 xg por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante
descartado e os tubos invertidos no papel absorvente durante 5 minutos para permitir a
drenagem de todo fluido restante de etanol. O preciptado formado foi lavado com 1 mL
de etanol 70% e seco a temperatura ambiente por 1 hora.

O DNA resultante foi ressuspendido em 35 uL de TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1
mM EDTA pH 8,0) contendo RNAse (20 pyg/mL). As amostras foram incubadas a 37°C
por 30 minutos. Em seguida foram estocadas a -20°C. A quantificacdo do DNA dos

fosmideos foi realizado seguindo as mesmas condigdes do item 3.1.2.

3.3.10 Digestao do DNA fosmidial

Clones escolhidos ao acaso foram utilizados em analises de restricdo. Para
digestdo com a enzima BamH|I (PROMEGA), em tubos de 1,5 mL foram adicionados 2
uicrogramas de DNA fosmidial, 2 uL de tampao 10X e (PROMEGA), 1uL da enzima de
restricdo BamH| (20 U/uL), completando-se o volume com agua destilada estéril para
20 pL. O material foi incubado a 37°C por 1 hora.

Para digestdo com a enzima Hindlll (PROMEGA), em tubos de 1,5 mL foram
adicionados 15 pg de DNA fosmidial, 2 uL de tampao 10X (PROMEGA), 0,5 uyL da
enzima de restricao Hindlll (20 U/uL), completando-se o volume com agua destilada
estéril para 20 puL. O material foi incubado a 37°C por 1 hora. A escolha das enzimas foi

devido ao fato destas serem consideradas como enzimas de cortes frequentes.
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3.3.11 Analise das digestoes por eletroforese em campo pulsado

As digestdes foram analisadas por eletroforese em campo pulsado “Pulse Field”
em gel de agarose 1% (p/v). A eletroforese foi realizada em uma cuba modelo CHEF
MAPPER 3 (BIO-RAD) e conduzida em tampdo TEB 0,5X (Tris 89 mM, Acido Bérico 89
mM e EDTA 2,5 mM, pH 83), a 6 V por 20 horas. O programa utilizado separa
fragmento que variam entre os tamanhos de 10 a 100 Kb. Foram usados como padrdes
de tamanho molecular os seguintes marcadores: 1 Kb plus DNA ladder (LIFE
TECHNOLOGIES), T7 control DNA (EPICENTRE) de 36 Kb, marcador 8 — 48 Kb (BIO-
RAD) e Lambda EcoR1 + Hindlll (PROMEGA).

O tamanho aproximado dos fosmideos e seus respectivos insertos de DNA
metagendmico foram estimados pelo “software” DNA frag Version 3.03 (SCHAFFER,;
SEDEROFF, 1981).

3.4 Preparacao dos macroarranjos dos “pools” de DNA

3.4.1 Extracao e quantificacao dos “pools” de DNA fosmidial

Os clones da biblioteca metagenémica foram inoculados (10 uL) em 1 mL de
meio CG adicionado de 12,5 ug/mL de cloranfenicol, em placas de cultivo de bactérias
(Mega Titer, 96 wells, 2,5 mL). As placas foram incubadas com agitacdo de 300 rpm, a
37°C, por 22 horas. Apds a incubagéo, as placas foram centrifugadas por 10 minutos, a
3220 xg x g, a 20°C. O sedimento foi lavado por ressuspengdo em 240 pL de solugao
GTE, agitacdo em vértex por 2 minutos e centrifugacdo a 3220 xg a 20°C, por 10
minutos. O pelete bacteriano da placa toda foi novamente ressuspendido em 100 pL
solucdo GTE e todos (96 clones) reunidos em uma Unica amostra conjunta, em um tubo
de 15 mL, resultando assim em uma amostra composta de 9,6 mL. Do volume final
retirou-se 1 mL para a extragcdo de DNA. Este procedimento foi realizado para todas as
placas obtidas na biblioteca metagendmica do consércio microbiano.
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O “pool” de DNA fosmidial de cada placa foi obtido com o auxilio do GFX Micro
Plasmid Prep Kit (GE Healthcare), e as condi¢des de extracdo foram de acordo com as
instrucoes do fabricante. O DNA obtido foi quantificado de acordo com o item 3.1.2.

O tubo de 15 mL contendo o restante dos 96 clones de cada placa da biblioteca
foi centrifugado por 10 minutos, a 4000 x g, a 20°C e o pelete estocado a -20°C.

