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EXTRATO

AMORIM, Jaime Henrique, M.S., Universidade EstadimlSanta Cruz, Ilhéus, fevereiro
de 2007. APLICACAO DA METAGNOMICA DE SOLOS VISANDO A
IDENTIFICA(;AO DE NOVOS AGENTES ANTIMICROBIANOS . Orientador: Julio
Cézar de Mattos Cascardo. Co-orientador: Jodo £adixeira Dias.

Um grama de solo de floresta contém, em estimadixa células procariéticas.
Baseado na reassociagdo cinética de DNA isoladdes solos, 0 nUmero de genomas
procariotos distintos tem sido estimado no intende 2.000 a 18.000 por grama de solo,
tornando este um dos mais desafiadores ambientegsaisapara os microbiologistas.
Partindo-se da premissa de que menos de 1% dosamganismos presentes nos solos séo
cultivaveis, a metagenémica, uma analise gendmib@piendente de cultivo aparece como
a melhor ferramenta para entender e explorar tosisa ealiversidade. O termo
metagendmica é derivado do conceito estatistiometa-analise (0 processo de combinar
estatisticamente analises distintas) e gendmican@ise compreensiva do material
genético de um organismd}ssa tecnologia possibilita acessar informacdesierl de
filogenia como também isolar e clonar novos gerespansaveis pelas mais diversas
funcdes. Entretanto, alguns aspectos em metagea@uormencional limitam o potencial
de estudos filogenéticos e exploracdo biotecnaddgios solos, tais como dificuldades
encontradas nos processos de clonagem em funcaoo-@xtracdo de substancias
interferentes juntamente com o DNA metagendmico exdg de eficiéncia na
representatividade genética e funcional induzidaspmetodologias de extracdo de DNA
utilizadas até o0 momento. Mas neste trabalho é&aptada uma alternativa para diminuir
consideravelmente a perda de eficiéncia na repmdsedade bem como facilitar o
processo de clonagem de DNA de solo, baseada nuetadofogia simplificada de
extracao direta e na clonagem de sequéncias métagers amplificadas ao acaso através
de reacGes de RAPD em vetores T/A. Desta formadssivel representar de forma mais
ampla e fiel a microbiota contida nas amostras de. sAléem disso, o potencial
biotecnoldgico desta técnica foi comprovado atrad@sdentificacdo de um clone com
atividade antimicrobiana contBa subtilise S. aureus.

Palavras-chave Metagendmica de solos, RAPD, antimicrobiano,ifmimatica



ABSTRACT

AMORIM, Jaime Henrique, M.S., Universidade EstadimlSanta Cruz, Ilhéus, fevereiro
de 2007. SOIL METAGENOMICS AIMING IDENTIFICATION OF NEW
COMPOUNDS WITH ANTIMICROBIAL ACTIVITY Advisor: Julo Cézar de Mattos

Cascardo. Co-advisor: Joao Carlos Teixeira Dias.

One gram of soil forest contains, in estimate, Zxrm)cariotic cells. Based on
kinetics reassociation of DNA isolated from variossils, the number of distinct
procariotic genomes has been estimated in the rahge00 to 18.000 per gram of soil,
making this one of the most challenging naturalirmmments for microbiologists. Based
on the premise that less than 1% of microorganipmesent in soil are cultivable,
metagenomics, an independent genomic analysislofation, appears as a tool to better
understanding and exploiting all this diversity.eTterm metagenomics is derived from the
concept of statistical meta-analysis (the procés®mbining different statistical analyses)
and genomics (a comprehensive analysis of the igenetterial of an organism). This
technology allows access to information on phyl@gierand functional levels, by isolating
and cloning new genes responsible for many differemctions. However, some
conventional metagenomic aspects have limited biygogenetic studies potential and soil
biotechnological exploitation, such as difficulti®en cloning, according to contaminant
co-extraction with metagenomic DNA and represemeaiess bias in genetics and
functional diversity induced by DNA extraction psobls used until now. Here, we present
an alternative to considerably reduce represemtdbias and facilitate the soil DNA
cloning process, based on a simplified method a@éatli extraction and the RAPD
metagenomic amplified sequences cloning in a T/Atare Thus, it was possible to
represent in a more broad and reliable way the abiota contained in soil samples.
Furthermore, the biotechnological potential of ttl@shnique has been proven through the

identification of a clone with antimicrobial actiyiagainsB. subtilisandS. aureus.

Key words. Soil metagenomic, RAPD, antimicrobial, bioinfornesti
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1. INTRODUCAO

Menos de 5% da microbiota dos solos € cultivaved EBetagenbmica de solos tem
sido utilizada para entender e determinar o peldil microbiota destes ambientes, como
também para explorar seu potencial biotecnolégicméneira cada vez mais ampla, visto que
se trata de uma analise independente de cultide orDNA de microrganismos presentes no
solo é clonado em hospedeiros bem caracterizadasy @Escherichia coliou é utilizado
como molde para amplificar, via PCR (Polymerasencheaction), sequiéncias especificas, as
servem de base para investigagOes filogenéticaS\8 & OVREAS, 2002; SCHLOSS &
HANDELSMAN, 2003).

As técnicas utilizadas para acessar a diversidad®ld em niveis genético e funcional
tém sido intensamente desenvolvidas com atencaeciabpna representatividade da
microbiota dos solos, pois para que o ambienteestjalado de maneira eficiente é necessario
representar de forma também eficiente os grupanaricos ali existentes (DANIEL, 2004).
Isso permite tracar perfis filogenéticos com graodefiabilidade como também explorar de
maneira mais ampla o potencial de identificar nawdsstancias, tais como novos farmacos e
enzimas. Entretanto, a co-extracdo de contamingunésmente com o DNA metagendmico
de solo a ser clonado tende a inibir reacfes etizmsaue S840 essenciais no proprio processo
de clonagem, diminuindo as chances de éxito. Poiséenicas utilizadas até entdo para
eliminar essa limitacdo sdo baseadas em processosliminuem a representatividade ou
mesmo deixam de representar grupos taxondémicosngerites a microbiota do solo em
guestao.

O presente trabalho visou contribuir para uma e&muna representatividade de
microbiotas de solos em bibliotecas metagendmi@m bomo identificar novos agentes
antimicrobianos em metagenomas de solos. E oswagetspecificos foram:

1. Desenvolver uma técnica de extracdo de DNA meefagico de solos onde a

exposicao da populagéo de células a pressdo dedsea mais homogénea possivel;
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2. Desenvolver uma técnica para clonar DNA metage®d totalmente livre de
substancias interferentes;

3. Desenvolver tecnologia para acessar o perfibrtémico e metabdlico de solos
através de técnicas de extracdo, clonagem e fantaméde bioinformatica;

4. Realizar buscas por atividades enzimética emarbiana nas bibliotecas

metagendmicas construidas com a tecnologia desédaol
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A biosfera é dominada por microorganismos, embom@agoria dos presentes na
natureza ainda nédo tenha sido estudada ( ROND@N @000). O solo aparece como um dos
principais reservatorios da diversidade genéticaohiana e pode ser considerado como um
ambiente complexo (CURTIS et al., 2002). Essa edreomplexidade resulta de multiplos
parametros relacionados, incluindo textura e astwtdo solo, umidade, pH, variacdes
climéticas e atividade biotica.

