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RESUMO

Técnicas padrdes de microbiologia permitem identificar 1% ou menos da diversidade
bacteriana na maioria das amostras ambientais. O volume de informacdes para a
ecologia microbiana e o potencial biotecnologico presente na populacdo microbiana,
Dominios Bacteria e Archaea, ainda néo cultivada, é estimado como sendo
extremamente elevado. Para transpor as dificuldades e limitacdes associadas com as
técnicas de cultivo tradicionais, varios métodos moleculares tém sido desenvolvidos
para acessar diretamente o genoma desses organismos e também esfor¢os para
cultivi-los sob condi¢des de laboratorio. Metagendmica € um novo campo de
investigacao que utiliza ferramentas da Biologia Molecular para investigar a ecologia
procariotica global assim como para acessar o vasto potencial biotecnoloégico oculto no
mundo procariotico. Basicamente, Metagendmica compreende isolamento do DNA
ambiental total e a producgé&o e triagem de bibliotecas (meta)gendmicas. Dois tipos de
analises tém sido usados para obter informacdes de bibliotecas metagendmicas: uma
abordagem baseada na sequiéncia do inserto de DNA e outra baseada na funcao de
seus produtos. Neste trabalho, uma biblioteca metagenémica com DNA isolado
diretamente do solo da Floresta Atlantica paranaense foi construida em um vetor
pPUC19R e analisada preliminarmente. O tamanho médio dos insertos esta entre 9-10
Kpb de DNA. Todos insertos foram parcialmente sequienciados e seus genes
identificados pela comparac¢ao com o banco de dados do NCBI através do programa
Blastx. O filo Proteobacteria predominou com 56,5%, seguido pelo filo Actinobacteria
com 10,8% das sequiéncias. Os resultados apresentaram diferencas quando
comparados com uma biblioteca de 16S rDNA, construida da mesma amostra de solo.
Dois representantes do Dominio Archaea foram encontrados na biblioteca
metagendmica, contrastando com a biblioteca de 16S rDNA onde nenhum
representante foi encontrado. O resultado do sequenciamento também indicou
similaridade para Bacterias e Archaea com potencial biotecnoldgico. Uma triagem
funcional foi realizada com os meios especificos para aminoacidos descarboxilase,
quitinase e celulase. Em adicdo, uma triagem funcional para celulase foi realizada em
uma biblioteca construida em vetor fosmideo, contendo 34.560 clones com insertos de
tamanho entre 35-40 Kpb de DNA.

Palavras chave: Biblioteca metagendmica, diversidade microbiana, triagem de clones.



ABSTRACT

Standard microbiological techniques account for 1% or less of the bacterial diversity in
most environmental samples. The amount of information for microbial ecology and the
biotechnology potential held by the majority, not yet cultivated Bacteria and Archaea, not
yet cultivated, is estimated to be extremely high. To overcome the difficulties and
limitations associated with the traditional cultivation techniques, several molecular
methods have been developed to access directly the genome of theses organisms and
also in attempts to cultivate them under laboratory conditions. Metagenomics is a new
field of investigation that uses tools of Molecular Biology to investigate global prokaryotic
ecology as well as to access the vast biotechnological potential concealed in the
prokaryotic world. Basically, Metagenomics involves the isolation of whole environmental
DNA and the construction and screening of (meta)genomic libraries. Two types of
analysis have been used to obtain information from metagenomic libraries: a sequence
approach and a function approach. In this work, a metagenomic library with DNA
isolated directly from soil of paranaense Atlantic Forest was constructed in a pUC vector
and preliminarly analysed. The average insert size ranged from 9 to 10 Kpbp of DNA. All
inserts were partially sequenced and their gene complement identified by comparison
with the NCBI database through the Blastx program. The phylum Proteobacteria
predominated with 56,5%, followed by the phylum Actinobacteria with 10,8% of the
sequences. The results show differences when compared with a 16S rDNA library,
which was constructed from the same sample of soil. Two representatives of the
Archaea were found in the metagenomic library, contrasting with the 16S library where
no representant was found. The results of sequencing also indicated to the presence of
Bacteria and Archaea species with biotechnological potential. The functional screening
was realized with specific media to aminoacid decarboxylases, chitinases and
cellulases. In addition, a functional screening for cellulases was carried out in a
metagenomic library construct in fosmid vector, which contain 34.560 clones with insert
average between 35-40 Kpb of DNA.

Key words: Metagenomic library, microbial diversity, clone screening.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MATA ATLANTICA

A Mata Atlantica, um ecossistema quase que exclusivamente brasileiro, € a
segunda maior formacao florestal do Brasil, apresentando um alto nimero de espécies
endémicas (SICK, 1997; STOTZ et al.,, 1996). Originalmente recobria toda a costa
atlantica do litoral brasileiro, ocupando uma &rea total de mais de 1.350.000 km?,
estendendo-se por 17 estados brasileiros, perfazendo cerca de 15% do territorio
nacional (CAMARA, 1991). Pela extensdo que ocupa do territério brasileiro, a Mata
Atlantica apresenta um conjunto de ecossistemas com processos ecoldgicos
interligados. As formagdes do bioma séo as florestas Ombréfila Densa, Ombréfila Mista
(mata de araucarias), Estacional Semidecidual e Estacional Decidual e os ecossistemas
associados como manguezais, restingas, brejos interioranos, campos de altitude e ilhas
costeiras e oceanicas (MMA, 1999).

A Mata Atlantica se distribui em faixas litoraneas, florestas de baixada, matas
interioranas e campos de altitude. S&o nessas regides que vivem também 62% da
populacéo brasileira, cerca de 110 milhdes de pessoas. Um contingente populacional
enorme que depende da conservacdo dos remanescentes de Mata Atlantica para a
garantia do abastecimento de agua, a regulacdo do clima, a fertilidade do solo, entre
outros servicos ambientais. Obviamente, a maior ameaca ao ja precério equilibrio da
biodiversidade é justamente a acdo humana e a pressdo da sua ocupacdo e 0sS
impactos de suas atividades
(http://www.sosmatatlantica.org.br/index.php?section=info&action=mata).

A Mata Atlantica encontra-se em um estado de intensa fragmentacdo e
destruicdo, iniciada com a exploracdo do pau-brasil no século XVI. Segundo a
Fundacdo SOS Mata Atlantica, 93% da formacdo original da Mata Atlantica ja foi
devastado. Até hoje, ao longo do bioma sédo exploradas inimeras espécies florestais
madeireiras e ndo madeireiras - como 0 caju, o palmito-jucara, a erva-mate, as plantas
medicinais e ornamentais, a piagava, 0s cipds, entre outras. Se por um lado essa

atividade gera emprego e divisas para a economia, grande parte da exploracao da flora



atlantica acontece de forma predatéria e ilegal, estando muitas vezes associada ao
trafico internacional de espécies
(http://www.sosmatatlantica.org.br/index.php?section=info&action=flora).

A diversidade bacteriana da Mata Atlantica Paranaense, refletida pela
diversidade do gene 16S rDNA, é grande e apresenta um amplo potencial
biotecnoldgico (FAORO, 2006). Como conclui FAORO (2006), tal “diversidade e o
potencial biotecnolégico de espécies bacterianas encontradas nos solos da Mata
Atlantica necessitam de urgente inclusdo de estudos microbiologicos nas estratégias de
preservacado ambiental”.

Entre os biomas brasileiros é o que possui histérico de perturbacdo mais antigo
(LINO, 1992), sendo considerado o bioma brasileiro mais ameacgado e o segundo do
mundo, depois de Madagascar, na Africa (FONSECA, 1985) e um dos 25 hotspots
prioritarios para a conservacdo (MITTERMEIER et al., 1999; FONSECA, 1985). Um
hotspots é definido como uma é&rea de concentracdo excepcional de espécies
endémicas e que tenha sofrido uma grande perda de habitat (SILVA & BATES, 2002).
Juntamente com a floresta amazdnica, este bioma confere ao Brasil o titulo de um pais
com megadiversidade (MITTERMEIER et al., 1999).

E facil entender, portanto, porque a Mata Atlantica apresenta estruturas e
composicdes floristicas tado diferenciadas. Uma das florestas mais ricas em
biodiversidade no Planeta, a Mata Atlantica detém cerca de 20 mil espécies vegetais,
sendo oito mil delas endémicas. Para se ter uma idéia do que isso representa, em toda
a América do Norte sdo estimadas 17.000 espécies existentes e na Europa cerca de
12.500 (http://www.sosmatatlantica.org.br/index.php?section=info&action=flora).

Dentre as espécies animais sdo, por exemplo, 261 espécies conhecidas de
mamiferos, 1020 espécies de passaros, 197 de répteis, 340 de anfibios e 350 de peixes
gue sdo conhecidos até hoje no bioma. Sem falar de insetos e demais invertebrados e
das espécies que ainda nem foram descobertas pela ciéncia e que podem estar
escondidas bem naquele trecho intacto de floresta que vocé admira quando vai para o
litoral (http://www.sosmatatlantica.org.br/index.php?section=info&action=fauna).

Outro numero impressionante da fauna da Mata Atlantica se refere ao

endemismo, ou seja, as espécies que sO existem em ambientes especificos dentro do



bioma. Das 1711 espécies de vertebrados que vivem ali, 700 sdo endémicas, sendo 55
espécies de mamiferos, 188 de aves, 60 de répteis, 90 de anfibios e 133 de peixes. Os
ndameros impressionantes sdo um dos indicadores desse bioma como o de maior
biodiversidade na Terra (http://www.sosmatatlantica.org.br/index.php?
section=info&action=fauna).

Num bioma reduzido a cerca de 7% de sua cobertura original € inevitavel que a
riqgueza faunistica esteja pressionada pelas atividades antropicas. A Mata Atlantica
abriga hoje 383 dos 633 animais ameacados de extincdo no Brasil, de acordo com o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama)
http://www.ibama.gov.br/ecossistemas/).

Vale destacar ainda a existéncia de sete das nove maiores bacias hidrograficas
brasileiras neste bioma. Sendo assim, proteger a Mata Atlantica também é proteger os
processos hidrologicos responsaveis pela quantidade e qualidade da agua potavel para
cerca de 3,4 mil municipios, e para os mais diversos setores da economia nacional
como a agricultura, a pesca, a indastria, o turismo e a geracdo de energia
(http://www.ibama.gov.br/ecossistemas/).

Os rios e lagos da Mata Atlantica abrigam ainda ricos ecossistemas aquaticos,
grande parte deles ameagados pelo desmatamento das matas ciliares e consequente
assoreamento dos mananciais, pela poluicdo da agua, e pela construcdo de represas
sem os devidos cuidados ambientais. Essa intrincada rede de bacias é formada por rios
de importancia nacional e regional, do S&o Francisco e Parana, ao Tieté, Paraiba do
Sul, Doce e Ribeira do Iguape (http://www.ibama.gov.br/ecossistemas/).

As principais causas da destruicdo desse bioma e consequentemente da sua
biodiversidade, estdo relacionados direta ou indiretamente as atividades humanas
(influencias antropicas) (BROWN e BROWN, 1994; RODRIGUES, 1997). Na costa
atlantica da América do sul ha um grande namero de espécies ameacadas de extin¢ao,
merecendo prioridades de conservacdo e pesquisa de sua biodiversidade
(ALBUQUERQUE, 2000; MMA, 1999).



1.2 BIOTECNOLOGIA E DIVERSIDADE MICROBIANA

Na sociedade moderna um grande namero de processos industriais geram uma
alta demanda por compostos especificos. O maior parte desses compostos é derivada
de produtos naturais que sdo transformados subsequientemente em novos produtos
sintéticos. Portanto, para suprir a demanda por novos antibiéticos, por exemplo, h4 a
necessidade de explorar novas fontes para encontrar compostos novos, com diferentes
caracteristicas.