3.4.2 Construcao do macroarranjo dos “pools” de DNA dos fosmideos

O macroarranjo dos “pools” de DNA da biblioteca metagenémica do consércio
microbiano foi construido com a utilizagdo de um sistema de “Slot Blot” (Life
Technologies). O DNA dos clones da biblioteca metagenémica foi fixado em uma
membrana de nylon carregada positivamente (Zeta Probe Blotting Membranes, BIO-
RAD) de acordo com o procedimento descrito a seguir.

Um volume final de 0,5 mL contendo aproximadamente 200 ng de DNA,
acrescido de NaOH (0,4 M) e EDTA (10 mM) foi aquecida a 100°C por 10 minutos e
mantida em gelo até o momento do uso. Uma membrana de naylon com dimensdes 12
X 8 cm? previamente umedecia por imersdo em agua Milli-Q foi colocada no
equipamento de Slot Blot. O equipamento foi montado e aplicou-se uma pressao
negativa (vacuo) ao sistema, certificando-se sempre de que todos os componentes
estdo bem vedados sob acao do vacuo, evitando assim a contaminagao entre 0s pogos.
Ainda sob a¢ao do vacuo os pogos foram lavados com agua Milli-Q e posteriormente as
amostras previamente aquecidas foram aplicadas. Apés a succado completa das
amostras pelo sistema, a cada poco foi aplicado 0,5 mL de uma solugcao de NaOH 0,4
M. Manteve-se o vacuo até certificar-se que toda a solucdo de NaOH houvesse
passado pela membrana. ApGs esta etapa, o vacuo foi desfeito, a membrana retirada
do equipamento e lavada em solugao 2X SSC [1,8% de NaCl (p/v) e 1,5% de &cido
citrico (p/v)]. A seguir, o DNA aplicado foi fixado @ membrana utilizando-se o aparelho
Ultraviolet Crosslinkes (CL-508), através de exposicdo a 120.000 microjoules por cm?

por 30 segundos. A membrana também foi seca em forno a 70°C por duas horas.
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3.4.3 Reacao de PCR com oligonucleotideos especificos

Os oligonucleotideos testados (Tabela 1) para a prospeccao dos genes nas
amostras de DNA obtidas a partir do consorcio microbiano, foram elaborados com base
no trabalho realizado por Luz et al. 2004.

Tabela 1: Lista dos oligonucleotideos e referéncias dos organismos utilizados neste
trabalho

Produto  Organismos referéncias L
Gene ] Referéncia
PCR (Kb) (Numero de acesso no GenBank)

Alkano
monooxigen
ase

Pseudomonas putida ATCC 29347 VAN BEILEN et
Pp alkB-F 0,87

(X65936) al. 2001
WHYTE et al.
Rh alkB1-F2 0,642 Rhodococcus sp. Q15 (AF388181) 2002
WHYTE et al.
Rh alkB2-F1 0,552 Rhodococcus sp. Q15 (AF388182) 0002
Acinetobacter sp. ADP-1 RATAJCZAK et
Ac alkM-F 0,496
(AJ002316) al. 1998
Naphtaleno
dioxigenase
Pseudomonas putida ATCC 17484 KURKELA et al.
ndoB-F 0,642
(M23914) 1988
Tolueno

dioxigenase
todC1-F 0,56 Pseudomonas putida F1 (J04996) ZYLSTRA and
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GIBSON 1989
Cathecol 2,3
dioxigenase
Pseudomonas putida ATCC 33015 .
xylE-F 0,834 NAKAI et al. 1983
(M65205)
0,405- Pseudomonas putida ATCC 33015 LARAMEE et al.
cat23 1a-F
0,408 (Me4747) 2000

Para todos os oligonucleotideos foi feito uma avaliacdo do gradiente da
temperatura de pareamento, tendo como base a temperatura padrdo descrita por LUZ
et al. (2004) de 60°C e um gradiente de 7°. A reacédo de PCR foi realizada de acordo
com Luz et al. (2004) acrescidas de modificacées: Tampdo PCR 1X [20 mM Tris-HCI
(pH 8,4 ), 50mM KCI], 200 uM de cada dNTP, 2 mM de MgCl,, 1,25 U de Tag DNA
Polimerase, 15 pmols de cada iniciador, 90 ng de DNA metagenémico e agua ultra

pura completando o volume final de 50 pL na reacao.