Partindo-se da premissa de que menos de 1% da®rganismos presentes nos
ambientes sdo cultivaveis (YUN et al.,, 2004), aagehdmica, uma analise gendmica
independente de cultivo aparece como a melhormfeméa para entender e explorar toda essa
diversidade. O termo metagen6mica é derivado deeitin estatistico de meta-analise (o
processo de combinar estatisticamente analiseéatd&te gendmica (a analise compreensiva
do material genético de um organismo (SCHLOSS & IBENSMAN, 2003). Essa
tecnologia possibilita acessar informacdes em migdllogenia e o isolamento e clonagem de
novos genes da comunidade microbiana responséess pais diversas fung¢des (STREIT &
SCHMITZ, 2004).

Todo esse universo a ser compreendido e expldoada a metagendmica uma linha
de pesquisa com enorme potencial cientifico e tégiaw, na medida em que cada vez mais
ambientes sdo estudados com aplicacdo da metagenderido como objetivo, por exemplo,
tracar o perfil microbiano de um ambiente. Nestpreendimento, pesquisadores tém obtido
resultados que corroboram cada vez mais o fatadeegrca de 95% dos microrganismos do
solo ndo sdo cultivaveis. A base desse tipo dasanaktd na amplificacdo de sequéncias
especificas de DNA, como o DNAr 16S, direto da d@moambiental (PACE et al. 1985;

14



SCHLOSS & HANDELSMAN, 2003). Como essas sequénsi@s homologas, é possivel
estudar perfis filogenéticos e até mesmo tracatamtigas filogenéticas entre os grupos
taxondmicos que compdem a microbiota do ambienteqeestdo. Este tipo de andlise é
possivel através da utilizacdo de ferramentas dmmfbrmatica como BLAST, DOTUR,
Bellerophon e “Check_Chimera at the RPD”. A prira@ompara as sequéncias geradas com
as depositadas no National Center for Biotechnolegerve de base para a utilizacdo de
varias outras ferramentas. A segunda é utilizada patimar a diversidade microbiana da
amostra e determinar unidades taxonémicas opegasiera terceira e a quarta sédo utilizadas
para remover sequéncias quiméricas da sequénci@ag@om o0 objetivo de aumentar a
confiabilidade da andlise a ser feita em seguidal CHUL et al., 1990; MAIDAK et al.,
1996; HUBER et al., 2004; SCHLOSS & Handelsman,5200ambém podemos citarfe
LIBSHUFF, desenvolvido para aumentar a acuraciaco@aparacdo de bibliotecas 16S,
contribuindo para estudos onde se busca determifeencas na composicdo da microbiota
de ambientes distintos, os quais exigem sequédeiadta qualidade (SCHLOSS et al., 2004;
PAPAS et al., 2005). Mas ja existem alternativasa pdeterminar a diversidade de uma
amostra ambiental sem a utilizacdo de sequénqgmexifisas. Exemplificando, podemos citar
o programa MEGAN, onde é possivel computar e ea&plorcontetddo taxondmico de uma
amostra ambiental a partir de sequéncias nado d&spsci(HUSON et al., 2007).
Primeiramente, essas sequéncias devem ser subsnetadaalgoritmo BLAST ou outra
ferramenta de comparacdo que utilize a taxonomiaN@BIl; e o resultado dessas
comparacOes servira de entrada para a analise garMe qual é utilizado para computar e
explorar o conteudo taxondmico do banco de sega€idiuSON et al., 2007).

Entre as analises de bioinformatica também podeamitasas que predizem genes ou
ORFs dentro das sequiéncias geradas através dénadgoespecificos. A maioria desses €
baseada nos modelos de Hidden Markov e sdo capazegrupar sequéncias por funcao
biolégica ou taxonomia (MENCONI & MARANGONI, 2006).

No que diz respeito as aplicagdes biotecnoloégleametagendmica, novas substancias
com aplicacBes industriais e farmacoldgicas samas procuradas (DUBEY et al., 2006).
Novas enzimas que possam agilizar e/ou barateaegsos industriais tém sido procuradas
intensivamente aplicando-se a metagendmica (KI&M.e2005). Novos agentes antitumorais e

antimicrobianos também tém ocupado destaque estférmacos procurados utilizando-se a
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metagendmica. E a selecdo de novos antimicrobidesperta especial interesse por estar
relacionada com uma problematica de saude puhiicaieel global; a emergéncia, cada vez
mais frequente de cepas de microorganismos patagEmesistentes a antibioticos. Um
problema grave, em que 0s antimicrobianos dispaniaualmente vado se tornando
ineficientes na medida em que servem como seletdeexepas que expressam genes
especificos de resisténcia. Essa situacdo € agragadndo pacientes submetidos a
antibioticoterapia interrompem o tratamento, au@etd a probabilidade de éxito dos
microorganismos resistentes em sobreviverem e agmawv a infeccao, dificultando um
segundo tratamento. E como se isso nao bastassrgesm os chamadosuperbugs
microorganismos resistentes a multiplos antibigtiqae compdem um dos maiores desafios
da medicina moderna (WRIGHT, 2007). E a utilizagkto metagendmica para selecao de
novos antimicrobianos pode ajudar nesse desafio.

Com o objetivo de promover a bioprospeccéo de :igenes, alguns sistemas tém sido
utilizados para clonar e expressar DNA metagendnficdre os que sdo aptos a carregar
grandes seqUéncias podemos destacar os que utilieéones BAC (bacterial artificial
chromosome). Baseados em plasmideos-F, sdo cagmrasregar sequéncias de DNA de até
300 kb (SHIZUYA et al., 1992). E em metagen6miazargo maior o tamanho da sequéncia
clonada, maior a probabilidade de se encontrarnowa substancia, visto que a clonagem de
sequéncias grandes permite a expressao tanto detgsodiretos dos genes (proteinas,
enzimas e ribozimas) como produtos secundarioseprentes de vias metabdlicas clonadas
de maneira completa (RONDON et al., 2000).

Embora a clonagem de grandes fragmentos sejargmefal, algumas limitacdes na
manipulacdo de sistemas envolvendo BACs, tais cpoutas cépias do vetor por célula e
dificuldade de ligagdo de grandes fragmentos noryém levado pesquisadores a buscar
novas alternativas para clonagem de DNA metagedithiAMMLE et al.,, 2007). Desta
forma, alguns trabalhos tém sido bem sucedidogartilio vetores como o pUC19 e clonando
fragmentos de até 8 kb (LAMMLE et.aP007). O menor tamanho do inserto parece nao ser
suficiente para eliminar as chances de sucess® npwas enzimas entre amilases, celulases e
proteases foram encontradas em trabalhos receetegando o valor da alternativa (YUN et
al., 2004). Além disso, a utilizacdo de vetoresiais a inducdo de expresséo por IPTG pode

compensar a perda do promotor natural na sequéociada.
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No caso da clonagem e expressédo de genes prownmtDNA metagendmico de
solos, a situagdo é um pouco mais complicada,tpdas as reacdes enzimaticas envolvidas
neste contexto sofrem interferéncia de substamcigxtraidas juntamente com o DNA a ser
clonado (ROBE et al., 2003). Seja em estudos filéjeos ou aplicacdes biotecnoldgicas, as
etapas de extracdo de DNA metagendmico determirewrn $rabalho serd ou ndo bem
sucedido. O rDNA 16S, utilizado em estudos filogmod € amplificado através de uma
reacdo enzimatica; DNA metagendmico clonado pama biotecnolégicos geralmente é
digerido por enzimas de restricdo antes de seddig® vetor, processo que também envolve
uma reacao enzimatica. E se houverem substandierfenentes co-extraidas com o DNA
capazes de inibir todas essas reacdes, a clonagddNA metagendmico de solo torna-se
inviavel (ROBE et al., 2003; ROH et al., 2006).