Enzimas e outros compostos bioativos sdo extremamente importantes para a
industria alimenticia, téxtil, de detergentes, de celulose, farmacéutica, agroindustrial e
de biocombustivel. Os gastos globais dos setores industriais com a compra de enzimas
para 0s processos industriais ultrapassaram dois bilhdes de dolares em 2003 e
aumentam proporcionalmente ao aumento da demanda (GLOBAL INDUSTRY
ANALYSTS, 2004). Por exemplo, o potencial do mercado de celulase foi estimado em
US$400 milhées/por ano (VAN BEILEN e LI, 2002).

Atualmente existe uma politica global dirigida para promover a white
biotechnology como um aspecto central da futura economia sustentavel da sociedade
moderna industrializada (LORENZ e ECK, 2005). O termo white biotechnology foi
proposto em 2003 pela Associacdo Européia para Bioindustria (EUROPABIO) e é
relativo a todos processos industriais biotecnoldgicos, que ndo estdo inclusos pelos
rotulados red biotechnology (relativo a area médica) e green biotechnology (relativo a
plantas). Entre estes estdo 0s processos industriais que utilizam microrganismos ou
seus derivados (SCHEPENS et al., 2003).

A partir do dia 1° de janeiro de 2008 e, sem a participacdo dos Estados Unidos
da Ameérica, entrou em vigor o Protocolo de Kyoto, tratado internacional para prote¢cao
do clima mundial e Unico documento que prevé objetivos globais voltados para reduzir a
emissao de gases de efeito estufa. Tais gases sdo, em sua maioria, emitidos pela
gueima de combustiveis fosseis. Nao obstante, a busca por combustiveis alternativos e
uso da biotecnologia em processos industriais, foram temas em evidéncia no protocolo
de Kyoto. A FIGURA 1 representa uma estimativa de processos industriais utilizando a

biotecnologia e a tecnologia tradicional.
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FIGURA 1. COMPARACAO ENTRE A TECNOLOGIA TRADICIONAL E A
BIOTECNOLOGIA - Utilizando como parametro a emissdo de gas carbbnico e o
consumo de agua e energia elétrica. FONTE: SCHEPENS et al. (2003).

Para ter aplicagdo industrial, produtos bioativos, principalmente enzimas,
precisam funcionar suficientemente bem de acordo com varios parametros de
performance (atividade, eficiéncia, estabilidade e especificidade) para aplicacdes
especificas (LORENZ e ECK, 2005). No entanto, a descoberta de uma enzima com
uma pequena superioridade funcional pode significar uma grande economia em
processos industriais.

A capacidade dos procariotos para se adaptar, ter sucesso e habitar todos os
ambientes, de aguas termais a solos acidos, € devido a diversidade fisiologica e
metabodlica desses organismos (STEELE e STREIT, 2005). Microrganismos sao
responsaveis pela maior parte dos ciclos biogeoquimicos que formam o ambiente dos
solos e dos oceanos (VENTER et al., 2004). De acordo com o banco de dados
taxondmicos do NCBI (National Center for Biotechnology Information, taxonomy
browser statistics, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Taxonomy/txstat.cgi) 13229 espécies de
bactérias e 486 espécies de Archaea ja foram descritas. Sendo que, somente no ano de
2007, 1151 espécies de bactérias e 30 espécies de Archaeas foram descritas. O
ndmero total de células de procariotos na Terra tem sido estimado em 4-6 x 10%

(WHITMAN et al.,, 1998) e, a extrapolacdo de resultados obtidos em varios estudos



sugere que um grama de solo contém cerca de 10 bilhdes de procariotos pertencentes
a milhares de espécies diferentes (AMANN et al., 1995; ROSSELO-MORA e AMANN,
2001). Esses numeros apresentam uma enorme diversidade genética e biolégica que
pode ser explorada para procurar novos genes, vias metabdlicas completas e seus
produtos (COWAN, 2000). A microbiota incultivavel, que deve realizar uma funcao vital
nos processos do ambiente natural, € uma larga fonte de recursos para aplicacao
biotecnoldgica (RIESENFELD, GOODMAN e HANDELSMAN, 2004).

Mesmo que significantes descobertas tém resultado de recentes esfor¢os para
cultivar bactérias ainda ndo cultivaveis (ZENGLER et al., 2002; SAIT et al., 2002;
RAPPE et al., 2002; JANSSEN et al. 2002), uma ampla propor¢cdo de microrganismos
ainda nado é cultivavel (LEVEAU, 2007), apresentando uma dificuldade para acessar
essa enorme diversidade.

1.3 METAGENOMICA

Na proposta inicial de Carl Woese (WOESE, 1987) o dominio Bacteria era
formado por 11 filos compostos principalmente por individuos cultivados e
caracterizados. Estudos moleculares independentes de cultivo monstram que o dominio
Bacteria contém mais filos, sendo que alguns apresentam pouco ou nenhum
representante cultivavel (COTTRELL et al, 2005).

Os microrganismos em seus ambientes naturais ainda S&o pouco
compreendidos, uma vez que o estudo e a determinagdo do potencial metabdlico
desses organismos tem sido dificultados pela inabilidade para gerar culturas puras
(VENTER et al.,, 2004). Técnicas de cultivo padrdo abrangem 1% ou menos da
diversidade bacteriana na maioria das amostras ambientais (TORSVIK et al.,1990,
AMANN et al., 1995; AMANN e KUHL, 1998). Para transpor algumas das limitacées das
abordagens de cultivo, métodos moleculares indiretos, baseados no isolamento e
analise de acidos nucléicos (principalmente DNA) de amostras do solo, sem cultivo de
microrganismos, tém sido desenvolvidos (DANIEL, 2005; KENT et al., 2002; HEAD et
al., 1998; PACE, 1997; AMANN et al., 1995; PACE et al., 1986).



A primeira abordagem foi sequienciar clones de uma biblioteca 5S rRNA e cDNA
derivada de uma comunidade simbiéntica com o Riftia pachyptila (STAHL et al., 1984).
O conceito de clonar DNA diretamente de um ambiente foi sugerido por PACE et al.
(1985) e consolidado por Schmidt et al (1991), que construiu uma biblioteca de fago A
de uma amostra de agua do mar e efetuou a triagem para genes 16S rDNA. Variacfes
desse método geraram varias técnicas independentes de cultivo para reconstruir
filogenia, comparar distribuicdo microbiolégica entre amostras e, quantificar a relativa
abundéancia de cada grupo taxonémico (AMANN et al., 1995; HEAD et al., 1998; KENT
et al., 2002; PACE et al., 1986; PACE, 1997).

O termo metagenoma (descrevendo o campo conhecido como comunidade
gendmica, ecogendémica, ou ambiente gendmico) foi proposto em 1998 por Handelsman
et al. Para estudar o metagenoma, a metagendbmica combina muito dos
desenvolvimentos tecnologicos moleculares do ultimo século, capacitando cientistas
para investigar a ecologia procariotica e permitindo acesso ao vasto potencial
biotecnologico oculto nesta populacdo procaridtica (STEELE e STREIT, 2005). A
abordagem metagendmica elimina a etapa de cultivo, pois consiste na extragdo direta
do DNA do ambiente e sua clonagem em um vetor apropriado (plasmideo, cosmideo,
fosmideo ou BAC, entre outros). Posteriormente, o DNA recombinante vetor-inserto €
introduzido em um hospedeiro cultivavel para a analise funcional dos genes e para
determinacgéo de sua sequéncia (HANDELSMAN, 2004).

A abordagem metagendmica aumenta grandemente a diversidade genética da
gual novos compostos biotecnoldgicos possam ser identificados e isolados (REES et
al., 2003). A triagem de bibliotecas metagen6micas para detectar enzimas de potencial
biotecnolégico tem encontrado novas lipases, esterases, quitinases, amilases,
celulases, policetidios sintase e sintetase de peptidios ndo-ribossomais (LORENZ et al,
2002).

A metagendmica explora o fato de que enquanto alguns organismos sao
cultivaveis e outros muitos incultivaveis, todos eles séo formas vivas baseadas em DNA
como portador da informacdo genética. Deste modo, a metagendmica dispdem de

ferramentas para acessar, armazenar e analisar este DNA ambiental (LEVEAU, 2007).



1.3.1 EXTRACAO DO DNA

Isolar o DNA de uma amostra ambiental € a primeira e a mais importante etapa
para montar uma biblioteca metagendémica sendo que a qualidade da analise
metagendmica € diretamente relacionada com a qualidade do DNA isolado (GREEN e
KELLER, 2006).

Teoricamente, o DNA microbiano isolado de uma amostra ambiental representa
todo o DNA da comunidade de microrganismos nativa (DANIEL, 2005). Porém,
considerando a diversidade de espécies microbianas, a grande populacdo de
microrganismos no solo e a complexidade da matriz do solo, que contém muitos
componentes (tais como acidos hamicos) que ligam no DNA e interferem com as
modificagcdes enzimaticas do DNA, conseguir DNA microbial do solo que represente a
comunidade total e seja adequado para reacfes de clonagem e PCR é ainda um
desafio (DANIEL, 2005).

Muitos protocolos para isolar DNA microbiano derivado do solo tém sido
publicado na literatura especializada, e sistemas comerciais para extracdo de DNA do
solo estdo disponiveis (OGRAM et al., 1987; HOLBEN et al., 1988; STEFFAN et al.,
1988; JACOBSEN e RASMUSSEN, 1992; LINDAHL e BAKKEN, 1995; ZHOU et al.,
1996; MILLER et al., 1999; FIANDT, 2000; HURT et al., 2001; LLOYD-JONES e
HUNTER, 2001; BERRY et al., 2003; GABOR et al., 2003; HANDELSMAN et al., 2003;
GILLESPIE et al., 2004). Alguns autores tém desenvolvido técnicas para distinguir DNA
de células vivas daquele de células mortas (NOCKER e CAMPER, 2004) e também
para distinguir entre DNA extracelular e intracelular (CORINALDESI et al, 2005).

Métodos para extracdo de DNA podem ser divididos em duas categorias: lise
direta de células contidas na amostra seguido pela separacdo do DNA da matriz e do
resto de células lisadas (OGRAM et al, 1987); ou separacdo das células da matriz do
solo seguido por lise celular e purificacdo do DNA, caracterizado como lise indireta
(HOLBEN et al, 1988).

Em geral, com a lise direta é obtida uma quantidade maior de DNA e uma maior
representatividade da comunidade porque utiliza métodos mais rigorosos de extracédo

(como o uso de pérolas para rompimento de células ou beads). Dessa forma células



microbianas aderidas a matriz do solo ndo s&do perdidas durante o processo de
separacao da matriz do solo. A lise indireta € recomendada para extragédo de solos com
alta proporcdo de matéria organica os quais apresentam contaminantes fendlicos que
podem ser co-extraidos com o DNA e interferir em reacdes enziméaticas posteriores
(LEVEAU, 2007). A lise indireta também ¢é aconselhavel para construcdo de bibliotecas
com insertos grandes de DNA (acima de 20 Kpb) pois ndo ha necessidade do uso de
pérolas, sendo efetuada apenas a lise quimica evitando a fragmentagdo excessiva do
DNA (LEVEAU, 2007).

Portanto, na etapa de extracdo ha quatro pontos principais a serem ponderados
para cada objetivo especifico: (i) quantidade de DNA extraido; (ii) pureza do DNA,; (iii)
integridade do DNA, e (iv) representatividade da comunidade ambiental.

() Quantidade de DNA extraido : aqui é preciso considerar que, em geral, para
obter uma maior quantidade de DNA h& necessidade de utilizar métodos rigorosos de
extracdo. Tais métodos interferem na pureza e na integridade do DNA mas, tem um
balanco positivo em relacéo a representatividade da comunidade microbiana (DANIEL,
2005).

(i) Pureza: Solos ricos em matéria organica contém contaminantes que s&do co-
extraidos com o DNA e interferem em rea¢des enzimaticas posteriores. Uma separacao
prévia das células da matriz do solo aumenta a pureza do DNA extraido. Entretanto,
essa separacdo prévia pode diminuir a quantidade e representatividade do DNA
ambiental (DANIEL, 2005).