3.4.4 Hibridizacao dos macroarranjos

Para a prospeccao génica nos macroarranjos de DNA realizou-se a hibridizacao
destes com as sondas previamente sintetizadas. Tal procedimento foi realizado
utilizando-se o “Kit Amersham AlkPhos Direct Labeling and Detection System with CDP-
Star (GE Healthcare)”, de acordo com as instru¢gées fornecidas pelo fabricante no
manual do produto.

Apds a aplicacdo do reagente de detecgcdo CDP-Star as membranas foram
envoltas em filme plastico PVC e expostas em filme revelagdo HyperfiimTM ECL (GE
Healthcare) por diferentes periodos. A revelacao foi realizada com Fixador e Revelador
GBX (KodaK). As imagens foram captadas com auxilio de um “scanner” (HP
Photosmart C3180) e foram convertidos em extensao “TIFF” monocromatica 16 bits.
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3.4.5 Identificacao dos clones

Apoés a identificagdo da placa, partiu-se para a identificagdo do possivel clone
contendo o gene de interesse. A placa selecionada foi crescida em meio CG adicionado
de 12,5 pg/mL de cloranfenicol durante 22 horas a 37°C sob uma agitagao de 250 rpm.
A extracao do DNA foi realizada através da lise celular por fervura. A metodologia foi
seqguida de acordo com as condi¢cbes sugeridas pelo fabricante da membrana de nylon
(BIO-RAD). O pelete bacteriano dos clones foram ressuspendido em 500 pL de solugéao
contendo NAOH (0,4 M), EDTA (10 mM) e aquecidos a 100°C durante 15 minutos. Os
tubos foram centrifugados a 14.000 xg por 6 minutos a 20°C. Em seguida, estes foram
transferidos ao gelo, o sobrenadante coletado e transferido para membrana. O sistema
de transferéncia para membrana foi 0 mesmo descrito no item 3.4.2.

As hibridizagdes também foram realizadas de acordo com a descricao do item
3.4.4.

3.5 PCR de sequenciamento dos clones positivos

O sequenciamento do produto de PCR dos clones seguiu as seguintes
condigdes: 0,5 uL de DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare);
5 pmols do oligonucleotideo iniciador; 80 ng de DNA em um volume final de 10 pL. As
condigbes no termociclador foram: 40 ciclos de 95°C por 20 seg, 53,2°C por 1 min.,
60°C por 2 min.

Para a precipitacdo do DNA de sequenciamento foram adicionados 80 uL de
isopropanol 75% (v/v) as amostras; as placas foram agitadas, cuidadosamente, em
vértex por alguns segundos, incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos e
centrifugadas a 20°C por 30 minutos, a 4000 x g. Os sobrenadantes foram descartados
e 150 uL de etanol 70% (v/v) foram adicionados as amostras. As placas foram

centrifugadas por 10 minutos na mesma temperatura e forgca centrifuga descrita
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anteriormente, e os sobrenadantes foram descartados e esse procedimento foi repetido.
As placas foram secas durante 30 minutos no fluxo laminar na auséncia de luz.
Para a aplicacdo no sequenciador, as amostras foram ressuspendidas em 9 uL
de Hi-Di Formamide (ABI PRISM), submetidas a desnaturagéo por 5 minutos, a 96°C.
Os “amplicons” foram sequenciados em um sequenciador de capilar modelo
3700 DNA Analyzer ABI Prism (Applied Biosystems).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anadlise do DNA metagenomico

A andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% permitiu avaliar o padrdo de
concentracao e tamanho aproximado do DNA metagenémico (figura 4). A concentragédo
estimada de DNA, avaliada através da comparagéo de intensidades de concentragdes
conhecidas, foi de 12.500 ng, em um volume final de 50 pL. Resultado este satisfatério,
levando em consideracdo que sao necessarios 20.000 ng de DNA para a confecgao da
biblioteca metagenémica. As amostras extraidas mostraram qualidade satisfatoria, livre
de contaminacdes por RNA. O resultado adquirido pelo biofotémetro foi de 1,87 na
relagdo 260/280, indicando auséncia de contaminagéo de proteinas nas amostras.

A eletroforese em campo pulsado permitiu com grande exatidao determinar o
perfil real de tamanho do DNA extraido do consorcio (Figura 5). Os resultados obtidos
comparados com o0s padrdes de tamanho molecular usados na corrida mostram
fragmentos com tamanhos variados entre 4 Kb a 21Kb. Uma pequena porcdo do DNA
apresentou fragmentos acima de 21 Kb.