Um dos principais contaminantes co-extraidos comADd¢ solo sdo os &cidos
hamicos, que se ligam ao DNA e impedem ou difienl@atrabalho de qualquer enzima que
utilize o mesmo como substrato (ROBE et al., 20@3. &cidos humicos, séo, portanto,
capazes de inibir digestdes, amplificacdes, hibaicho DNA-DNA e até mesmo a
transformacédo de células competentes. Mas ndo sadgnicos interferentes co-extraidos
juntamente com o DNA metagendmico. E a ligacdo &ADtambém ndo é o unico
mecanismo pelo qual reacdes enzimaticas necesséripocesso de clonagem séo inibidas.
Alguns compostos tém a capacidade de sequestrartampes cofatores das enzimas, 0s quais
tém de estar em uma concentracdo especifica para gozima trabalhe eficientemente e caso
essa exigéncia ndo seja satisfeita, a reagédo estgueinibida (WILSON, 1997).

Além dessas dificuldades impostas pelos contangsanmtlacionados as etapas de
extracdo e purificacdo de DNA metagendmico, quandbjetivo do trabalho é bioprospecc¢ao
de novos genes, é importante atentar para a repagselade da diversidade microbiana na
amostra. Isso porque, logicamente, quanto mai@peesentatividade da amostra, maior a
probabilidade de éxito. E a maioria dos métododizatios para extracdo de DNA
metagendmico de solos apresenta deficiéncias naiguespeito a manter representatividade
da amostra (DANIEL, 2004; ROBE et al., 2003), urez gue, na tentativa de livrar o DNA
do contaminantes, realizam-se algumas etapas degcéo e/ou lavagens que resultam em

perda de DNA, introduzindo uma ineficiéncia em hderepresentatividade no trabalho.
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Entre os métodos convencionais de extracdo, exibasitamente duas vertentes; a
extracdo direta oin situ e a extragdo indireta oex sity ambas com diferentes métodos
compartilhando o mesmo principio.

Na extracdo direta, primeiro realisa-se a lisesitu dos microrganismos, 0s quais
encontram-se aderidos as particulas de solo, tidera DNA metagendmico que fica exposto
aos componentes do solo (PARK et al., 2006). Depatiza-se a separacédo do DNA das
particulas do solo. Todos os métodos baseados messdpio derivam do trabalho de
OGRAM e colaboradores, de 1987 (ROBE et al., 20B3%e principio proporciona maior
rendimento de DNA em compara¢do com 0 principioegiacdoex situ Neste ultimo,
primeiro as células sédo separadas das particusslale depois sofrem lise para expor o DNA
em um meio contendo menos contaminantes em pot@meigelacdo a extracédo direta (ROH
et al., 2006; ROBE et al., 2003).

A extracdo direta proporciona maior rendimento dHAD mas a qualidade é
guestionavel porque expde o DNA a uma alta conaeidr de contaminantes. Se existe uma
tentativa de purificar esse DNA, é introduzida umizrferéncia na representatividade da
microbiota do ambiente em questéo. E a extracdcetadoroporciona um DNA mais livre de
contaminantes, mas as etapas de liberacdo dasasdlals particulas de solo também
introduzem interferéncia na representatividade (R&Hal., 2006; STREIT & SCHMITZ,
2004). Ainda que muitos trabalhos de metagendmitdizamdo esses dois principios de
extragdo de DNA tenham sido bem sucedidos no sededdentificarem novas substancias,
existe a possibilidade de evolucdo no que diz iesperepresentatividade, pois € importante
lembrar que menos de 1% da microbiota de solos lévérel. Existem muitos
microrganismos ainda desconhecidos, genes queanam facessados, ou seja, existe ainda
um universo a ser explorado e compreendido (Kllsl.e2005). Se ndo houver uma busca por
evolugdo no principio de representatividade em geei@mica todo esse universo sera
explorado de forma limitada e ndo sera tdo compliderde maneira ampla (WHITEHOUSE
& HOTTEL, 2006). Mas como manter representatividadie amostra sem co-extrair
contaminantes que limitardo a clonagem do DNA negtdmico? Como unir o que ha de
melhor nos principios de extracdo direta e indk&aesposta pode estar em técnicas simples

e rotineiramente utilizadas nos laboratérios dédgia Molecular.
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Uma simples fervura da amostra de solo pode promone lise homogénea das
células ali contidas. Isso resultaria, em teoma,uena extracdo com boa representatividade da
microbiota. Mas como eliminar o problema das sulusé® interferentes?

A técnica de RAPD (random amplified polymorphic D\Aermite a amplificacao
aleatéria de sequéncias de DNA através da utilizagdprimers néo especificos, pois nessa
técnica, utiliza-se apenas um oligonucleotideo @ebdses iniciador que possui sequéncia
arbitraria, e portanto sua seqiiéncia alvo ¢ desuid (ARAUJO et al., 2003), ao contrario
da PCR (polymerase chain reaction). A amplificag@dNA metagendmico via RAPD com
varios primers diferentes em reacbes diferentesenmodpermitir uma cobertura do
metagenoma. Aliando essa idéia a uma simples edammostra de solo, seria possivel unir
0 que existe de melhor nos métodos de extracata dirmdireta, visto que a extracdo baseada
em uma simples fervura da amostra de solo aliadan@lificacdo via RAPD com varios
primers diferentes manteria a representatividadandastra. E a prépria amplificacdo geraria
sequéncias sintetizadasvitro, livres de substancias interferentes.

Em reagbes de RAPD utiliza-S&agDNA polimerase, a qual possui atividade de
exonuclease 5>3'. Isso significa dizer que as sequéncias amplifes sdo adicionados
“overhangs” dATP (desoxiadenosina-trifosfato). Estm vetores tipo T/A, como o ptz57R/T
especialmente desenhados para serem ligados @pesde produto de reacdo de amplificacéo
(http://lwww.fermentas.com/profiles/kits/pdf/instank1213.pdf), 0 que significa dizer que a
clonagem desses produtos de RAPD em vetores tiacsdiia vantajosa do ponto de vista
pratico, pois seria a clonagem de sequéncias nréiageas sintetizadas vitro, livres de
contaminacdo e facilmente ligaveis a vetores ca@isrccomo o ptz57R/T. Tudo isso
possibilitaria a clonagem em larga escala de DNAagenomico de alta qualidade com alta
representatividade da microbiota ambiental, aumelataconsideravelmente as chances de
bioprospeccao de novas substancias.