(i) Integridade: Os processos de extracdo rigorosos podem fragmentar
excessivamente o DNA extraido. Estudos que procuram ancoras filogenéticas ou tem o
objetivo de clonar grandes operons envolvidos na producdo de certos antibidticos
necessitam de grandes fragmentos de DNA ambiental (LEVEAU, 2007).

(iv) Representatividade: Métodos indiretos de extragcdo podem acarretar em
substancial perda da representatividade da flora microbiana. Microrganismos raros
podem ser perdidos por métodos de lavagem. E preciso considerar que em uma
diversidade de microrganismos ha também uma diversidade de paredes celulares
caracteristicas que variam em suas suscetibilidades para lise (SCHMEISSER, STEELE
e STREIT, 2007).
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Extracdo de DNA total de uma amostra ambiental € necessariamente um balanco
entre uma extragao rigorosa requerida para a representacdo de todos os genomas
microbianos da amostra (lise direta) e, a minimizagcado da fragmentacdo do DNA e da

coextracao de contaminantes (COWAN, 2005).

1.3.2. BIBLIOTECA METAGENOMICA

A construcdo de bibliotecas metagendmicas envolve as mesmas etapas que a
construcdo de bibliotecas gendmicas de microrganismos individuais. Estas sdo: 1)
fragmentacdo do DNA extraido do solo por enzimas de restricdo ou quebra mecanica,
2) insercdo dos fragmentos de DNA em um sistema de vetor adequado e, 3)
transformacdo do vetor recombinante em um hospedeiro apropriado. Embora a
construcdo de bibliotecas metagenémicas seja conceitualmente simples, o tamanho do
metagenoma do solo e o grande numero de clones necessarios para cobrir toda a
comunidade nativa tornam esse trabalho tecnicamente complicado (DANIEL, 2005).

A escolha dos vetores depende da qualidade do DNA isolado, do tamanho médio
dos insertos pretendidos na biblioteca, do nimero de cépias do vetor, do hospedeiro e
da estratégia de triagem (DANIEL, 2005). Bibliotecas podem ser classificadas em dois
grupos de acordo com o tamanho médio de seus insertos. Bibliotecas contendo insertos
grandes de DNA (acima de 20 Kpb) sdo construidas em vetores como cosmideo,
fosmideo, cromossomo bacteriano artificial e cromossomo de levedura artificial.
Bibliotecas com insertos menores podem ser construidas em plasmideos (menos que
10 Kpb) (RIESENFELD, GOODMAN e HANDELSMAN, 2004). Rondon et al. (2000) fez
uma comparagao entre os dois vetores mais utilizados para construcdo de bibliotecas
de insertos grandes, fosmideo e cromossomo bacteriano artificial. Segundo essa
comparacdo, o fosmideo apresenta um sistema de empacotamento que ndo aceita
DNA acima de, aproximadamente, 40 Kpb e rejeita DNA menor que ~35 Kpb. Assim
bibliotecas de fosmideos apresentam uma taxa muito baixa de clones sem inserto ou
com insertos pequenos. Os cromossomos bacterianos artificiais podem clonar

fragmentos de até um Mpb (BERRY et al., 2003) mas tem uma forte selecdo para
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fragmentos pequenos o que torna a biblioteca muito variavel com relacdo ao tamanho
dos insertos.

Estratégias para construcéo da biblioteca variam de acordo com o alvo de estudo
(RIESENFELD, GOODMAN e HANDELSMAN, 2004), para estudos filogenéticos ha a
necessidade em obter clones com insertos grandes de DNA em contraste, para o
pirosequenciamento utilizam-se fragmentos pequenos de DNA. A TABELA 1 (DANIEL,
2005) compara as vantagens e desvantagens entre bibliotecas de inserto grande e

inserto pequeno.

TABELA 1. VANTAGENS E DESVANTAGENS DAS BIBLIOTECAS DE INSERTOS
MENORES QUE 20 KPB E MAIORES QUE 20 KPB.

VANTAGENS DESVANTAGENS

-Grande niamero de -Tamanho do inserto ndo

copias permite deteccdo de genésadequado para clonar operons
INSERTO PEQUENO

) que séo fracamente expressos| multicistronicos
(Plasmideos)

- Tecnicamente simples. - Grande numero de

clones para triagem.

- NUmero menor de -Baixo namero de copias

clones para triagem. dificulta a deteccdo de genes que
INSERTO GRANDE

) ] -Apropriado para clonarsao fracamente expressos.
(Cosmideo, Fosmideo,

152

cromossomo artificial)| OPEONS multicistrénicos - Requer DNA de alt:

pureza.

- Tecnicamente dificil.

FONTE:DANIEL (2005).

A maioria das bibliotecas metagen6micas com insertos grandes de DNA contém
pouco mais que 100.000 clones. Enquanto bibliotecas de inserto pequeno podem ter
mais de 1 milhdo de clones (GREEN e KELLER, 2006).

O hospedeiro utilizado para a constru¢cado da maioria das bibliotecas publicadas é

Escherichia coli, mas outros hospedeiros tais como espécies de Streptomyces
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(COURTOIS et al., 2003), Pseudomonas (MARTINEZ et al., 2004) e Rhizobium (LI et
al.,, 2004) também sado usados. Diferentes hospedeiros apresentam diferentes
capacidades e sistemas para expressar genes heterologos. GABOR et al. (2004) estima
gue somente 7% dos genes representativos da classe das Actinobacterias seriam
expressos de maneira independente em uma E.coli, comparado com 73% dos genes de
origem dos Firmicutes.

Para obter substancial representacdo de membros raros (>1%) da comunidade
nativa, a biblioteca precisa conter insertos representando entre 100-1000 vezes o
tamanho do metagenoma. Por exemplo, uma biblioteca de 500 Gbp poderia ser
requerida para capturar a riqueza de espécies de 1 mL de agua do mar, a qual contém
1 Gbp por mL ou, em média, 200 espécies por mL (CURTIS, SLOAN e SCANNELL,
2002). Assim para obter boa representatividade de DNA do solo com uma riqueza de
espécies 20 vezes maior que da agua do mar, seria hecessario construir uma biblioteca
com 10.000 Gbp (CURTIS, SLOAN e SCANNELL, 2002).

1.3.3. TRIAGEM DAS BIBLIOTECAS METAGENOMICAS

Duas abordagens gerais, analise funcional e andlise baseada na sequéncia, tem
emergido para extrair informacgéo bioldgica de bibliotecas metagendmicas (SCHLOSS e
HANDELSMAN, 2004). A TABELA 2 (DANIEL, 2005) compara os dois métodos.

A PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) é a técnica mais usada para triagem
de bibliotecas baseada na sequéncia (DUNBAR et al., 1999; ZHOU et al.,, 2002;
COURTOIS et al., 2003; COURTOIS et al., 2001; QUAISER et al., 2002; GINOLHAC et
al., 2004; LILES et al., 2003; BORNEMAN e TRIPLETT, 1997; PRECIGOU, GOULAS e
DURAN, 2001). A Hibridiza¢do usando sondas alvo-especifico tem também sido usada
para triagem de bibliotecas metagen6micas (KNIETSCH et al., 2003). As abordagens,
hibridizacdo e PCR, requerem sondas e oligonucleotideos iniciadores apropriados que
sdo derivados de regibes conservadas de genes conhecidos, sendo a aplicabilidade
limitada a identificacdo de novos membros de familias conhecidas de genes. Esta
abordagem pode ser usada para identificar ancoras filogenéticas tais como genes 16S
rRNA (QUAISER et al., 2002; QUAISER et al., 2003; LILES et al., 2003) e genes que
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codificam enzimas com dominios altamente conservados tal como policetideos sintase
(COURTOIS et al., 2003; GINOLHAC et al., 2004; SEOW et al., 1997), acido gluconico
redutase (ESCHENFELDT et al., 2001) e nitrila hidratase (PRECIGOU, GOULAS e
DURAN, 2001), entre muitos outros.

TABELA 2. VANTAGENS E DESVANTAGENS DA TRIAGEM FUNCIONAL E DA
TRIAGEM BASEADA NA SEQUENCIA.

Vantagens Desvantagens

- Podem ser obtido genes| e Dependente da expressdao dos

produtos génicosgenes clonados pela bactéria
completamente novos. hospedeira.
Triagem funcional -Seleciona gene completo. |- Requer a produgdo de um

-Selecdo de produtos génicosroduto de gene funcional |e
funcionais. detectavel pela bactérja

hospedeira.

-Independente da expressédo|dbldo € possivel obter genges
gene clonado pela bactéfiaompletamente novos.
Triagem baseado ng hospedeira. -Podem ser clonados genes
sequéncia -Estratégias similaresparciais.
para triagem podem ser usadaBode selecionar genes nao
para diferentes alvos. funcionais.
FONTE:DANIEL (2005).

A analise de triagem funcional é baseada na identificagdo de um clone que
expressa uma caracteristica distinguivel no meio de crescimento, seguido da
caracterizacdo dos clones ativos pelo sequenciamento de DNA e analises bioquimicas
(SCHLOSS e HANDELSMAN, 2003).

A triagem funcional de bibliotecas metagendmicas tem identificado genes que
codificam antibidticos previamente descritos e também alguns desconhecidos
(RONDON et al., 2000; GILLESPIE et al., 2002; AUGUST et al., 2000; BRADY, CHAO e
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CLARDY, 2002; BRADY et al., 1984; BRADY e CLARDY, 2000; MACNEIL et al., 2001;
WANG et al., 2000; COURTOIS et al., 2003; PIEL et al., 2002), um gene de resisténcia
a antibidtico (DIAZ-TORRES et al., 2003), lipases (RONDON et al., 2000; HENNE et al.,
2000), quitinases (COTTRELL MOORE e KIRCHMAN, 1999), proteinas de membrana
(MAJERNIK, GOTTSCHALK e DANIEL, 2001), genes codificando enzimas para o
metabolismos de 4-hidroxibutirato (HENNE et al., 1999), e gene codificando via sintética
da biotina (ENTCHEVA et al., 2001).

1.4 AMINOACIDO DESCARBOXILASES

Aminas biogénicas sdo compostos nitrogenados basicos formados
principalmente pela descarboxilagdo de aminoacidos ou pela transaminacdo de
aldeidos e cetonas (ASKAR e TREPTOW, 1986; MAIJALA et al., 1993). Elas sédo bases
organicas com baixo massa molecular e séo sintetizadas pelo metabolismo secundério
de microrganismos, vegetais e animais (BRINK et al., 1990).

As aminas biogénicas podem ser alifaticas (putrescina, cadaverina, espermina e
espermidina), aromaticas (tiramina e feniletilamina), ou heterociclicas (histamina e
triptamina). Aminas tais como putrescina, espermina, espermidina e cadaverina sdo
componentes indispensaveis das células animais, sendo importantes na regulacao
funcional de &cidos nucléicos, sintese protéica e, provavelmente, na estabilizacdo de
membranas (BARDOCZ et al., 1993; MAIJALA et al., 1993; HALASZ et al., 1994).
Também tem funcgles fisiolégicas em humanos e animais, tais como: regulacdo da
temperatura corporal, volume estomacal, pH estomacal e atividades cerebrais (BRINK
et al., 1990; HALASZ et al., 1994)

Pré-requisitos para formagdo de aminas biogénicas por microrganismos sao:
disponibilidade de aminoacidos (MARKLINDER e LONNER, 1992), presenca de
microrganismos produtores de enzimas aminoacidos descarboxilases (TIECCO et al.,
1986; BRINK et al., 1990; HUIS IN'T VELD et al., 1990), e condicbes que permitem
crescimento bacteriano, sintese e atividade de descarboxilase (BRINK et al., 1990).