1 2 3 M1 M2

1Kb 1 2 3 4 5

21 Kb
10 Kb
10 Kb 4 Kb
1 Kb

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose Figura 5: Eletroforese em gel de
0,8% da extracio de DNA metagendmico agarose 0,8% da extragdo de DNA
do consoérco. 1, 2 e 3 repeticoes do DNA metagendmico do consércio. 1, 2 e
metagenomico do consorcio. 4 ¢ 5 pGEM 3 repeti¢des do DNA
com 50 e 100ng de DNA metagenomico do consércio. M1;

respectivamente. M2 1 Kb DNA ladders fermentas.
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4.2 Diversidade bacteriana do consoércio

A amplificacdo do gene 16S rRNA com os iniciadores fD1/rD1 gerou fragmentos
de aproximadamente 1,5 Kb, tamanho ja esperado, os quais foram utilizados para a

construcao da biblioteca metagendmica (figura 6).

M1 CN 1 2 3

10 Kb

1,5 Kb

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1%
da amplificacdo do gene 16S rRNA. (CN)
Controle negativo; (1, 2 e 3) repeticdes do
produto de PCR do 16S rDNA; (M1) 1 Kb
DNA ladders (fermentas).

A digestdao do DNA plasmidial com a enzima EcoRIl de 12 clones escolhidos
aleatoriamente confirmaram a presenca do fragmento de DNA 16S rDNA na maioria
deles. Dos clones testados, 10 tiveram o fragmento de 1,5 Kb liberado, ou seja, 83%
continham o inserto de DNA indicando assim que a clonagem foi bem sucedida (figura

7). Apenas os clones 9 e 11 ndo apresentaram o fragmento.

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10Kb —»

1,5 Kb

0,5Kb —

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 1% da restricio dos clones da
biblioteca de 16S rDNA com a enzima EcoRI. (1 a 12) clones digeridos; (M1)
1 Kb DNA Ladder (Fermentas).
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O numero total de clones obtidos na biblioteca foi de 480, dos quais para este
estudo, 431 sequéncias apresentaram qualidade para andlise e identificacdo dos
grupos filogenéticos. Seguindo a proposta do Manual Bergey's Trust que classifica os
niveis taxonémicos em Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie, a
classificagdo empregada pelo programa Classifier agrupou as sequéncias da biblioteca
da seguinte maneira: 1 filo, 3 classes, 5 ordens, 8 familias e 11 géneros. Todas as
sequéncias pertencem ao filo Proteobacteria, onde 419 (97,2%) estao distribuidas entre
trés diferentes classes Alpha, Beta e Gammaproteobacteria e o restante com 12
sequéncias (2,8%) nao houve classificagdo em nivel de classe.

Dentre as trés classes identificadas, as Gammaproteobacteria compreenderam o
grupo de maior representatividade, com 49,8% dos clones, seguida das
Alphaproteobacteira com 44,8% e as Betaproteobacteria com 5,4% (Figura 8 e 9). Em
trabalho semelhante, LAFORTUNE et al. (2009) caracterizou a diversidade bacteriana
através de métodos dependentes e independentes de cultivo de um consércio com
potencial em degradar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e observou que 85% dos
microrganismos  apresentaram similaridade = com  Alphaproteobacteria e
Betaproteobacteria, com maior diversidade para o primeiro grupo. STACH et al. (2002)
que avaliaram a diversidade microbiana de uma cultura enriquecida de microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos encontrou um padrao préximo
aos encontrados neste estudo. O taxon Proteobacteria € considerado como um dos
maiores e mais diversos filo do dominio bactéria, ocorrendo nos mais diversos
ambientes, contando com aproximadamente 528 géneros descritos (GARRITY, et al.
2004). Além disso, os integrantes deste filo sdo considerados como microrganismos
eficientes na degradagdo de hidrocarbonetos, incluindo componentes aromaticos,
alifaticos e outros (ATLAS, 2005).

A comparacédo das 431 sequéncias de 16S rDNA da biblioteca do consércio com
as cadastradas no banco internacional de genes (NCBI), mostrou que 55 sequéncias
sdo distintas, representando 12% do montante de clones sequenciados. Essa distingao
foi baseada pela comparacdo com os cédigos das sequéncias cadastradas no banco

conhecidos como “Gene IDs”. Cada sequéncia distinta foi definida como uma unidade



taxonémica operacional (OTU) (figura 8 e
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Figura 8: Dendrograma do agrupamento hierarquico baseada na sequéncia do gene 16S rRNA,
mostrando as posigdes filogenéticas dos clones em relacdo as sequéncias ja depositadas no
banco de dados.
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Figura 9: Dendrograma do agrupamento hierarquico baseada na sequéncia do gene 716S rRNA,
mostrando as posigoes filogenéticas dos clones em relagdo as sequéncias ja depositadas no banco de
dados.