Além do potencial de bioprospeccao de novos geseem possivel também tracar um
perfil metabolico bastante interessante da mictabma vez que a clonagem de sequéncias
aleatérias engloba genes das mais variadas fameiliamcoes (BERTRAND et al., 2005).
Alguns programas de bioinformatica como o Megan $AUl et al., 2007) permitem agrupar
sequéncias clonadas por funcdo bioldgica, como éaméstudar a diversidade biologica na

amostra. Todas essas analises podem ser feitalbasem sequiéncias ndo especificas. Dessa
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forma, seria possivel, além da tentativa de biggosio de novos genes, determinar o perfil
microbiano e metabdlico de uma amostra ambientalvéd dessa nova meodologia em

metagendmica.
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Resumo

A necessidade e o potencial de identificacdo erbspeccdo de novos biocompostos é uma
realidade. Técnicas moleculares introduzidas ramag décadas nos permitem ter acesso ao
potencial metabdlico, independente de cultivo, marto dependente do isolamento de DNA
diretamente da amostra ambientalA. Mata Atlantica, bioma com grande diversidade
biolégica, possui um solo rico em matéria organa@an componentes que interferem nas
reacdes necessarias a exploracdo de seu potemmiatnoldgico. Aqui, buscamos uma
otimizacdo do tratamento da amostra antes da éxtr@g sit) do DNA através da aplicacédo
de uma nova metodologia empregada em amostraslodedsoMata Atlantica e pela sua
comparacdo com outra metodologia pré-existente. okanmetodologia, mais eficiente,
permitiu extrair DNA em maior quantidade e com matapacidade de amplificacdo e
digestdo em comparagcdo com a pré-existente, toonpossivel uma melhor exploracdo do

solo de Mata Atlantica.

Palavras-chave : Extracdo, Purificacdo, solo, Mata Atlantica.
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3.1. Introducéo

Os microrganismos S&80 0S organismos com a maidribdigdo no planeta
desempenhando papéis extremamente importantesichos lsiogeoquimicos, representando
um enorme reservatorio de moléculas aplicaveisaddese na industria (ROBE et al., 2003;
YUN et al., 2004). Técnicas baseadas em cultivo s&u tradicionalmente as ferramentas
priméarias usadas para o estudo destes organisntbfeEntes ambientes (CHANDLER et al.,
1997), embora tenham sido aprimoradas, sabe-seapaaas uma pequena fracdo da
diversidade microbiana na natureza, menos de 1&& ger hoje cultivada em laboratério com
as tecnologias existentes (WARD et 4B90; AMANN et al., 1995). Estas metodologiag) nd
fornecem necessariamente informacdo abrangentee sobdiversidade e abundancia de
comunidades microbianas (van HAMME et al., 2008)pedindo a plena exploracédo do seu
conteudo genético para fins biotecnoldgicos.

Metodologias moleculares desenvolvidas nas Ultiésadas (extracdo de &cidos
nucléicos, amplificacdo por PCR, clonagem e seqéaerento de DNA) tém sido otimizadas e
adaptadas para superar as limitacdes, evitandalarisnto e cultivo dos microrganismos. A
utilizacdo destas metodologias vem permitindo uweliazdo mais precisa da diversidade
microbiana no ambiente e a descoberta de novosgdgorganismos, nunca antes cultivados
(AMANN et al., 1995; HUGENHOLTZ et al., 1998; SCHSS & HANDELSMAN, 2003).

A Mata Atlantica (MA), bioma com grande diversidanioldgica, pode ter um enorme
potencial como fonte de novas moléculas, sobretodo atividade antimicrobianas, uma vez
gue a competicdo por espaco e nutrientes nesteear@bié intensa, favorecendo os
microrganismos produtores de substancias inibiddagrescimento de seus competidores

(COSTA & SIQUEIRA, 2004). A MA entretanto, possuntsolo rico em matéria organica,
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com componentes que interferem nas reacfes ndesssarxploracdo de seu potencial
biotecnoldgico, especialmente o acido hdmico, catgoor elementos de alto peso
molecular, contendo nitrogénio em formas ciclicaanéis aromaticos formados por poli
condensacédo durante a decomposi¢cdo da matéeriaicagénsolo (PAUL & CLARK, 1989).

A interferéncia que os contaminantes provocam r@éaulas de DNA, inviabilizam reacoes
enzimaticas que sdo determinantes na construc@mndebiblioteca metagendmica de alto
peso molecular, tais como digestéo, ligacdo e dicgajfo. O acido humico desnatura o DNA
pela ligacdo de seus grupos fendlicos a amidasoosgrem oxidados e formarem quinonas
gue se ligam covalentemente ao DNA (ROBE et al0320WHITEHOUSE & HOTTEL,
2006).

Em estudos com fins biotecnolégicos, como idemtfim de novas substancias com
aplicacdes médicas e industriais, além da neceksida um DNA livre de contaminantes, o
método de extracdo tem que proporcionar uma quatdid qualidade de DNA suficiente para
as reacdes. E nestas situacdes, logicamente, quaai® DNA, melhor, visto que a
representatividade da amostra aumenta, elevandmssibpidade de se encontrar um novo
gene e consequentemente, uma nova substancia (LAVNI&l, 2007).

Na tentativa de tornar possivel a exploracdo bimmtkdgica do solo de Mata Atlantica,
diversos métodos de extracdo de DMA situtém sido empregados e adaptados. Neste
trabalho propde-se uma otimizacdo do tratament@mdastra antes da extracdo do DNA
através da aplicacdo de uma nova metodologia ergregm amostras de solo de Mata

Atlantica e pela sua comparacdo com outra meto@ofwg-existente.
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3.2. Material e métodos

3.2.1. Coleta dos Solos

As amostragens na area sob Mata Atlantica foranetadhs na Fazenda Caimbi
(14°51'37” 39°02'04”) em lIhéus, Bahia-Brasil porio de transectos retirando-se 20 sub-
amostras para formar uma amostra composta. As exadstam retiradas na profundidade de
0-10 cm, com a utilizacdo de uma espatula estaiido imediatamente colocadas em caixa
refrigerada até a chegada no laboratério. A seguamostra composta foi peneirada (malha 2

mm) e residuos de plantas e raizes removidos dasmadosamente.

3.2.2. Andlise dos Solos

As analises orgéanica e fisico-quimica do solo deaMalantica foram realizadas pelo

Laboratorio de Solos e Nutricdo de Plantas da Epabda Cruz das Almas, Bahia.

3.2.3. Métodos de extracao ex situ de DNA utilizado s

Método A para extracdex situde DNA de solo de Mata Atlantica.