Embora as enzimas aminoacido descarboxilases ndo sejam largamente
distribuidas entre as bactérias, espécies de varios géneros tal como Bacillus,

Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella,
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Shigella, Photobacterium, Lactobacillus, Pediococcus e Streptococcus sao capazes de
descarboxilar um ou mais aminoacidos (RICE et al., 1976; BRINK et al., 1990; HUIS
IN'T VELD et al., 1990). Muitas enzimas aminoacidos descarboxilase necessitam do
piridoxal-5-fosfato como co-fator. A especificidade dessas enzimas € variavel,
encontrando aminoacido descarboxilase capaz de degradar apenas um aminoacido
enquanto algumas sao capazes de degradar trés ou mais aminoacidos (BOVER-CID e
HOLZAPFEL, 1999).

Certas classes de aminas, as catecolaminas, indolaminas e histamina, executam
importantes fungdes metabdlicas em humanos, especialmente no sistema nervoso e no
controle da pressdo sanguinea (HALASZ et al., 1994). A feniletilamina e tiramina
causam um aumento ha pressdo sanguinea, enquanto histamina reduz a pressao
sanguinea. A histamina também controla importantes fun¢des bioldgicas servindo como
mediador primario de sintomas imediatos de respostas alérgicas (TAYLOR, 1986;
STRATTON et al., 1991).

Véarios métodos quantitativos e qualitativos para determinar a producdo de
aminas biogénicas por microrganismos tem sido descritos (SHAKILA, 2001; SHALABY,
1998; MAIJALA, 1993; JOOSTEN e NORTHOLD, 1989). Normalmente o meio tem uma
composicao basica (peptona, extrato de levedura e carne, sais e/ou glucose) a qual o
aminodacido precursor e um indicador de pH (tal como purpura de bromocresol) sao
adicionados (MAIJALA, 1993). Resultados positivos séo indicados pela mudanca de
coloracdo do meio de cor amarelado para parpura em resposta a mudanca de pH. A
mudanca de pH é dependente da producao de aminas biogénicas mais alcalinas que os
aminoacidos incluidos inicialmente no meio (BOVER-CID e HOLZAPFEL, 1999).

1.5 QUITINASE

As enzimas que lisam a parede celular de leveduras (quitinase, protease,
lisozima) tém aplicagcbes biotecnolégicas na preparacdo de protoplastos para
melhoramento genético de leveduras e no aproveitamento de massa celular de
levedura para extracdo de proteinas, enzimas e pigmentos. A lise enzimatica de células

de microrganismos também tem potencial de aplicacdo no tratamento de massa celular
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de levedura residual de industrias de fermentacéo para preparagédo de racdo animal, na
obtencdo de carboidratos funcionais da parede celular (glucana e manana) e no pré-
tratamento para ruptura mecanica de células aumentando a eficiéncia e reduzindo o
requerimento de energia (FLEURI e SATO, 2005).

As enzimas liticas tém sido utilizadas também como ferramenta para
determinagdo da composicdo da parede celular de leveduras e no estudo do
mecanismo da sintese da parede celular para controle de leveduras patogénicas (Fleuri
e Sato, 2005).

As enzimas liticas sdo capazes de lisar a parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, Candida sp. e outros géneros de leveduras, o que amplia o campo de
utilizacédo dessas enzimas (FLEURI e SATO, 2005).

Quitina, um homopolimero ndo ramificado de N-acetil-D-glucosamina unidos por
ligacdo B-(1— 4) (FIGURA 2), € um polissacarideo estrutural abundante produzido por
muitos organismos. Estudos de difracdo de raios-X demonstraram que possui uma
estrutura cristalina altamente ordenada e insolivel em agua (ROBERTS, 1992).

Quitina é constituinte do exoesqueleto de zooplancton e larvas de invertebrados
(BOOT et al., 2001), da parede celular de alguns clorofitos (TRONSMO e HARMAN,
1993) e do material extracelular de algumas diatomaceas (PARK et al., 1997; DE LA
CRUZ et al., 1992). Na maioria dos fungos a quitina € o maior componente estrutural da
parede celular, sendo, portanto, susceptivel a inUmeras espécies de bactérias e fungos
gue podem agir como antagonistas devido a producdo de enzimas quitinoliticas
(SAHAI, 1993).
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FIGURA 2. REPRESENTACAO DA N-ACETIL-1,4-B-D-GLUCOPIRANOSAMINA,
UNIDADE FORMADORA DA QUITINA.

A primeira etapa na degradacdo da quitina, que € feita por microrganismos
(BOOT et al., 2001), consiste na hidrélise da ligacdo glicosidica entre os residuos N-
acetil-D-glucosamina pelas quitinases. Quitinases podem ser divididas em duas
categorias principais: endoquitinases e exoquitinases (GRAHAM e STICKLEN, 1994).
Endoquitinases (EC 3.2.1.14) clivam quitina aleatoriamente em sitios internos, em
polimeros de N-acetil-D-glucosamina de baixo peso molecular, tais como a
quitotetraose, quitotriose, e diacetilquitobiose. Exoquitinases podem ser divididas em
duas subcategorias: quitobiosidases e B-(1,4) N-acetil-D-glucosaminidases.
Quitobiosidases (EC 3.2.1.29) ou quitino-1,4- B-quitobiosidases que catalisa a liberacéo
progressiva de diacetilquitobiose comecando na extremidade ndo redutora da cadeia de
quitina. B-(1,4) N-acetil-D-glucosaminidases (EC 3.2.1.30) ou quitobiases quebra
diacetilquitobiose, polimeros de quitina de alto peso molecular, quitotriose e
quitotetraose, em mondmeros N-acetil-D-glucosamina (LI, 2006).

A capacidade para degradar quitina ocorre em grande numero de grupos
taxondbmicos de procariotos (VAN EIJK et al.,, 2005; BOOT et al.,, 2005). Bactérias
empregam varias enzimas (quitina deacetilase, N-acetil-3-D-glicosaminidase e
guitosanase) para degradar quitina (ROBERT e SELITRENNIKOFF, 1988; DE LISBOA
et al., 2004), mas a hidrdlise pelas quitinases é a etapa principal na solubilizacdo e
mineralizagdo da quitina. Portanto, as quitinases em bactérias fazem uma funcdo na
digestéo da quitina para utilizacdo como fonte de carbono e energia, reciclando quitina
na natureza (PARK et al., 1997; TSUJIBO et al., 1993; SVITIL et al., 1997; WANG e
CHANG, 1997).

1.6 CELULASE

Celulose € um homopolimero de glucose unidos por ligacdes B-1,4-glucosidicas

(FIGURA 3). O dissacarideo constituido de duas glucoses unidas por tal ligacdo é
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denominado de celobiose, a unidade repetitiva da celulose (ZHANG, HIMMEL e
MIELENZ, 2006). Cadeias com mais de seis ou sete mondémeros ja sao insolluveis,
sendo que algumas cadeias podem conter centenas de monémeros (WARREN, 1996).
A rigidez e a estabilidade das celuloses sdo conseqUéncias das ligacdes B-1,4 que
formam um arranjo em zigue-zague (TOMME, WARREN e GILKES, 1995). Varios
desses arranjos em zigue-zague podem ser sobrepostos formando arranjos paralelos
unidos por pontes de hidrogénio e forca de van der Waals (ZHANG, HIMMEL e
MIELENZ, 2006).

Celulose é o polimero mais abundante na biosfera (~100 bilhdes ton/ano, sdo
produzidos) (ZHANG, HIMMEL e MIELENZ, 2006). Embora somente um tipo de reacéo,
guebra da ligacdo [B-1,4-glucosidica, seja requerida para converter celulose em
produtos soluveis, a degradacdo é complicada devido a insolubilidade do substrato e a
inacessibilidade da ligacdo glucosidica, especialmente nas regibes cristalinas
(WARREN, 1996).

SCH, OH

GLUCOSE CELCBIOSE

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DAS LIGACOES B-1,4-GLUCOSIDICAS ENTRE
MONOMEROS DE GLUCOSE FORMADORES DA CELULOSE.

Degradacédo biolégica de componentes lignocelulosidicos € a chave do ciclo
global de carbono (WOLIN e MILLER, 1987) e também é uma abordagem promissora
para geracao de fontes de energia alternativa (LYND et. al., 1991). Degradacdo de
celulose é primariamente um processo microbiolégico, onde microrganismos
desenvolveram varias estratégias para isto. Celulases secretadas e/ou dispostas na

superficie das células podem ser sintetizadas como, (i) apenas uma enzima, (ii)
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polipeptideos contendo varios dominios celulosidicos, ou (iii) complexo macromolecular
multienzimatico chamado celulosoma (DESVAUX, 2006).

O mecanismo de hidrélise enzimética de celulose envolve uma ag¢do conjunta
entre endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91),
e B-glucosidases (EC 3.2.1.21) (ZHANG e LYND, 2004). Endoglucanases hidrolisam
aleatoriamente ligagbes B-1,4-glicosidicas intramoleculares acessiveis nas cadeias de
celulose produzindo assim novas extremidades; exoglucanases clivam as cadeias a
partir das extremidades, disponibilizando celobiose e glucose; e as B-glucosidases
hidrolisam celobiose para formar glucose (ZHANG, HIMMEL e MIELENZ, 2006). Esses
trés processos de hidrélise ocorrem simultaneamente como mostrado na FIGURA 4.

A despolimerizacdo enzimatica feita por endoglucanases e exoglucanases é o
passo limitante para degradagdo da celulose. Isso porque transforma um substrato
altamente insoltvel (celulose com mais de seis mondmeros) em dimeros e mondémeros
soluveis (celobiose e glucose) (ZHANG, HIMMEL e MIELENZ, 2006).

Substratos para detectar celulases podem ser divididos em duas categorias,
baseado na solubilidade em agua. A TABELA 3 divide os substratos nas duas
categorias, soltuvel e insoluvel, e resume os métodos de deteccdo de celulases de
acordo com o substrato (ZHANG, HIMMEL e MIELENZ, 2006).

Alguns substratos derivados da celulose, como carboximetilcelulose (CMC),
possuem substituicdes quimicas que diminuem o grau de polimerizacdo da celulose
nativa, tornando a ligacdo -1,4-glicosidica mais acessivel a acdo da enzima. Alguns
polissacarideos interagem de maneira ndo covalente com corantes. Esta interacao
pode ser usada para tornar um polissacarideo visivel em uma placa de meio. O corante
mais utilizado para detectar celulase é o vermelho congo (RUIJSSENAARS e
HARTMANS, 2001). Este corante interage com ligagcbes [-1,4-glucanas, [-1,3-
glucanas, B-(1,3)(1,4)-glucanas e B-1,4-xilanas (WOOD, 1980).
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FIGURA 4. ESQUEMA DO MECANISMO DE HIDROLISE ENZIMATICA DA
CELULOSE. Endos, endocelulases; exosR, exocelulases; exosNR , exocelulases que
age na extremidade redutora; (-Gase, B-glucosidases. FONTE: ZHANG, HIMMEL e

MIELENZ, (2006).
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TABELA 3. SUBSTRATOS PARA ENSAIOS DE ATIVIDADE B-1,4-GLUCOSIDICA E
METODOS DE DETECCAO.

SUBSTRATOS DETECCAO ENZIMA
Cadeias curtas (baixo grau de
polimerizag&o): Celodextrinas, B- | RS, HPLC, TLC. Endocelulases
methyllumbelliferyl-oligassarideo Exocelulases
B-glucosidases
SOLUVEIS - Derivados de celulose de cadeia
longa: RS, viscosidade, Endocelulases
CMC e HEC interacdo com corante.
Celulose cristalina RS, HPLC, TLC, TSS Total
Celulose amorfa Endocelulases
Exocelulases
INSOLUVEIS | Celulose fluorescente Liberacédo de Total

fluorescéncia

a-celulose e Biomassa de lignocelulose | HPLC, RS. Total
pré-tratada

RS — Acgucar redutor; TSS — Agucares soluveis totais. FONTE: ZHANG, HIMMEL e
MIELENZ (2006).
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2- OBJETIVOS

Considerando a diversidade bacteriana e o potencial biotecnolégico de bactérias
ainda ndo cultiviveis para a producdo de novos compostos bioativos, em particular

aminas biogénicas, celulases e quitinases, esse trabalho tem como objetivos:

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Construir uma biblioteca metagendmica,

- Realizar triagem baseada na seqiiéncia;

- Realizar triagem funcional de bibliotecas metagenémicas do solo da Floresta
Atlantica visando a descoberta de novos compostos bioativos, tais como aminas

biogénicas, celulases e quitinases com potencial biotecnoldgico.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTIRPES BACTERIANAS E VETORES
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As estirpes e vetores utilizados neste trabalho séo apresentados na TABELA 4.