As cinquenta e cinco sequéncias distintas identificadas foram entdo comparadas
com o banco de dados de sequéncias de 16S rDNA RDP Il (Ribossomal Database
Project) com um indice de confiabilidade de 95% e tiveram similaridade com os
respectivos géneros: Variovax, Flavimonas Stenotrophomonas, Cupriavidus,
Sphingomonas, Bosea, Bordetela, Thermomonas, Achromobacter, Pseudomonas,
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Parvibaculum, e Sphingobium. QOs dUltimos trés géneros se apresentaram,
respectivamente, como os taxons com maiores frequéncias quanto ao numero de

clones da biblioteca (figura 10).
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Figura 10: Frequéncia dos géneros presentes na biblioteca metagenémica do consércio.

Todos os géneros identificados neste trabalho ja foram relatados na literatura
como microrganismos envolvidos em processos de degradacao de hidrocarbonetos.

O grupo Pseudomonas foi o género com maior frequéncia na biblioteca com
32,2% de clones totais. Este resultado corrobora, com os inumeros trabalhos que
descrevem a frequéncia deste género em solos contaminados (HIGASHIOKA, et al.
2009; PIROLLO, 2008), assim como a sua eficiente capacidade na degradacdo de
hidrocarbonetos (WHYTE et al. 1997, OBUEKWE, et al. 2008, BISHNOI, et al. 2009).
Além disso, um grande numero espécies de Pseudomonas sao capazes de utilizar
hidrocarbonetos do petréleo como fonte de carbono, tendo em vista estudos que
reportaram este potencial (WHYTE et al. 1997; YUSTE et al. 2000; DINKLA et al. 2001).
WUNSCHE et al. (1995), em um estudo realizado com solo exposto durante anos a
contaminacao de hidrocarbonetos, observaram a dominancia do género Pseudomonas
entre os microrganismos presente naquele ambiente, mais especificamente, a espécie

P. boxihidrogena.
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O segundo grupo que apresentou elevada frequéncia foi representada pelo
género Parvibaculum com frequéncia de 29%. Este percentual é justificavel, levando
em consideracao que este grupo de microrganismos possa ter sido beneficiado pela
presenca de biosurfactantes produzidos pelos membros do consércio. BENTO et al.
(2004), mostrou que isolados obtidos a partir de solos contaminados por 6leo diesel séo
grandes produtores de biosurfactantes e observou que a produgdo se torna mais
eficiente quando os microrganismos desenvolvem-se juntos na forma de consércio. O
diesel e o0 6leo cru sdo considerados excelentes fontes de carbono para a producao de
biosurfactantes por microrganismos (ILORI et al. 2005), sendo as Pseudomonas
grandes produtoras de biosurfactantes (RAHMAN & GAKPE, 2008). Em contrapartida,
os membros do género Parvibaculum sao conhecidos por utilizarem este tipo de
composto como fontes de carbono e energia (SCHLEHECK et al. 2003). Segundo
SCHLEHECK et al. (2000) o surfactante LAS (Alquilbenzeno linear sulfonado)
disponibilizado como Unica fonte de carbono e energia foi faciimente degradado e
assimilado pelo isolado Parvibaculum lavamentivorans DS-1.

O software DOTUR permitiu determinar o niumero de unidades taxondmicas
operacionais (OTUs). O resultado também foi usado para a constru¢cdo da curva de
rarefacdo. O desenho de curvas de rarefacdo € uma forma de saber se a amostragem
foi suficiente para revelar a diversidade total de uma comunidade (ROESCH, et al.
2007). Neste trabalho foram testadas duas curvas de rarefacao representadas por 97%
e 90% de similaridade como critério de agrupamento (figura 11). A anélise do grafico
mostra uma ascendéncia inicial das duas curvas tendendo ao platé préximo das 60
unidades taxonémicas observadas para a curva representando 97% de similaridade.
Por outro lado, a curva com critério de agrupamento com 90% de similaridade atingiu
seu platd proximo das 20 unidades taxonO6micas. Estes resultados revelam que o
namero de clones de 16S rDNA sequenciados chegou proximo do numero total de
individuos da comunidade bacteriana amostrada.
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Figura 11: Curvas de rarefagcao calculadas pelo programa DOTUR usando 97% e 90% de
similaridade para o agrupamento das sequéncias 16S rDNA da biblioteca de clones do