Quatro gramas de solo foram introduzidas em fr&stameyer de 250 mL, contendo
a 50 mL de Tampéao Fosfato de Sddio (pH 7,0) e mv@fea 0,1%. A mistura foi incubada
sob agitacdo constante a temperatura ambientetdut8nhoras. O sobrenadante da mistura
foi distribuido em tubos Falcon de 15 mL e ceng@fdo a 5000 r.p.m por 10 minutos. O
preciptado foi lavado 4 vezes em Tampao TE 50/50 (iNs-HCl e EDTA), pH 8,1, e

centrifugados por 3 minutos a 5000 r.p.m.
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A lise fisica das células foi feita por maceraca@opdecipitado em nitrogénio liquido
com auxilio de Gral e Pistilo. O macerado foi saspeem 1 mL de TE 50/50 e entéo
adicionou-se 1 mL de fenol/cloroférmio/ alcool isdéco (25:24:1 pH 7,3). A mistura foi
centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos e a faserguprecolhida. O DNA foi precipitado
pela adicdo de isopropanol e acetato de sédio BlOe3deixado por 2 horas em freezer a -20
°C. Apos foi centrifugado 5000 rpm por 10 minutesahrtando o sobrenadante em seguida o
precipitado foi lavado em etanol 70% e depois ctema a 95%. O DNA foi suspenso em
200 uL de tampéo TE (Tris-HCI) e Purificado em colunaS#phadex G-200 de acordo com

Maciel (2007).

Método B para extracdx situde DNA de solo de Mata Atlantica.

Quatro gramas de solo foram introduzidas em fr&stameyer de 250 mL, contendo
a 50 mL de Tampéao Fosfato de Sddio (pH 7,0) e mv@fea 0,1%. A mistura foi incubada
sob agitacdo constante a temperatura ambiente tdudh horas. Apos decantagdo, o
sobrenadante da mistura foi distribuido em tubascod de 15 mL e centrifugados a 5000
r.p.m por 10 minutos. Adicionou-se Glass Beadsraoipitado em proporc¢éo de igualdade. O
precipitado foi lavado 4 vezes em Tampao TE 50/80 fris-HCl e EDTA), pH 8,1, com
centrifugacao por 3 minutos a 5000 r.p.m. Antesalda centrifugacédo, realizou-se agitacao
intensa da suspensdo em vortex por um minuto, a&mpromover auxilio da desfloculagéo
pelas Glass Beads. Apos a Ultima lavagem, adicised200 pL de SDS a 20% e incubou-se a

temperatura ambiente por 20 minutos.
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A lise fisica das células foi feita por choquenti&o do precipitado alternando
exposicao do tubo fechado ao nitrogénio liquidolporinuto seguida de exposicdo do mesmo
a agua em fervura por 4 minutos em 3 ciclos. O DfdA extraido pela adicdo de
fenol/cloroformio/ alcool isoamilico (25:24:1 pH3J,na proporcdo de 1:1. A mistura foi
centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos e a faserguprecolhida. O DNA foi precipitado
pela adicdo de isopropanol e acetato de sodio M0g3deixado por 2 horas em freezer a -20
°C. A sequir, foi centrifugado a 5000 rpm por 10wmos descartando o sobrenadante com
posterior lavagens do precipitado em etanol 70%ta&nol a 95% na sequéncia. O DNA foi
suspenso em 206 de TE classico (pH 8,0). O procedimento de magdo deste segundo

método de extracdo de DNA teve trés variagoes:

Purificacdo 1- Uso de coluna de Sephadex G-200apagacao.

Purificacdo 2- Uso de PVPP (Polivinilpolipirrolidmnantes da lise em associacdo com uso de
coluna de Sephadex G-200 apés extragao.

Purificacdo 3- Apos extracao, eletroforese em gedghrose 0,8%, corte da banda de interesse

(48 kb) e purificagdo em coluna GFX (Amersham Biesces).

3.2.4. Capacidade de amplificacdo via PCR das forma s de purificagédo do
método B

Os DNAs recuperados das trés formas de purificdoanétodo B foram submetidos a
reacdo da cadeia da polimerase (PCR). Os recupenadopurificacdes 1 e 2 foram diluidos
100 vezes. O recuperado da purificagdo 3 nao foiddi devido a sua grande perda de DNA

(dados nao mostrados) durante o procedimento. Raegmplificada foi a codificante de
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RNA riboss6mico 16S. Os primers utilizados forarfy[B% AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG- 37 e 1525r- [5'- AAG GAG GTG WTC CAR CC- 31.

A PCR foi realizada em termociclador MJ ResearcRZID (Eppendorf)Na reacéo
foram utilizadas as seguintes condi¢des de tentpmperatura: 1 ciclo 94°C por 5 minutos;
34 ciclos de 94°C por 1 minuto, 59°C por 1 minut628C por 2 minutos, finalizando com 1
ciclo de 72°C por 10 minutos.

A PCR foi feita contendo as seguintes proporcoe®sagentes: 2,5 pL de tampéo 10X
da reacdo para &ag DNA polimerase (100 mM Tris-HCI, pH 8,8 a 25°C,050M KCl,
0,8%) concentracdo final de 1X; 3,7 mM de cloret® wmhagnésio, 0,4 pmol/uL de
deoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTRY,@mol{iL de cada iniciador, 0,4 mM
de BSA (Soro Albumina Bovina), 3 unidades de enZliag DNA polimerase (Fermentas) e
agua ultra pura estéril para um volume final deu5 Como molde para a reagdo foram
utilizadas aliquotas de 150 ng do DNA total das stras de solo diluidas na proporcdo

1:1000.

3.2.5. Comparacao do rendimento de DNA

Os métodos A e B foram comparados a fim de indicgrele com maior rendimento de
DNA, sob as mesmas condic¢fes iniciais. As extrafgrasn feitas a partir de fragdes de 4g de
solo de Mata Atlantica de amostra coletada confoitex® 1. Foi realizada uma andlise
espectrofotométrica em Genequant (GE healthcara)qeantificar o rendimento de DNA de

A e B. Também foi realizada uma eletroforese pamaparar visualmente este rendimento.

27



3.2.6. Capacidade de digestdo por EcoRI e BamHlI

O DNA extraido com o método B, em suas formas diigacdo 1 e 2, foi comparado

com o extraido pelo método A quanto a capacidadbgastao pelas enzimgsoRle BamHL

O teste foi feito pela exposicdo de 110 ng de DNIAuaidade de enzima por uma hora.

3.3. Resultados e discussao

Andlise do solo

O resultado da analise do solo encontra-se na d4dbel

Table 3.1- Caracteristica fisicas e quimicas do selMata Atlantica coletado.

Sample pH P K Ca Mg CatMg Al Na H+AIl CTC V  Organi
matter
Inwater mg/dm  cmol/dm® % glkg
Atlantic 6.0 39 082 118 08 126 0.1 030 4.73 1372 18.4K4 68,82
Forest

Granulometry (g/Kg) with NaOH dispersion

Sand silt clay silt argyle Textural cldigsition

496 232 272 sandyyciail
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Capacidade de amplificacdo via PCR do DNA obtido p&s metodologias de
purificacdo do método de extracédo B

Entre os trés tipos de purificacdo 1 e 2 mostrasameficientes quanto a
amplificacdo (Figura 3.1). A forma 3, mesmo com uleslos de leitura em
espectofotdmetro nas razées 260 nm/230 nm e 26880nmim mostrando nivel aceitavel
de contaminacdo para eDNA (enviromental DNA), n&onsstrou eficiente quanto a
amplificacao.