TABELA 4. ESTIRPES BACTERIANAS E VETORES.

Estirpes
Bacterianas

Genotipo / fenétipo

Referéncia/Fonte

E. coli

DH10B
DH 5 ALFA

TOP10

RR1

EPI300™-TR

71.18

S17.1

XL- 1blue

DH 5

Vetores
puC 19
EpiFOS™

SmR, F'[proAB+lacZAM15]

F ©80dlacZaM15 A(lacZYA-
argF) U169 recAl endAl
hsdR17(rs’, m¢") phoA supE44 i
" thi-1 gyrA96 relAl

F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
©80lacZAM15 AlacX74 recAl
aranl39 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Str") endAl nupG

F- mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-)
SupE44 aral4 galK2 lacYl
proA2 rpsL20(Smr) xyl5 .- leu
mtl1.

F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@®80dlacZAM15 AlacX74 recAl
endAl araD139 A(ara, leu)7697
galU galK A" rpsL nupG trfA dhfr
F lacl? (lacZ) M15 proA+proB+/
(lac-proAB) thi supE

SmR, Tra*

recAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac [F
proAB laclqZ.M15 Tn10 (Tetr)]
F ©80dlacZaM15 A(lacZYA-
argF) U169 recAl endAl
hsdR17(rs’, m¢") phoA supE44 i
" thi-1 gyrA96 relAl

AmR lacz
Chl R, lacz, cos

SAMBROOK et al., 1989
INVITROGEN

GRANT, 1990

BOLIVAR e BACKMAN
1979

EPICENTRE

SAMBROOK et al., 1989

SIMON, PRIEFFER E
PUHLER, 1983
STRATAGENE

INVITROGEN

INVITROGEN
EPICENTRE



24

3.2 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS DE SOLO

A biblioteca metagen6mica foi construida a partir de uma amostra de solo da
Floresta Atlantica localizada ao longo da rodovia PR 410, conhecida como “Estrada da
Graciosa”, na Serra do Mar do Estado do Parana.

No local da coleta foi demarcada uma area de 1 m? dentro da qual foram
retiradas cinco amostras, representadas por circulos vermelhos (FIGURA 5). Apés a
retirada da camada superficial do solo, composta basicamente de folhas em
decomposicao, aproximadamente 500 g de solo foram coletados numa profundidade O-
10 cm com o auxilio de uma péa. O solo foi colocado em um saco plastico estéril e
armazenado a 4°C até a manipulacdo. Uma fragcdo das amostras de solo (400 g) foi

separada e congelada (- 20°C) para andlises fisico-quimicas e de material organico.

FIGURA 5 - PONTO DE COLETA DE SOLO - Os circulos vermelhos representam os
cinco pontos de coleta dentro de uma area demarcada de 1m? As cinco amostras
foram misturadas e homogenizadas para posterior extracdo do DNA metagenémico.

3.3 EXTRACAO DO DNA DO SOLO

O DNA metagénomico foi extraido e isolado utilizando os reagentes do
PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit de acordo com o protocolo recomendado pelo

fabricante (http://www.mobio.com/files/protocol/12988-10.doc).
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3.4 QUANTIFICACAO DO DNA EXTRAIDO E DO VETOR PUC 19

Para quantificar o DNA extraido da amostra de solo da Floresta Atlantica e do
vetor pUC 19 foi utilizado o Kit Qubit Fluorometer (Invitrogen) seguindo o protocolo do
fabricante
(https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductDetailsep
roductDescription=30354).

3.5 MANIPULACAO DE DNA

Os métodos de purificacdo de plasmideos em tubos de 1,5 mL tipo eppendorf,
digestdo do DNA com endonucleases de restricdo, eletroforese em gel de agar e
agarose, foram executados como descrito em SAMBROOK et al (1989). O gel de
agarose de baixo ponto de fusdo (LMP - Low Melting Point) foi feito em uma
concentracdo de 0,8% de agarose LMP em tampédo TAE 1X. A corrida também foi
efetuada com tampédo TAE 1X, 40V por 4h. Os demais géis foram feitos com tampdao
TBE 1X e a corrida foram efetuadas com o mesmo tampéo. O apéndice 2 apresenta a

composicao dos tampdes TAE e TBE.

3.5.1 EXTRACAO DO DNA DO GEL DE AGAROSE LMP

A fatia de gel foi aquecida a 65 °C e foi adicionado NaCl (concentracéo final de
250 mM), Tris-HCI pH 8 (concentragéo final de 100 mM) e EDTA pH 8 (concentracao
final de 1 mM). Na etapa seguinte foi feito o aquecimento novamente, adicionado um
volume de fenol equilibrado, o tubo entdo foi agitado cuidadosamente por inversao e
centrifugado por 15’ a 13,400 rpm. Apos centrifugacéo, foi coletado o sobrenadante e
adicionado a ele um volume de isopropanol e colocado no gelo por 20, depois foi
centrifugado por mais 20’ a 13,400 rpm. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet
de DNA foi lavado com etanol 80%, novamente centrifugado (5 a 13,400 rpm),
colocado na estufa a 37 °C por 30' para evaporacdo de residuos de etanol e
ressuspendido em 10 uL agua de Milli-Q.
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3.6 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA METAGENOMICA

Duas bibliotecas foram construidas, designadas MAF 1 e MApUC. A biblioteca
metagendmica MApUC utilizou o vetor pUC19 e a estirpe de E.coli DH10B como
hospedeira. Clones desta biblioteca foram sequenciados (primer reverso e universal do
plasmideo) e foi realizada a triagem para as enzimas aminoacido descarboxilase,
quitinase e celulase (descricdo dos meios no item 3.11.1, 3.11.2 e 3.11.3,
respectivamente).

A biblioteca metagenémica MAF 1 foi construida por Helisson Faoro utilizando o
kit comercial EpiIFOS™ Fosmid Library Production Kit (EPICENTRE). Nesta biblioteca,

MAF 1, foi efetuada a triagem para celulase.

3.6.1 PREPARO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES

A estirpe DH10B de E.coli foi crescida em 200 mL de meio SOB (Apéndice 1) até
D.O. 600 entre 0,5 e 0,7. Em seguida a suspensao de células foi incubada em banho de
gelo por 30 minutos e, posteriormente, transferidas para 4 tubos tipo Falcon de 50 mL
os quais foram centrifugados a 5.000 rpm por 5 minutos a 4C em centrifuga Eppendorf
5804R utilizando o rotor de angulo fixo (Eppendorf, modelo F 34-6-38). O precipitado de
células foi lavado duas vezes com agua de Milli-Q (temperatura da agua entre 1 e 4 °C)
e uma terceira e ultima lavagem com glicerol 10% gelado. No final, as células foram
ressuspensas em 1000 pL da mesma solucéo e transferidas para um tubo eppendorf de
1,5 mL.

3.6.2 TRANSFORMACAO BACTERIANA

Para eletrotransformacdo na estirpe DH10B de E.coli aliquotas de 100 pL de
células eletrocompetentes foram misturadas a 1 uL do sistema de ligacdo contendo o
DNA a ser eletroporado. A mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporacéo de
0,2 cm (BioRad) previamente resfriada e colocada na camara de eletroporacdo. As

amostras foram submetidas a um choque elétrico de 2,5 Kv utilizando o eletroporador
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GenePulser Il (BioRad). As células de E.coli foi adicionado 1mL de meio SOC
(Apéndice 1) e incubadas de 30-40 minutos em estufa a 37T, tempo suficiente para
permitir a recuperacdo das células mas ndo a replicagdo. Apds o periodo de
recuperacao, as amostras foram plagueadas em meio sélido LA contento X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) como substrato para a enzima J-
galactosidase na concentracdo de 30 pg/mL. Também foi adicionado ao meio o
antibiético ampicilina (250 pg/mL). Em seguida as placas foram incubadas na estufa a

37 € durante a noite.

3.6.3 COLETA DE CLONES TRANSFORMANTES

As colbnias transformantes (brancas) foram coletadas aleatoriamente com o
auxilio de palitos de madeira e organizadas em placa de 96 pocos contendo 100 yL do
meio liquido TB (Apéndice 1) e ampicilina (250 ug/mL). Apos 20 h crescendo na estufa
a 37 T foi adicionado 100 uL de glicerol 87 % gelado. As placas foram entdo seladas

com adesivos e armazenadas em congelador a -20°C.

3.7 TAMANHO MEDIO DOS INSERTOS

Para determinar o tamanho médio dos insertos na biblioteca MApUC foi feita a
purificacdo de DNA plamidial de 12 clones dos 82 obtidos. Para isso foi utilizado o kit
comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) seguindo o protocolo do fabricante
(http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/giagen/27104.htm). A partir da miniprep foi

feita a digestdo com as enzimas EcoRI e Hindlll, que flanqueiam o sitio BamHI usado
na clonagem. O sistema de restricdo foi de 10 pL, contendo 4 pL de DNA (539 ng de
DNA/uL), 1 pyL tampéo (React2, INVITROGEN), 0,3 pL de cada enzima, 1 uL de RNase
(20 mg/mL) e 3,4 uL de agua de Milli-Q.

3.8 PURIFICACAO DE DNA PLASMIDIAL EM PLACAS DE 96 POCOS

Para crescimento bacteriano foram utilizados blocos de 96 pocos com

capacidade de 2 mL por poco. Em cada poco da placa foi colocado 1,25 mL de meio TB
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contendo 250 pg/mL de ampicilina. As coldnias foram inoculadas com o auxilio de
repicador de 96 pinos e o bloco selado com adesivo perfurado para permitir a aeragao.
As culturas foram incubadas durante 16 horas em estufa a 37C sob agitacao constante
de 180 rpm.

O bloco contendo as culturas crescidas foi centrifugado por 7 minutos a 4000
rpm para sedimentar as células. O meio de cultivo foi retirado e o precipitado de células
lavado com 180 uL de GET (glucose 50 mmol/L, EDTA 10 mmol/L pH 8 e Tris-HCI 25
mmol/L pH 8). Apds descartar o sobrenadante, foi adicionado 80 uL de GET contendo
2,5 pg/mL de RNase. As células foram ressuspensas por agitacdo e a suspensao
transferida para uma microplaca (polipropileno) de 96 pocos, com capacidade para 250
ML e fundo em V. A cada poco da placa foram adicionados 80 uL de solucéao de lise
(NaOH 0,2 mol/L e SDS 1%). A placa foi selada, misturada por inverséo e incubada em
temperatura ambiente por 5 mim. A seguir acrescentou-se a cada poc¢o 80 pL de KoAc
3 mol/L pH 5,2 gelado e misturou-se por inversdo. A placa foi deixada 10 minutos a
temperatura ambiente e entdo incubada aberta em estufa a 90°C por 30 minutos. Apés
esse tempo, a placa foi resfriada em banho de gelo por 10 minutos e centrifugada mais
10 minutos (4000 rpm, 4°C). O sobrenadante foi entdo coletado e transferido para uma
placa de 96 pocos Millipore (MAGV N22), fixada sobre uma placa de fundo “V” de 250
ML e o conjunto centrifugado (sem a tampa) por 5 minutos a 4000 rpm. Ao filtrado que
passou para a microplaca adicionou-se 100 uL de isopropanol e em seguida
centrifugou-se por 45 minutos a 4000 rpm. O precipitado de DNA foi entdo lavado com
150 pL de etanol 70% e secado em estufa a 37°C por 15 minutos. Em seguida o DNA

foi dissolvido em 30 yL de agua ultra pura.