consorcio

Estes resultados condizem com os resultados observados pela comparagao das
sequéncias dos clones com o banco de genes do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), onde o numero de tadxons distintos foi de 55. A correlacdo dos
dados obtidos pela comparagdo com o banco de internacional de genes somado aos
dados gerados pelo DOTUR confirma que a proximidade da estimativa da diversidade
de microrganismos no consoércio foi atingida. STACH et al. (2002) comparando a
diversidade microbiana em dois sistemas de culturas, concluiu que o sistema de
biofilme apresentou trés vezes mais diversidade de bactérias cultivaveis do que a
cultura enriquecida, e atribuiu isto ao fato de que a baixa diversidade da cultura
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enriquecida esta relacionada a consequente dominancia de um pequeno numero de
espécies de bactérias. Segundo DIAZ-RAVINA et al. (1996), a eliminagdo de espécies
sensiveis a um determinado disturbio, favorece o aumento das populagdes de outros
microrganismos tolerantes, com maior capacidade de competicdo e adaptacao,
resultando assim em uma alteragdo na composicdo das espécies do local. Isso indica
que a pressao seletiva exercida ao enriquecimento pela adicdo de 6leo diesel pode ter
sido um fator determinante na predominancia e frequéncia de determinados taxons
identificados no consércio.

A identificagdo de microrganismos que utilizam hidrocarbonetos como fonte de
carbono ou que apresentam tolerancia aos contaminantes, tem sido relatada em locais
com diferentes histéricos de contaminagdo com hidrocarbonetos de petréleo e em
diversos tipos de solos (RICHARD & VOGEL, 1999; VAN BEILEN et al. 2002; WIDADA
et al. 2002). A habilidade em degradar e ou utilizar hidrocarbonetos como substratos
vem sendo descrita para uma grande variedade de géneros de bactérias. FLOODGATE
(1984), listou 25 géneros de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos isolados de
ambiente marinho. O predominio dos géneros observados neste estudo € confirmado
pelos resultados de WIDADA et al. (2001) que, caracterizando a diversidade dos solos
de diferentes regides do mundo, identificaram, através de analises de sequéncias do
gene 16S rRNA, uma vasta gama de géneros de bactérias aquéticas e terrestres
relacionadas a degradacéao de hidrocarbonetos de petréleo. RICHARD & VOGEI (1999),
estudando a comunidade microbiana de um consércio bacteriano degradador de éleo
diesel no solo, identificaram dois grupos de bactérias das quais fazem parte do género
Pseudomonas e Achromobacter.

Isto pode estar relacionado com a maior facilidade de adaptacdo destes
microrganismos em ambiente extremos, sendo menos sensiveis aos derivados de
petréleo. A tolerdncia e predominancia destes géneros bacterianos em ambientes
contaminados com compostos de hidrocarbonetos podem estar associadas a vias
metabdlicas especificas que envolvem diferentes genes e enzimas as quais
transformam complexas moléculas contidas no petréleo em intermedidrios comuns das

suas rotas catabodlicas. Varios sdao o0s genes envolvidos na via metabdlica de
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degradacao dos hidrocarbonetos e entre estes muitos ja foram caracterizados para um
grupo extenso e diversificado de microrganismos, os quais sao capazes de decompor
uma imensa gama de compostos que formam o petréleo, incluindo os alcanos (SMITS
et al. 2002; WHYTE et al. 2002; TAKEI et al. 2008), tolueno (PARALES et al. 2000),
hidrocarbonetos poliaromaticos (WHYTE et al. 1997).

Este trabalho permitiu a identificacdo de representantes potencialmente
exploraveis em processos biotecnoldégicos de biorremediagdo, envolvendo a
degradacédo de hidrocarbonetos, estejam na forma de isolados ou em associacoes
como um consércio. Embora ndo tenha sido identificado nenhum novo grupo de
microrganismos, em processos de decomposi¢cdo de residuos de hidrocarbonetos, foi
possivel quantificar em termos amostrais a representacao dos tdxons mais significativos

encontrados.

4.3 Prospeccao génica

A biblioteca metagenémica obtida a partir destes fragmentos gerou 4224 clones,
ou seja, 44 placas contendo cada uma 96 clones. Devido ao grande numero de clones
obtidos, foi-se necessario criar uma nomenclatura para estas placas. A biblioteca
recebeu o nome CRP (consércio Ribeirdo Preto) e as placas foram numeradas de 1 a
44. Os clones estdo estocados em ultrafreezer e fazem parte da colecao de bibliotecas
metagendmicas do LBMP sob supervisdo da Dra. Eliana Gertrudes de Macedo Lemos.