A amplificacdo via PCR é uma boa estratégia déica@® do nivel de pureza do
DNA, uma vez que envolve sucessivas reagfes enzasdRIESENFELD et al., 2004).
A acoplagem das DNA polimerases a molécula de Di@gesesitios livres de contaminacao
(ROH et al., 2006). Sendo assim, eDNA n&o ampist&m condicdes otimas de reacdo
provavelmente tem sua amplificacdo inibida por aombantes, como os acidos humicos,
gue impedem a acao da Tag-DNA polimerase (ROBH.e@03; KOZDROJ & van

ELSAS, 2001; ROH et al., 2006.).

Figura 3.1- Amplificagcdo do gene 16S de DNAs prozetes de trés metodologias de
purificacdo no método A de extracdo: Canaleta lrcatkr 200- 3000 pb — Canaleta 2-
DNA purificagdo 1 (1 pL) amplificado —Canaleta 3DNA purificacdo 1 (3 pL)
amplificado- Canaleta 4- DNA purificacdo 2 (1 pbng@ificado- Canaleta 5- DNA
purificacdo 2 (3 pL) amplificado- Canaleta 6- DNArificacdo 3 (1 uL) ndo amplificado-
Canaleta 7- DNA purificacdo 3 (3 pL) ndo amplifioadCanaleta 8- Controle positivo-
Canaleta 9- Controle negativo.
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Rendimento e qualidade de DNA e capacidade de dig&s por EcoRl eBamH|.

Com o método B, obteve-se um rendimento de, eman&600 ngiL™?, enquanto
com o método A, obteve-se rendimento de, em mé&di@, nguL™. O resultado dessas
leituras em espectofotbmetro mostram que o métotemBum rendimento quase uma vez
maior que o do método A. Além disso, tendo um maedito de 5Qug/g de amostra de solo,
0 método B mostrou-se mais eficiente do que o melt&todo de extracdo de DNA de solo
(método 6) do trabalho de Roh e colaboradores, @@6,2cujo rendimento foi de 8,3
microgramas de DNA por grama de amostra de solo.

O melhor rendimento do método B também pode sezreddo visualmente pela
andlise de bandas ap0s eletroforese das amostrgmi@ndo-se com o método A (Figura
3.2). As principais diferencas entre os dois mé&ad® extracdo estdo na adicdoGlass
Beadsno método B, enquanto no método A isso ndo acenéena etapa de lise, na qual no
método B, utiliza-se choque térmico e no métodamBceracdo. Estas duas diferencas
podem ser a chave da explicacdo do maior rendintenf@NA no método B. Por se tratar
de um método de extracdo indireto, onde as cétflasdesligadas das particulas de solo
antes da lise (PARK et al., 2006), a adicdo Glass Beadsprovocou aumento no
rendimento de DNA por também aumentar o niumercetigas desligadas das particulas de
solo, livres para sofrer uma lise eficiente de nrana liberar seu material genético. Em
metodologias indiretas de extracdo de DNA de ss@élulas que permanecem aderidas as
particulas do solo séo perdidas, uma vez que aigndietodologia forca a remocao dessas
particulas (ROBE et al., 2003; STREIT & SCHMITZ,02). Isso também provoca um viés

na representatividade da diversidade, o que paidtaie em subestimacdo da diversidade
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da microbiota de um ambiente (DANIEL, 2004). Pragmmalmente as limitacdes que um
viés na representatividade da diversidade pode opasy também sdo provocadas
limitacBes quando o objetivo do trabalho é a bispeacédo de novos genes, uma vez que a
microbiota contida na amostra ambiental ndo é septada de forma eficiente.

A lise por choque térmico também contribui para maior rendimento uma vez
gue, estando o material exposto a diferencas lsudeatemperatura, todas as ceélulas
presentes sofrerdo esta pressdo, aumentandoé@neiécde lise. Ja& a maceracdo, pode ndo
expor tantas células a sua presséao de lise quarttoque térmico, especialmente quando
se leva em conta a habilidade manual no procedoar®WBEY et al., 2006; ROBE et al.,
2003).

Além disso, o resultado de leitura na razdo 26(PB0 nm para DNA extraido com
o método B, foi, em média, 1,9. Para DNA extraidm® método A, foi, em média, 1,25.
Isso mostra que o método B também rende um DNA linaésde &cidos humicos que o do
método A, visto que admite-se resultado igual oiomague 2 na razdo 260 nm/230 nm
para DNA livre de contaminacéo por acidos humi€&@H et al., 2006).

O resultado de leitura na razdo 260 nm/280 nm [PBIA extraido com o método B
foi, em média, 0,35 e 0,5 para DNA extraido coméiatio A. Isso mostra que ambos os
DNAs estéo livres de contaminacao por proteinaataio com referéncia o limite maximo
de 1,7 (ROH et al., 2006).

Essa diferenca no nivel de pureza entre os DNAbacpor interferir na digestao
com as enzimag&coRI e BamHI, onde o DNA extraido com o método B em suas duas
formas de purificacéo foi perfeitamente digeridotdapor EcoRIquanto poBamHL Ja o

DNA extraido com o método A foi apenas parcialmeligerido (Figura 3.2).

31



1 2 3 4 5 6 7 810

48 kb

Figura 3.2Digestdo do eDNAs oriundos dos métodos A e B comineas de restricdo:
Canaleta 1- marcador de alto peso molecular 20640Clanaleta 2- DNA extraido pelo
método B, purificacdo 1 sem digestdo. CanaletaNsA Bxtraido pelo métodoB purificagédo
1 digerido porEcoRI. Canaleta 4- DNA extraido pelo método B purifi#a 2 digerido por
BamHL Canaleta 5- DNA extraido pelo método B purifica@asem digestdo. Canaleta 6-
DNA extraido pelo método B purificacdo 2 digeridw gcoRl Canaleta 7- DNA extraido
pelo método B purificacdo 2 digerido peamHL Canaleta 8- DNA extraido pelo método
A sem digestdo. Canaleta 9- DNA extraido pelo netddparcialmente digerido por
EcoRI Canaleta 10- DNA extraido pelo método A parciaitealigerido poBamHLl

3.4. Concluséao

Conseguimos otimizar o tratamento da amostra dedmIlMata Atlantica antes da
extragdo do DNA tornando possivel a sua extracdoqeantidade e nivel de pureza
adequados a construcdo de uma biblioteca metagead@®imétodo B mostrou-se superior
ao método A tanto na quantidade de DNA extraidantpuem sua qualidade. O resultado
de leitura em espectrofotometro do DNA extraidoo pelétodo B, foi praticamente o
suficiente para determina-lo como livre de contag@io por 4cido humico. Aléem disso,
duas das trés formas de purificacdo do método &rfamplificaveis com PCR, mostrando

sua adequacéo para estudos filogenéticos. Ainddalae baixo nivel de contaminacéo, o
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DNA extraido pelo método B mostrou uma maior fdeille em ser digerido pelas enzimas
EcoRle BanHlI. Todos estes resultados mostram que o métodar&gxtracdo de DNA de
solo de Mata Atlantica pode ser perfeitamente eggule para estudos moleculares. Esta
dificuldade superada abre caminho para a analisgedd filogenético da microbiota do
solo da Mata Atlantica, bem como sua exploragatebimldgica. A exploragcdo de um
ambiente tdo rico em biodiversidade pode reswdssim, em descobertas com potencial de

melhorar a qualidade de vida das pessoas.
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4. Capitulo 2 — Uma rapida analise do perfil taxond mico e metabdlico de

metagenomas de solos

AMORIM, J.H% SILVA-MACENA, T.N% COSTA, M.M.C; VIDAL, R.O%VILELA-DIAS, C.?,

LACERDA-J, G.V; de OLIVEIRA, J.M; REZENDE, R.P, DIAS, J.C.F; CASCARDO, J.C.M
1.Estudante do Programa de Pds-Graduacdo em GendidBiologia Molecular da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC), lIhéus, Bahia- Br@siMestre em Genética e Biologia Molecular;3.
Pesquisador do CENARGEN/EMBRAPA;4. Estudante ded@agio no Bacharelado em Ciéncia

Biolégicas da UESC;5. Docentes do Departamentoi@éadas Bioldgicas da UESC.