3.9 SEQUENCIAMENTO DE DNA PLASMIDIAL

O sequenciamento de DNA foi realizado em placas de 96 pocos utilizando o
método cujo principio foi descrito por SANGER et al (1977). Foram utilizados
dideoxinucleotideos fluorescentes, separacdo em eletroforese capilar e deteccdo do
fluoréforo apos excitagdo com laser em sequenciador automéatico MegaBACE 1000 (GE
HealthCare). O sistema de reacéo foi constituido de aproximadamente 250 ng de DNA

de fita dupla, 3,25 pmol de iniciador, 3 pyL de reativo ET terminador mix (GE HealthCare)
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e agua ultra pura suficiente para 7,5 yL. A reacdo de sequenciamento foi conduzida em
termociclador Eppendorf Master Cycler Gradient 5331 com as seguintes condi¢des: 1
ciclo de 95T por 1 minuto seguidos de 35 ciclos de 94T por 20 segundos e 62T por 2
minutos. A seguir o produto das reacdes foi purificado adicionando-se a cada poco 12,5
ML de agua ultra pura, 2 pL de acetato de amdnio 7,5 mol/L e 3 volumes de etanol 96%.
O DNA foi coletado por centrifugacdo a 4000 rpm por 45 minutos, lavado com 150 pL
de etanol 80% e seco em estufa a 37°C. O DNA seco e purificado foi dissolvido em
agua e aplicado no sequenciador automatico. Cada placa sequenciada foi aplicada
duas vezes no sequenciador automatico para aumentar o numero leituras de cada

clone.

3.10 ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS.

As sequéncias geradas foram comparadas com as do banco de dados GenBank
do NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando o programa Blastx
(ALTSCHUL et al, 1997) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) para identificacdo dos

genes presentes nos insertos.

3.11 TRIAGEM FUNCIONAL DAS BIBLIOTECAS METAGENOMICAS

A analise funcional das bibliotecas metagendmicas foi realizada através da
visualizacdo das coldnias crescidas em placas de Petri descartaveis (15 cm de
didmetro) contendo meio soélido capaz de identificar clones positivos através da

formacédo de halo ou mudanca na coloragcédo do meio.

3.11.1 DETECCAO DE AMINOACIDO DESCARBOXILASE

Foi utilizado como base o meio descrito por Bover-Cid e Holzapfel (1999)
(denominado como improved medium) (TABELA 5). As seguintes modificacbes foram
introduzidas: 1- omissédo de glucose (fonte de carbono); 2- omissdo de carbonato de
calcio (utilizado para evitar declinio do pH causado pela fermentacdo da glucose); 3-

Adicdo de um polivitaminico do complexo B (EMS complexo B) para suprir a
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necessidade de piridoxal-5-fosfato. Os aminoacidos utilizados foram: L-Tirosina, L-
Ornitina, L-Lisina e L-Histamina (VETEC). Para detectar clones produtores de
aminoacido descarboxilase o meio continha o indicador de pH purpura de bromcresol
(pH 5,3 - 6,8).

TABELA 5 - COMPOSICAO (%) DO MEIO PARA DESCARBOXILASES.

COMPONENTES IMPROVED MEDIUM

Triptona 0.5
Extrato de levedura 0.5
Extrato de carne 0.5
Cloreto de sédio 0.25
Glucose 0.05
Tween 80 0.1
MgSOy, 0.02
MnSQy 0.005
FeSQ 0.004
Citrato de Amobnia 0.2
Tiamina 0.001
KoPOy 0.2
CaCQ 0.01
Piridoxal-5-Fosfato 0.005
Aminoacido 1.0
Parpura de bromo cresol 0.006
Agar 2.0
pH 5.3

FONTE: BOVER-CID e HOLZAPFEL (1999)

3.11.2 DETECCAO DE QUITINASES

Ensaios para identificar a produgéo de quitinase foram feitos pelo monitoramento
da degradacao de quitina incorporados ao meio de cultura. Embora esses ensaios
tenham uma limitada sensibilidade, eles representam um simples e acessivel método
para identificar microrganismos quitinoliticos.

A triagem funcional para quitinases foi feita através da adi¢cdo de quitina em po
(0,5 % p/v) ao meio LB &gar (Lisogenic-Broth Agar) (RONDON et al., 2000). Os clones
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capazes de degradar quitina devem apresentar um halo claro ao redor da colbnia,
normalmente com 1-2 mm de diametro (HOWARD, 2003). As placas de triagem foram

incubadas por 5 dias a 37°C.

3.11.3. DETECCAO DE CELULASE

Os clones da biblioteca metagenémica MAF 1 e da biblioteca MApUC foram
repicados para placas de petri em meio LB agar suplementado com 0,5% de CMC.
Apo6s 5 dias de incubagdo em estufa a 37°C, as placas foram cobertas com 15 mL de
uma solucdo de vermelho congo (0,2%) e incubadas por 20 min sob agitacdo a
temperatura ambiente para permitir a interacdo do corante com o polissacarideo. Apés
iSs0, 0 excesso de corante foi retirado e foi adicionado uma solug¢éo de NaCl 1mol/L (15
mL por placa) e novamente as placas permaneceram sob agitacdo por 20 min. O NacCl
foi adicionado para maximizar a interagdo do corante com o polissacarideo
(RUIJSSENAARS e HARTMANS, 2001). Apos a retirada da solucdo salina as placas
foram lavadas com &gua desmineralizada. Quando ocorre degradacdo de CMC e
possivel visualizar a formagéo de halos mais claros (alaranjados) contrastando com a

cor vermelha da placa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. COLETA DO SOLO DA FLORESTA ATLANTICA.

Foram coletadas amostras de solo na Serra do Mar do Estado do Paran&a a 5 km
a partir do inicio da serra (Altitude de 900 m em relacdo ao nivel do mar), adotando
como marco zero o portal de entrada da Estrada da Graciosa. Foi preciso adentrar na
floresta para coletar amostras em pontos onde a interferéncia antropica fosse minima.

Andlises fisico-quimicas e de material organico revelaram um solo com acidez
elevada (pH 3,70) e o teor de matéria organica foi considerado baixo (20,8 g/dm®)
(FAORO, 2006).

4.2 EXTRACAO DO DNA TOTAL DAS AMOSTRAS DE SOLO

O DNA metagendmico foi extraido e isolado no mesmo dia da coleta utilizando o
PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit de acordo com o protocolo recomendado pelo

fabricante (http://www.mobio.com/files/protocol/12988-10.doc). Esse Kit de extracao

utiliza o método direto de extracdo. Comparando a faixa do DNA extraido com a do
marcador de tamanho molecular de 5 Kpb (5Kb DNA Ladder, Invitrogen) é possivel
observar que a amostra apresentou quantidade significativa de DNA de alta massa
molecular (> 40 Kb) (FIGURA 6). O DNA metagendmico extraido do solo apresentou

elevada concentracéo (539 ng/uL), e razoavel integridade (massa molecular > 40 Kpb).



33
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FIGURA 6. PERFIL ELETROFORETICO DO DNA EXTRAIDO DO SOLO DA MATA
ATLANTICA —O DNA foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose 0,7%.
Corrida a 30 V, 5 h de corrida em tampdo TBE 1X. 5Kpb DNA Ladder (Invitrogen);
GeneRuler 1Kpb DNA Ladder (Fermentas).

4.3 QUANTIFICACAO DO DNA EXTRAIDO E DO VETOR PUC 19

A concentracdo de DNA total apds a extracéo foi de 269,5 ug diluido em 500 yL
de 4gua de Milli-Q. A concentracao do vetor foi de 5 ng/uL.

4.4 RESTRICAO DO DNA METAGENOMICO COM SAU3A E SELECAO DOS
FRAGMENTOS

Foi efetuada uma curva de restricdo com a enzima Sau3a para determinar a
concentracdo necessaria para clivar o DNA metagendmico total (FIGURA 7). O DNA
metagendmico foi submetido a restricdo com a enzima Sau3a (Invitrogen) com tampao
React4 (Invitrogen). O método utilizado foi baseado em diluicdes seriadas da enzima,
comecando com 4 unidades (0,5 pL). O sistema de restricdo de 20 pL continha no tubo

namero “1”, 2 uL de DNA (aproximadamente 1 ug de DNA), 2 pL de tampéo (10x), 0,5
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ML de enzima (4 unidades) e 15,5 yL de agua de Milli-Q. Os demais tubos continham 1
Mg de DNA, 1 uL de tampéo (10x) e 7,7 uL de agua Milli-Q, ndo contendo enzima. Do
sistema do tubo inicial foi retirado 10 pyL e passado ao segundo tubo. Apds
homogenizar, 10 yL do segundo foi retirado e passado ao terceiro tubo e assim até o
décimo primeiro tubo, que no final continha 0,02 unidades de enzima por pL.
Concentracbes de 0,04 e 0,08 unidades de enzima por uL apresentaram a maior

concentracao de DNA na faixa desejada (8-10 Kpb).

KL | 1 | 2 | 314 | 5 |6 | 7 |8 |2 [0 LL|SKEs

10.000
8.000
6.000
5.000

4.000
3.500
3.000
2.500

2.000

1.500

1.000
750

50C

FIGURA 7 - DETERMINAGAO DA CONCENTRAGCAO DE SAU3A PARA DIGESTAO
DO DNA METAGENOMICO - Eletroforese em gel de agarose 0,7%. Corridaa 30V, 5 h
de corrida em TBE 1X. 1) Sem diluicdo; 2) 2 x diluido; 3) 4 x diluido; 4) 8 x diluido; 5) 16
x diluido; 6) 32 x diluido; 7) 64 x diluido; 8) 128 x diluido; 9) 256 x diluido; 10) 512 x
diluido; e 11) 1024 x diluido (n&o cortado). Tempo de restricdo foi de 15 minutos. 5Kpb
DNA Ladder (Invitrogen); 1Kpb DNA Ladder (Fermentas).

A clivagem do DNA metagendmico total para selecdo dos fragmentos de
tamanhos desejados foi feita com 0,08 unidades de Sau3a por pyL. Cada sistema de
restricdo de 100 uL continha 36 yL de DNA (19,5 ug de DNA) , 10 pL de tampéo, 1 uL
de enzima (0,08 unidades) e 53 yL de agua de Milli-Q (FIGURA 8).
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FIGURA 8. PERFIL ELETROFORETICO DO DNA METAGENOMICO CLIVADO COM A
ENZIMA SAU3A - O sistema de restricdo foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,5%, 50 V, 4 h de corrida em tampé&o TBE 1X. 5Kpb DNA Ladder (Invitrogen);
1, 2 e 3 sistema de restricdo incubado por 15 minutos; 4 Controle (DNA metagenémico
nao clivado).

Foi retirada uma faixa de DNA, entre 25-40 Kpb, para fazer a excisdo no gel de
agarose de LMP. A FIGURA 9 apresenta o perfil eletroforético do DNA metagenémico
extraido do gel de agarose de LMP com tamanho na faixa de 10-15 Kpb,

aproximadamente.
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FIGURA 9. PERFIL ELETROFORETICO DEPOIS DA EXTRACAO DO GEL DE
AGAROSE DE LMP - Gel de agarose 0,8 %, 40 V, 4h de corrida em tampdo TAE 1X.
5Kpb DNA Ladder (Invitrogen); 1Kpb DNA Ladder (Fermentas).