O perfil de restricdo permitiu estimar e avaliar o tamanho dos fragmentos
clonados (figura 12 e 13). Todos os clones apresentaram sitios de restricdo para as
duas enzimas testadas demonstrando perfis e tamanhos diferentes.
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M1 M2 M3 Clones selecionados M1 M2 M3 Clones selecionados

3 Kb

Figura 12: Eletroforese em campo Figura 13: Eletroforese em campo
pulsado em gel de agarose 1% Pulsado em gel de agarose 1%
representando o perfil de restricdo da  'epresentando o perfil de restricdo da
enzima BamHI. (M1) GeneRuler™ DNA  €nzima H/ﬂdlll. (M1) GeneRuler™ DNA
Ladder, High Range ~ (fermentas); (M2) Ladder, High Range (fermentas); (M2)
DNA 36Kb (Epicentre); (M3) 1 Kb DNA DNA 36Kb (Eplcentre); (M3) 1 Kb DNA
ladders (fermentas). ladders (fermentas).

Segundo a anadlise do programa DNAfrag os valores estimados dos fragmentos
clonados variaram entre 30 e 38 Kb. A analise dos perfis de digestao, somada a
estimativa dos tamanhos dos insertos, além de determinar a diferenca entre os clones,
validou a biblioteca metagen6mica, mostrando que existe uma variagdo de tamanhos
entre os fragmentos clonados.

Partindo para a prospeccao génica dentro da biblioteca, para cada reagdo de
PCR referente aos oligonucleotideos sugeridos, utlizou-se 0 DNA metagendmico do
consorcio como “template”. Para os oligonucleotideos AIkM, NDO e Todc1 nao houve
amplificacdo em nenhuma das 12 temperaturas testadas. Ja nos iniciadores Alkb2,
XylE, Alkb1 e Cat 2,3 as amplificacOes obtidas nao estavam de acordo com o esperado,
alem disso algumas apresentaram bandas inespecificas. O Unico perfil gerado
compativel com o nimero de pares de bases esperado foi referente ao oligonucleotideo

Alkb, com uma amplificacdo proxima de 0,9 Kb. Dentre as temperaturas de pareamento
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testadas, cinco foram bem sucedidas e sado elas: 52,9°C, 53,2°C, 54°C, 55,2°C e
56,8°C. Entretanto, a que apresentou um perfil melhor de amplificacdo foi a temperatura
de 53,2, que foi padronizada para todas as outras reacoes realizadas apés este teste. O

perfil eletroforético de cada reagao pode ser observado na figura 14.
.§1 -
- -
D

1 Kb

1,5Kb —» 0,9 Kb

Figura 14: Perfil eletroforético em gel de agarose 1% dos produtos de PCR gerados
pelos seguintes oligonucleotideos: (A) Rh AIkB2 ; (B) XylE; (C) Ac alkM; (D) Rh
Alkb1; (E) cat 2,3; (F) ndoB; (G) todC1; (H) Pp alkB. (1 Kb) Padrao de tamanho
molecular 1 Kb DNA ladders (fermentas).
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Como o objetivo deste trabalho foi testar uma nova metodologia de rastreamento
em bibliotecas metagenémicas, optou-se em trabalhar apenas com o oligonucleotideo
cujo perfil eletroforético foi obtido conforme o esperado. Por isso, a sonda
confeccionada e utilizada no rastreamento da biblioteca foi baseada nos produtos de
PCR referentes aos iniciadores do gene Alkb (figura 14 H), amplificados a partir do DNA
metagendmico do consorcio.

Seguindo a indicacado do fabricante, foi necessario 100 ng de produto de PCR
para a confec¢ao da sonda. As membranas ficaram hibridizando a uma temperatura de
55°C em um periodo de 16 horas. ApGs as lavagens da membrana e revelacdo em
filme foi possivel identificar os “pools” de DNA das placas que apresentaram
similaridade com a sonda através da sensibilizacao do filme (figura 15). A imagem
obtida revelou sinal positivo em todos o0s pools plotados na membrana, inclusive no
controle positivo. Entretanto, o sinal emitido entre os Pools demonstrou intensidades de

fluorescéncia diferentes, com Pools de maior intensidade e outros de menor.