Resumo

O solo € um dos mais desafiadores ambientes refusea os microbiologistas por conter
uma diversidade estimada no intervalo de 2.000.@008diferentes genomas por grama de
solo. Mas toda essa diversidade genética e furldiende a ser subestimada pelas técnicas
de metagenbmica aplicadas até o momento, princgraérem funcdo das metodologias de
extracdo de DNA. Aqui nOs apresentamos uma aligendiaseada na simplificacdo do
método de extracdo de DNA, utilizando uma ampliffcado DNA com primers aleatérios
tal qual na técnica de RAPIOR#&ndon Amplified Polymorphic DNA), aliado a uma
clonagem em vetores A/T, com o proposito de acesdarersidade genética e funcional de
metagenomas de solo, com rapida aplicacdo e bastn.cA nova metodologia mostrou
eficiéncia em representar de maneira fiel as miotab dos solos de landfarm e Mata
Atlantica, em niveis taxonémico e funcional.

Palavras-chave: MetagenGmica, RAPD, diversidaddijlgancional..
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Introducéo

O solo € um dos principais reservatorios da didads genética microbiana e pode
ser considerado como um ambiente complexo (CURTI%l.e 2002). Essa extrema
complexidade resulta de multiplos parametros retexos, incluindo textura e estrutura do
solo, umidade, pH, varia¢gfes climaticas e atividaidéca. Um grama de solo de floresta
contém, em estimativa, 4x16élulas procariéticas, enquanto um grama de soitisaveis
contém 2x10 céluas procaridticas. Baseado na reassociacaticeirte DNA isolado de
varios solos, o nimero de genomas procariotosthstitem sido estimado no intervalo de
2.000 a 18.000 por grama de solo (DANIEL, 2004)ndaado este um dos mais
desafiadores ambientes naturais para 0s microlstdsg Entretanto, mesmo que a
diversidade de genomas procariotos presentes emsapen grama de solo possa exceder a
de procariotos jA conhecidos e catalogados, exista tendéncia em subestimar essa
diversidade, uma vez que parte dos genomas saoidolnas primeiras etapas do
processo de clonagem de metagenomas e consequetgemd® s&o representados nas
analises (DANIEL, 2004.; ROH et al., 2006).

Embora a clonagem de grandes fragmentos seja g@mefal por permitir a
expressdo tanto de produtos diretos dos genesefifpast enzimas e ribozimas) como
produtos secundarios, provenientes de vias metasoklonadas de maneira completa
(RONDON et al., 2000; TRINGE et al., 2005)., alggnmenitacdbes na manipulacdo de
sistemas envolvendo BACs (SHIZUYA et al., 1992)s taomo poucas copias do vetor por
célula e dificuldade de ligacdo de grandes fragogent vetor, tém levado pesquisadores a
buscar novas alternativas para clonagem de DNAgee@mico (LAMMLE et al., 2007).
Desta forma, alguns trabalhos tém sido bem suceditiizvando vetores como o pUC19 e
clonando fragmentos de até 8 kb. O menor tamanhimsi#wto parece ndo ser suficiente

para eliminar as chances de sucesso, pois novasianzntre amilases, celulases e
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proteases foram encontradas em trabalhos receefi@s;ando o valor da alternativa (YUN
et al., 2004)

Contaminantes co-extraidos com DNA de solo com@ados humicos, que se
ligam ao DNA e impedem ou dificultam o trabalho giealquer enzima que utilize o
mesmo como substrato (ROBE et al., 2003). Os adidoscos, sdo, portanto, capazes de
inibir digestdes, amplificacdes, hibridizacdo DNAR e até mesmo a transformacéo de
células competentes (WILSON, 1997).

Além dessas dificuldades impostas pelos contanesamnélacionados as etapas de
extracdo e purificacdo de DNA metagendémico, quawdmbjetivo do trabalho é
bioprospeccdo de novos genes, € importante atgde a representatividade da
diversidade microbiana na amostra. Isso porque,cdagente, quanto maior a
representatividade da amostra, maior a probab#idsel éxito. E a maioria dos métodos
utilizados para extracdo de DNA metagendmico dessapresenta deficiéncias no que diz
respeito a manter representatividade da amostraN(Bl4 2004 & ROBE et al., 2003),
uma vez que, na tentativa de livrar o DNA do cormamtes, realiza-se algumas etapas de
purificacdo e/ou lavagens que resultam em perdBN&, introduzindo ineficiéncia em
nivel de representatividade no trabalho.

Entre os métodos convencionais de extracdo, exisésicamente duas vertentes; a
extragcdo direta oin situ e a extracédo indireta ou ex situ, ambas com difesemétodos
compartilhando o mesmo principio.

A extracdo direta proporciona maior rendimento ddAD mas a qualidade é
guestionavel porque expde o DNA a uma alta conaeditr de contaminantes. Se existe
uma tentativa de purificar esse DNA, € introduzidaa interferéncia na representatividade
da microbiota do ambiente em questdo. E a extranghieta proporciona um DNA mais
livre de contaminantes, mas as etapas de liberda8océlulas das particulas de solo
também introduzem viés na representatividade (ROM.,e2006 & STREIT e SCHMITZ,
2004). Ainda que muitos trabalhos de metagenomiitizamdo esses dois principios de
extragdo de DNA tenham sido bem sucedidos no sentiel identificarem novas
substancias, existe a possibilidade de evolucaqueodiz respeito a representatividade,
pois é importante lembrar que menos de 5% da matele solos é cultivavel. Existem

muitos microrganismos ainda desconhecidos, genesngo foram acessados, ou seja,
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existe ainda um universo a ser explorado e comgreéeriKIM et al., 2005). Se ndo houver
uma busca por evolu¢do no principio de represgitate em metagendmica todo esse
universo sera explorado de forma limitada e nédéa & compreendido de maneira ampla
(WHITEHOUSE & HOTTEL, 2007).

Uma simples fervura da amostra de solo pode promawve lise homogénea das
células ali contidas. Isso resultaria, em teoma,uena extracdo com boa representatividade
da microbiota. Mas como eliminar o problema dogammantes?