4.5 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA METAGENOMICA

A biblioteca MApUC pode ser considerada como uma biblioteca metagenémica
protétipo construida para testar o principio da metagendmica, 0 acesso a informagao
genética dos microrganismos ainda néo cultivaveis. A FIGURA 10 apresenta o perfil de
restricdo de doze clones da biblioteca MApUC. Atravées desse perfil foi possivel estimar
o tamanho médio dos insertos. Esta biblioteca € composta por 82 clones com insertos
entre 9-10 Kpb e foi mantida em placa de Elisa (96 pocos) a -20 °C.

O baixo numero de clones obtidos (82) pode ser devido ao fato dos utilizados
fragmentos foram relativamente grandes (> 10 Kpb) para inserir em plasmideos.
Vetores do tipo plasmideo geralmente sdo estaveis com insertos de até 5 Kpb. Outro
fato que provavelmente tem relacdo com o fator do tamanho do inserto é que muitos
dos 82 clones coletados inicialmente ndo cresceram quando repicados em meio de
cultivo padrdo com ampicilina (antibiético que o plamideo pUC confere resisténcia). E

possivel que esses clones tenham perdido ou “expulsado” seus plamideos porque estes
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podem ter se tornado instaveis. Outra possibilidade é que o inserto produza alguma
substancia téxica para a bactéria hospedeira. Neste caso, mesmo o inserto produzindo
substancias com moderada toxicidade, o alto nimero de copias do plasmideo dentro da
célula hospedeira poder ser letal.

A biblioteca MAF 1 contém 34.560 clones cujo tamanho de insertos varia entre
35-40 Kpb (FAORO, dados nao publicados). Esta biblioteca foi utilizada para efetuar a

triagem para celulase.

[ 112131 4151617 819 10]11[12|1Ks

250

FIGURA 10. PERFIL DE RESTRICAO COM AS ENZIMAS ECORI E HINDIII DE 12
CLONES DA BIBLIOTECA MAPUC - Eletroforese em gel de agar 1%, 80 V, 1 h de
corrida em tampé&o TBE 1X. 1) clone MapUC A1l; 2) clone MapUC A2; 3) clone MapUC
A3; 4) clone MapUC A4; 5) clone MapUC A5; 6) clone MapUC AG6; 7) clone MapUC A7,
8) clone MapUC AS8; 9) clone MapUC A9; 10) clone MapUC A10; 11) clone MapUC Al1;
e 12) clone MapUC A12. 1Kpb DNA Ladder (Fermentas).
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As extremidades dos insertos de 39 clones foram sequienciadas. Obtivemos 47

sequUéncias as quais foram comparadas com o banco de dados do NCBI utilizando o

programa Blastx. O resultado da comparacdo das sequéncias obtidas com os bancos

de dados (Swissprot protein sequences e Non-redundant protein sequences) é

apresentado em detalhes na TABELA 6.

TABELA 6. COMPARACAO DO SEQUENCIAMENTO PARCIAL DOS INSERTOS DA

BIBLIOTECA MAPUC COM O BANCO DE DADOS DO NCBI

PROGRAMA BLASTX.

DOMINIO BACTERIA

Clone

MApUC — C4u
MApUC - B11r
MApUC — C10r

MApUC - B5u
MApUC - D2u
MApUC — A5r
MApUC - Cé6r
MApUC - B6u
MApUC - C1lu
MApUC — A7u

MApUC — C8r
MApUC — A9u

MApUC - C1r
MApUC - B10u
MApUC — A3u
MApUC — Al0r
MApUC - Alu

MApUC - B12u

MApUC — A2u
MApUC — D10u

MApUC — C3r
MApUC — A1lu
MApUC — A12u
MApUC — E7u

MApUC — C5r

MApUC — B2u

Proteobacteria ()
Proteobacteria ()
Proteobacteria ()

Proteobacteria ()
Proteobacteria (B)
Proteobacteria ()
Proteobacteria ()
Proteobacteria ()
Proteobacteria (o)
Proteobacteria (a)

Proteobacteria (o)
Proteobacteria (a)

Proteobacteria (a)
Proteobacteria (o)
Proteobacteria (a)
Proteobacteria (y)
Proteobacteria (y)

Proteobacteria (y)

Proteobacteria (y)
Proteobacteria (y)

Proteobacteria (y)
Proteobacteria (y)
Proteobacteria (3)
Proteobacteria (3)

Proteobacteria (8)

Proteobacteria (g)

Género/Espécie

Bordetella pertussis
Hydrogenophaga sp
Thauera sp

Burkholderia phymatum
Ralstonia eutropha

Ralstonia solanacearum UW551
Comamonas testosteroni

Nitrosospira multiformis
Rhizobium meliloti
Bradyrhizobium japonicum
Oceanicola granulosus
Agrobacterium vitis

Sphingomonas sp.

Stappia aggregata
Xanthobacter autotrophicus
Xanthomonas oryzae
Chromohalobacter salexigens

Aeromonas hydrophila subsp.
hydrophila ATCC

Haemophilus influenzae
Buchnera aphidicola (Baizongia
pistaciae)

Saccharophagus degradans
marine gamma proteobacterium
Desulfovibrio sp

Myxococcus xanthus
Anaeromyxobacter

dehalogenans
Campylobacter jejuni

Proteina/Enzima

Protein bugT precursor
CO dehydrogenase subunit
4-hydroxybenzoyl-CoA reductase
subunit gamma

Alcohol dehydrogenase, zinc-
binding

Twin-arginine translocation
pathway signal

putative phosphohydrolases, Icc
family

transcriptional regulator, LUuxR
family

Glucose-6-phosphate isomerase
Hypothetical protein RO0370
hypothetical protein bll6470
vdcc protein

UPFO0065 protein in the TAR-I
ttuE-ttuC' intergenic region
precursor

transposase

ribonuclease E

Ribonuclease E and G
DNA-invertase

Polyprenyl p-hydroxybenzoate
decarboxylase

27 kDa antigen Cfp30B

Ribonuclease E (RNase E)
Putative truncated ribonuclease E
(RNase E)

regulatory protein, LuxR

putative oxidoreductase
Aldehyde oxidoreductase
(Molybdenum iron sulfur protein)
RNA polymerase sigma factor
rpoD (Sigma-80)

UbiD family decarboxylases

Catalase

Valor de e

le-16
9e-40
le-27

2e-62
3e-56
3e-09
4e-04
5e-24
8e-23
4e-31

3e-32
2e-16

le-18
7e-58
7e-61
le-42
le-19

de-14

le-27
2e-23

le-18
2e-29
4e-23

5e-18

3e-15

le-10

G+C

60

58
59

56

61

66

59

53

ATRAVES DO

Tamanho do
inserto
seglienciado
093
176
149

327
187
226
438
397
148
086

179
374

417
619
539
136
196

371

289
463

236
451
370
446
258

376
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MApUC — B4u
MApUC — E5r

MApUC — B6r
MApUC - B3r
MApUC — Adu

MApUC — E6r
MApUC - D1u
MApUC — A8u

MApUC — C3u
MApUC — C8u

MApUC — E4r
MApUC - B8u
MApUC - B11u
MApUC — A8r

MApUC — C4r
MApUC — B4r
MApUC — A6u

MApUC — A7r
MApUC - B7u

Acidobacteria
Acidobacteria

Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes
Chloroflexi
Chloroflexi

Bacteroidetes
Deinococcus-
Thermus
Aquificae
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria

Cyanobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria

Acidobacterium capsulatum
Solibacter usitatus

Thermoanaerobacter
ethanolicus
Bacillus subtilis

Thermoanaerobacter
tengcongensis

Moorella thermoacetica
Roseiflexus castenholzii
Roseiflexus sp. RS-1

Microscilla marina ATCC 23134
Thermus thermophilus

Aquifex aeolicus
Synechococcus sp
Gloeobacter violaceus
Anabaena variabilis

Nostoc sp

Symbiobacterium thermophilum
Streptomyces avermitilis MA-
4680

Mycobacterium tuberculosis
Kineococcus radiotolerans

major sigma factor RpoD
Glyoxalase/bleomycin resistance
protein/dioxygenase
ref|ZP_00779340.1] AAA ATPase,
central region

Probable xanthine dehydrogenase
subunit E

uncharacterized ATPase

sigma 38 (RpoS)
(2Fe-2S)-binding

hypothetical protein
RoseRSDRAFT_4021
conserved hypothetical protein
3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate
carboxy-lyase UbiD
Hypothetical protein ag_1612
amidohydrolase family protein
glucose-6-phosphate isomerase
UDP-glucose/GDP-mannose
dehydrogenase

hypothetical protein alr3749
RNA polymerase sigma factor
decarboxylase SCD6910

Mycocerosic acid synthase
hypothetical protein
KradDRAFT_2500

3e-23
le-41

7e-53

2e-20

8e-46

7e-19
le-43
6e-14

2e-18
4e-11

2e-11
2e-13
3e-23
6e-25

le-10
le-18
le-28

2e-12
3e-12

62
61

63

59

160
327

213

099

196

211
167
459

243
128

275
341
171
452

129
280
341

115
168

DOMINIO ARCHAEA

MApUC - B7r

MApUC — E3u

Crenarchaeota

Euryarchaeota

Género/Espécie

Aeropyrum pernix

Methanosarcina barkeri

Proteina/Enzima

aldehyde dehydrogenase, small
subunit
NADPH:quinone reductase

Valor de e

6e-30

G+C
(%)

58

Tamanho do
inserto
seglienciado

313

FONTE: O Autor.

Do total

de clones sequenciados da biblioteca MApUC, 45 continham

similaridade com genes de membros do dominio Bacteria e 2 para o dominio Archaea

(TABELA 6). Estes resultados contrastam com o sequienciamento de uma biblioteca de

16S rDNA do solo da Floresta Atlantica Paranaense que ndo continham nenhum clone
com similaridade para Archaea (FAORO, 2006). COTTRELL et al (2005) realizou um

estudo sobre a diversidade bacteriana no rio Delaware (Estados Unidos) comparando

uma biblioteca metagendmica e uma biblioteca de 16S rDNA. Segundo esse estudo,

ambas bibliotecas falham em representar a diversidade bacteriana porque, por

exemplo, certos grupos tal como cytophagas néo estédo representados. COTTRELL et al

(2005) complementa que as diferencas entre as bibliotecas podem ser devido a fatores

adicionais tal como variagées no tamanho do genoma, numero de copias do gene rRNA

e conteudo ribossomal.
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Enquanto as anélises do gene 16S rDNA apresentam informacdes valiosas sobre
diversidade e evolucdo da populacdo de microrganismos, estas analises ndo cobrem
toda a complexidade da diversidade procariética (STEELE e STREIT, 2005). O gene
16S rDNA representa em média aproximadamente 0,05% do genoma e tem sido
demonstrado que microrganismos com sequéncias 16S rDNA idénticas podem ter seus
genomas muito diferentes e mostrar diferencas marcantes na fisiologia como, por
exemplo, temperatura 6tima de crescimento (JASPERS e OVERMANN, 2004).

Sequéncias similares a genes de organismos de interesse biotecnolégico foram
encontrados em ambas bibliotecas, MApUC e na biblioteca de 16S rDNA do solo da
Mata Atlantica. Podemos destacar entre as seqUéncias da biblioteca MapUC
representante das gama-Proteobacteria (Saccharophagus degradans) e Archaea
(Methanosarcina barkeri, filo Euryarchaeota) que degradam celulose (TAYLOR et al.,
2006; MILLER et al., 2000; respectivamente). A biblioteca de 16S rDNA do solo da
Floresta Atlantica também continha um clone com sequéncias 99 % de similar a do
género Chitinophaga, filo Bacteroidetes (FAORO, 2006), que possui espécies capazes
de degradar quitina (SANGKHOBOL e SKERMAN, 1981). A biblioteca MApUC
analisada nesse trabalho contém sequUéncias similares as dos microorganismos
termofilicos Thermoanaerobacter sp. (Firmicutes), Symbiobacterium thermophilum
(Actinobacteria), Thermus termophilus (Deinococcus-Thermus), Aquifex aeolicus
(Aquificae), Synechococcus sp (Cyanobacteria), Aeropyrum pernix (Crenarchaeota) e
Roseiflexus castenholzii (Chloroflexi). Microorganismos termofilicos possuem potencial
para aplicagdo em processos biotecnologicos principalmente devido a estabilidade de
seus produtos génicos em altas temperaturas.