5 6
©—> “pool” placa 06

TOHTMMOO >

©—> Controle Positivo

Figura 15: Hibridizagcdo dos “pools” de DNA
utilizando como sonda produto de PCR do gene
Alkb. Representacao dos “pools” de todas as 44
placas da biblioteca do consércio. (A) “pools” das
placas 1 a 6; (B) de 7 a 12; (C) de 13 a 18; (D) de
19 a 24; (E) de 25 a 30; (F) de 31 a 36; (G) de 37
a 42; (H) de 43 a 44. Os espacgos de H3, H4 e H5
ndo foram plotados nenhum material. H6 DNA
metagendmico do consércio microbiano
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Devido ao aparecimento de sinal em todos os “pools” de DNA, o critério de
escolha para o desmembramento e analise individual dos clones foi baseado na
intensidade do sinal. Com excec¢ao do controle positivo, o sinal com maior intensidade
de fluorescéncia foi obtido pelo “pool” referente a placa 06. Sendo assim, esta placa foi
escolhida para posterior andlise individual dos clones. Os procedimentos para
identificacdo foram os mesmos utilizados para o rastreamento entre as placas. Ao final
das andlises foi possivel identificar seis clones positivos para a sonda sintetizada pelo
conjunto de primers Alkb (figura 16). Dentre estes, em trés clones houve sensibilizagdo
do filme com baixa intensidade e para o restante um sinal mais intenso foi obtido.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

O
00
O

Clone A4 Clone D7 Clone D10 Clone E10 Clone E5 Clone H11

Al

Figura 16: Membrana hibridizada contendo o material genético dos 96 clones da
placa 06 do consércio. Sonda confeccionada a partir do produto de PCR do gene
Alkb. Abaixo as imagens ampliadas dos clones suspeitos.

IOTMMOUO >

Todos os clones tidos como possiveis hospedeiros do gene Alkb foram
selecionados e submetidos a uma reacdo de PCR. Dos seis clones suspeitos apenas
dois apresentaram amplificacao positiva, sendo eles os clones A4 e E10. Os fragmentos
gerados na reagao foram préximos de 0,9 Kb, se assemelhando aos resultados obtidos

pela amplificagdo do DNA metagenémico. As sequéncias do produto de amplificacao
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dos dois clones quando comparadas com o banco internacional de genes (NCBI)
apresentaram similaridade com a enzima alcano hidrolase referente ao gene Alkb de
Pseudomonas aeruginosa (AJ633607.1) (figura 17).

clone Ad
1001 clone E10
alkane hydroxylase Pseudomonas aerugi...
100 L alkane hydroxylase Pseudomonas aerugi(2)

alkane hydroxylase Hahella chejuensis...

100

alkane hydroxylase Alcanivorax jadens...

0.05

Figura 17: Dendrograma do agrupamento hierarquico baseada na sequéncia do gene AlkB, mostrando
as posicoes filogenéticas dos clones positivos para alcano hidrolase em relagdo as sequéncias ja

depositadas no banco de dados.

Entretanto, o alinhamento entre as sequéncias dos clones A4 e E10 resultou em
uma similaridade de 100%, sugerindo que 0s genes sao iguais para ambos os clones
rastreados. Provavelmente os fragmentos clonados provem do mesmo organismo. De
acordo com o agrupamento representado pela arvore filogenética, a enzima hidrolase
alcano identificada na biblioteca demonstrou ser relativamente diferente das outras
enzimas conhecidas.

Estes resultados confirmam a presenga do gene codificador para a enzima
hidrolase alcano em ambos os clones. Embora nao tenha sido possivel determinar, pelo
sequenciamento parcial do gene, de que os clones guardam um novo gene referente a
esta classe de enzima, a técnica foi apropriada para a selecdo de genes em bibliotecas

metagenomicas.
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5. CONCLUSOES

1 O consércio estudado demonstrou predominancia do filo Proteobacteria,
destacando as classes Alpha, Beta e Gamma.

2 Os clones com maior predominancia da biblioteca tiveram similaridade com os
géneros Pseudomonas, Parvibaculum e Sphingobium respectivamente.

3 O sequenciamento parcial do gene 76S rRNA junto as analises do software
DOTUR foi capaz de estimar a diversidade das comunidades bacterianas do
consdércio.

4 A nova técnica testada foi apropriada para o rastreamento de genes em
bibliotecas metagendémicas.

5 Através desta nova metodologia foi possivel identificar dois clones contendo o
gene Alkb na placa 06 da biblioteca metagendmica do consércio.
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