Podemos destacar clones com sequéncias similares a genes de organismos
patogénicos como, por exemplo, Mycobacterium tuberculosis (tuberculose), Bordetella
pertusis (coqgueluche), Ralstonia solanacearum (patdégenos de solanaceas). Também
podemos destacar sequUéncias similares para enzimas como aminoacido
descarboxilases, envolvidas na formacg&o de aminas que executam importantes fungdes
metabdlicas em humanos, especialmente no sistema nervoso e no controle da pressao
sanguinea (HALASZ et al., 1994).
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4.7 DETECCAO DE CLONES EXPRESSANDO AMINOACIDO DESCARBOXILASE

O primeiro passo foi testar o meio para triagem de atividade para aminoacido
descarboxilases utilizando estirpes de E.coli para selecionar estirpes hospedeiras mais
adequadas para essa biblioteca metagen6mica. Assim, estirpes que apresentarem
mudanca na coloragdo ndo poderiam ser utilizadas como hospedeiras, pois interfeririam
gerando falsos positivos na triagem. As estirpes de E.coli utilizadas nos testes forma as
seguintes: S 17.1, Top 10, XL 1 blue, DH5,DH5 a, RR 1, 71.18 e DH 10 B.

Foram utilizadas trés variagbes do meio em placas de petri (9 cm de didmetro): a
primeira com o meio basico mais aminoacidos L-histidina, L-ornitina e L-lisina (FIGURA
11 A), a segunda com o meio basico mais aminoacidos L-histidina, L-ornitina, L-lisina e
L-tirosina (em pd) (FIGURA 11 B) e uma terceira apenas com meio basico sem adicao
de aminoacido (meio controle) (FIGURA 11 C). As estirpes foram inoculadas e as
placas permaneceram 24 h incubadas a 37 °C.

Os aminoécidos L-histidina, L-lisina e L-ornitina foram solubilizadas em agua e
adicionados a partir de solugdes concentradas (0,1 g/mL, 0,4 g/mL e 0,4g/mL,
respectivamente) e o aminoacido tirosina foi adicionado diretamente ao meio na forma
sélida. Devido a baixa solubilidade do aminoéacido L-Tirosina (0,4g/l H,0 25°C), houve a
formacédo de um precipitado no meio que a continha. Segundo Bover-Cid e Holzapfel
(1999) o consumo de tirosina poderia ser observado pela formacdo de um halo claro ao
redor da coldnia, que € o resultado do consumo da tirosina e remoc¢ao do precipitado.
Houve apenas mudanca na coloracdo do meio ao redor de algumas estirpes, ndo sendo
possivel visualizar formacdo de halo. Essa mudanga na coloracdo indica aumento do

pH (5,3 - 6,8) e possivelmente formacéo de aminas (Bover-Cid e Holzapfel, 1999).
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FIGURA 11. TESTES PARA DETECTAR AMINOACIDO DESCARBOXILASES - A)
Meio basico com adicdo dos aminoacidos L-histidina, L-ornitina e L-lisina. B) Meio
basico com adicao dos aminoacidos L-histidina, L-ornitina, L-lisina e L-tirosina. C) meio
basico sem adicédo de aminoacido (meio controle). Placas incubadas por 24 h a 37 °C.
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Uma deficiéncia encontrada com o meio de referéncia esta relacionada com o
meio controle (FIGURA 11 C), o qual ndo contém aminoacido. Este meio controle
também apresentou mudanca na coloracdao. Esta mudanca na coloracdo, entretanto, foi
de menor intensidade em relacdo ao meio suplementado com aminoacidos. A presenca
de aminoacido no extrato de levedura, extrato de carne e triptona pode ter ocasionado
essa mudanca de coloracdo no meio controle. Outro detalhe € que algumas bactérias
comecam a apresentar mudancga na coloracédo com 12 h de incubacgéo e essa mudanca
pode se propagar pela placa e encobrir a mudanca de coloragdo por outras bactérias
ou, gerar falsos positivos. Nos testes iniciais este problema néo foi marcante porque as
estirpes estavam a uma boa distancia entre si. Porém, a utilizagdo desse meio para
triagem em uma biblioteca metagen6mica, onde geralmente 96 clones crescem por
placa, apresenta dificuldades em detectar quais clones realmente sdo positivos. Em
relacdo a triagem de bibliotecas metagendmicas outro agravante é a utilizacdo de
substratos insolUveis, neste caso a tirosina. Este agravante ndo é so pelo fato de que
substratos insollUveis tornam mais dificil o0 acesso das enzimas, mas também por ndo
ter como garantir uma distribuicdo de substrato homogénea. Dessa forma, nado foi
possivel realizar a triagem para producdo de aminas biogénicas utilizando o meio

proposto Bover-Cid e Holzapfel (1999).

4.8 DETECGAO DE CLONES EXPRESSANDO QUITINASE

A triagem funcional para quitinases foi feita através da adi¢cdo de quitina em po
(0,5 % p/v) ao meio LA (Lisogenic-Broth Agar) (RONDON et al., 2000). Os clones da
biblioteca metagenémica MApUC foram inoculados e a placa de triagem foi incubada
por 5 dias a 37°C.

Degradar quitina a niveis detectaveis em placa de petri (formacéo de halo) € um
processo lento devido ao fato de que os polimeros de quitina sao estruturas cristalinas
altamente ordenadas e insolUveis em &agua, o que torna dificil 0 acesso da enzima a
ligacdo B-(1— 4) entre os monémeros de N-acetil-D-glucosamina. Com cinco dias de
incubacdo a 37 °C a biblioteca MapUC n&o apresentou nenhum clone positivo para

quitinase.
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4.9 DETECCAO DE CLONES EXPRESSANDO CELULASE

Assim como no caso da quitina, a celulose também é um polimero insoltuvel e
compacto, sendo dificil o acesso da enzima ao sitio de hidrélise. Alguns substratos
derivativos da celulose podem ser dissolvidos em agua devido a modificacbes quimicas.
A CMC, que possui substituicdes polares, € um exemplo desses derivados. Neste caso
foi utilizado um corante (vermelho congo) para aumentar a sensibilidade do
experimento e tornar mais facil a visualizacdo de halo de degradacéo. Os testes iniciais
para validacdo do meio para identificar celulase foram feitos como descrito no item
3.11.3. Bactérias isoladas do solo de mangue (Couto G. H., resultados nao publicados)
foram utilizadas como controle positivo. Um destes isolados, pertencente ao género
Vibrio, apresentou atividade formando um halo caracteristico de atividade celulolitica
(FIGURA 12). Neste teste inicial foram usadas mais dois isolados do mangue (ambos
do género Bacillus) e a estirpe de E.coli (EPI 300) utilizada como hospedeira na
biblioteca MAF 1, mas nenhuma dessas formou halo de degradacéo (FIGURA 12).

O sequenciamento parcial dos clones da biblioteca MapUC e o sequenciamento
da biblioteca de 16S rDNA do solo da Floresta Atlantica Paranaense (FAORO, 2006)
revelou que o solo da Floresta Atlantica possui microrganismos com potencial para
degradar celulose. Todavia, entre os 34.540 clones da biblioteca MAF 1 e 82 clones da
biblioteca MApUC testados para atividade celulolitica, nenhum apresentou atividade
detectavel. Quatro fatores podem influenciar na triagem de bibliotecas metagendmicas.
Primeiro, o gene precisa estar completo no inserto para poder ser expresso.
Considerando que um gene em média tem 1 Kpb, e cada inserto da biblioteca
metagendmica MAF1 possui em média 40 Kpb, cada inserto pode conter cerca de 40
genes completos. Segundo, a bactéria hospedeira precisa ser capaz de expressar esse
gene heterdlogo. Estudos realizados com 32 genomas diferentes indicam que o nivel de
expressao de genes metagendmicos em E.coli é de aproximadamente 40 % (GABOR et
al 2004). Os mesmos estudos indicam grande diferenca na expressdo de genes de
diferentes filos, estimando que somente 7% dos genes representativos da classe das
Actinobacterias seriam expressos de maneira independente em uma E.coli, comparado
com 73% dos genes de origem dos Firmicutes (GABOR et al 2004). Terceiro, também é

necessario que o produto da expressao do gene metagendmico seja exportado para o
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meio onde esta presente o substrato. Quarto, é imprescindivel um método de triagem
capaz de detectar um clone positivo, seja por formacéo de halo, interagdo com corante
ou mudanca de pH. Por causa desse fatores, h4 a necessidade da construcdo de
bibliotecas metagenémicas com grande numero de clones, aumentando a probabilidade
de um fragmento de DNA heterdlogo transpor essas etapas.

Uma estratégia para aumentar o indice de clones positivos em uma biblioteca
metagendmica é fazer um enriqguecimento da amostra ambiental antes da extragdo do
DNA. REES et al (2003) construiu duas bibliotecas metagenémicas com DNA extraido
de amostras enriquecidas do Lago Nakuru. As amostras foram enriquecidas em meio
minimo alcalino e para uma das amostras também foi adicionado CMC. A incidéncia de
clones positivos foi quase trés vezes maior na biblioteca que teve sua amostra
enriguecida com CMC (1/57 Mpb contra 1/150 Mpb da amostra sem CMC no

enriquecimento).
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FIGURA 12. MEIO UTILIZADO PARA DETECTAR CLONES EXPRESSANDO
CELULASE - O meio LB foi suplementado com 0,5 % de CMC. A atividade celulolitica
foi revelada com vermelho congo (0,2%) e NaCl (1M). A) Apés cinco dias de incubacao
a 37 °C. B) Em destaque o halo de degradac&o da CMC.
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5. CONCLUSOES

- Uma biblioteca metagen6mica foi construida comADdd solo da Floresta Atlantica
Paranaense. Esta biblioteca, denominada MApUGynibasta por 82 clones com insertos entre
9-10 Kpb.

- Através da triagem baseada na seqiéncia verfeoque o DNA metagendmico
apresenta grande diversidade microbioldégica e pienpara aplicacdo em processos
biotecnoldgicos.

- A triagem de 34560 metaclones da biblioteca MApara celulase utilizando vermelho
congo ndo revelou um Unico positivo.

- O método para deteccdo de aminoacido descaaexiltilizando o indicador de pH
purpura de bromo cresol, embora indicado na lileaatrevelou-se inadequado para triagem de
bibliotecas metagendmicas.
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APENDICE 1 - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Meio Terrific Broth:

Bacto-triptona 12 g/L
Extrato de levedura 24 g/L
Glicerol 4 mL/L
Meio Lisogenic-Broth Agar (LA):

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NaCl 10 g/L
Agar 15 g/L
Meio Lisogenic-Broth (LB):

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NacCl 10 g/L
Meio SOB:

Bacto triptona 20
Extrato de levedura 5
Cloreto de sédio 0,584 g/L
Cloreto de potassio 0,186 g/L
Agua destilada q.s.p. 1L
Meio SOC:

Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NacCl 0,6 g/L
KCI 0,19 g/L
MgClI2 0,94 g/L
MgSO4 1,2 g/L
Glucose 3,6 g/L
Agua destilada g.s.p. 1L
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APENDICE 2 — COMPOSICAO DOS TAMPOES UTILIZADOS NAS

ELETROFORESES

Tris-borato-EDTA 10X (TBE):

Tris base 108 g
EDTA 0,5 M pH 8,0 40 mL
Acido Borico 55 g
Agua destilada g.s.q. 1000 mL
Tris-acetato-EDTA 10X (TAE):

Tris base 48,4 ¢
EDTA 0,5 M pH 8,0 20 mL
Acido Acético glacial 11,42 mL
Agua destilada g.s.q. 1000 mL
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