A técnica de RAPD (random amplified polymorphic DN@/ROH et al., 1996;
KANT & TRIPLET, 2002), permite a amplificacdo aléat de seqiiéncias de DNA através
da utilizacdo de primers nao especificos, pois andggenica, utiliza-se apenas um
oligonucleotideo de 10 bases iniciador que possgil@ncia arbitraria, e portanto sua
sequiéncia alvo é desconhecida (ARAUJO et al., 2G@8)ontrario da PCR (polymerase
chain reaction). Essa técnica foi aplicada parargeerfis de amplificacdo visando estudos
de biodiversidade (HARRY et al., 2001; OH et a002; OJO, 2007) A amplificacdo de
DNA metagendmico via RAPD com vérios primers dides em reacdes diferentes
poderia permitir uma cobertura mais ampla do meimagea. Aliando essa idéia a uma
simples fervura da amostra de solo, seria possivielos métodos de extracdo direta e
indireta, visto que a extracdo baseada em uma esnfipivura da amostra de solo aliada a
amplificacdo via RAPD com varios primers diferenteanteria a representatividade da
amostra. E a propria amplificagdo geraria sequénsiatetizadasn vitro, livres de
contaminacao.

Em reacbes de RAPD utiliza-se Tag-DNA polimerasqual possui atividade de
exonuclease 5>3'. Isso significa dizer que as sequéncias amplifacs sdo adicionados
“overhangs” dATP (desoxiadenosina-trifosfato). Hstem vetores tipo T/A, como o
ptz57R/T especialmente desenhados para seremdigaelsse tipo de produto de reacao de
amplificacdo (http://www.fermentas.com/profilesfifidf/instaclonel1213.pdf), o que
significa dizer que a clonagem desses produtos AlRDRem vetores tipo T/A pode ser
amplamente vantajosa do ponto de vista pratics frata-se da clonagem de sequéncias
metagendmicas sintetizadasvitro, livres de contaminacao e facilmente ligaveis tanres

comerciais como o0 pTZ57R/T. Tudo isso tende a pdsar a clonagem em larga escala de
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DNA metagendmico de alta qualidade com alta reptaieidade da microbiota ambiental,
aumentando consideravelmente as chances de biepgdspde novas substancias.

Além do potencial de bioprospeccdo de novos gdaehém € possivel tracar o
perfil metabdlico da microbiota, uma vez que a afggm de sequiéncias aleatorias engloba
genes das mais variadas familias e funcfes (BERTRAMNI., 2005). Mas por se tratar de
clonagem de sequéncias aleatorias, existe a neéadsesde desenvolvimento de novas
estratégias em bioinformética, visto que os algw# utilizados na determinagdo de
diversidade e perfis filogenéticos de bibliotecassdquiéncias especificas, como as do tipo
16S, nao podem ser aplicadas nesse caso (SCHLO$BANMDELSMAN, 2003). O
Megan, um programa utilizado para computar e ea&plar conteddo taxondmico de
bibliotecas metagenémicas compostas por sequéme@®rias com base na taxonomia do
NCBI pode servir de modelo neste caso (HUSON e280D7). Para determinar também o
conteudo funcional e metabdlico de bibliotecas éesgario desenvolver abordagens
baseadas em outras ontologias, como Gene Ontolo@ene( Ontology
http://www.geneontology.orh/e KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome

http://www.genome.jp/kegg/).

Aqui, apresentamos uma tentativa de bioprospeceawudos genes, determinacao
do perfil microbiano e metabdlico de duas amosamabientais bem contrastantes (uma
impactada por petroleo (landfarm) e outra de uro del Mata Atlantica) por meio dessa

nova abordagem de analise metagendmica.

Metodologia

Coleta dos solosAs amostragens na area sob Mata Atlantica foramtands na
Fazenda Caimbi (14°51'37” 39°02'04”) em llhéushBaBrasil por meio de transectos
retirando-se 20 sub-amostras para formar uma ama@stimposta. As amostras foram
retiradas na profundidade de 0-10 cm, com a utfiaade uma pa, sendo imediatamente
colocadas em caixa refrigerada até a chegada raratdbio. A seguir essa amostra
composta foi peneirada (malha 2 mm) e residuoslatggs e raizes removidos do solo

cuidadosamente.
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As amostras de solo dendfarmda Refinaria Landulpho Alves, Sdo Franciso do
Conde, Bahia-Brasil estudadas no presente tralbathm coletadas, segundo metodologia
descrita por SANTOS em 2007. Até a extracdo do A¥Aamostras foram mantidas em

freezer a -20°C.

Extracdo convencional de DNA de Landfarm e diluicée para RAPD metagendmico.
Em Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 4 g de s@0 mL de Tampéo Fosfato de Sédio
e Twen 80 a 0,1% e incubou-se esmakera temperatura ambiente overnight. Distribuiu-se
0s sobrenadantes em tubos falcon de 15 mL. Caydufge a 5000 r.p.m por 10 minutos e
descartou-se 0s sobrenadantes. Foram adicionadass ®@eads ao precipitado em
proporcao de igualdade e o solo foi lavado em tanEBS (Phosphate-buffered saline) 1x
pH 7 por 4 vezes, com centrifugagcédo de 3 minutaB08 r.p.m, descarte do sobrenadante e
ressuspensado do precipitado em 3 mL de tampéao eémlazagem. Em seguida, o solo foi
novamente lavado, agora, em tampéao TE 50/50 mM-d@l e EDTA) pH 8,1 por quatro
vezes, também com centrifugacdo de 3 minutos a 5@0M, sendo o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspenso em 3 mdng#ib em cada lavagem.

Apés a ultima lavagem, foram adicionados 200 plS®S a 20% a suspensdao, a
qgual foi incubada a temperatura ambiente por 2Quto A lise das células foi induzida
submetendo-se o precipitado a choque térmico alteiorse exposicédo do tubo fechado ao
nitrogénio liquido por 1 minuto seguida de expasigdd mesmo a agua em fervura por 4
min em 3 ciclos. Adicionou-se fenol/cloroformiokcébl isoamilico (25:24:1 pH 7,3) na
proporcdo de 1:1. A fase superior foi coletadal@NA foi precipitado com isopropanol e
acetato de sodio 0,3M. Em seguida, centrifugous@08 rpm por 10 minutos e lavou-se o
precipitado com etanol a 70% e depois com eta®éla. Resuspendeu-se o DNA em 200
puL de TE classico e purificou-se em coluna de sdghas-200, segundo metodologia
descrita por SANTOS, em 2007. Apos a purificac@&beminou-se rendimento e qualidade
do DNA em espectrofotometro Genequant (Amersharsdiaces). Em seguida, o DNA
foi diluido nas razdes de 1:10, 1:100, 1:200 ed010

RAPD metagendmico e extracdo baseada em fervura @NA de Mata Atlantica. O

DNA de Landfarm extraido pelo método convencionaldiluido nas razfes 1:10; 1:100:
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1:200 e 1:1000 e submetido a reacdes de amplificatgatoria (RAPD) utilizando-se o
primer de 10 bases D13 (Operon Kit- Gibco). Em mkgua diluicdo de razdo 1:200 foi
submetida a amplificacbes por RAPD (Tabela 1), eatdes distintas, com os primers
OPCO01, OPKO08, OPIO7, OPN18, OPN19, OPK20, OPB135@P OPS10, D13, T17,
R08, Q08, OPJ04 E T20 (Operon Kit- Gibco) e os ptosl foram unidos para dar origem
ao Mix I. Em seguida, 1 g de amostra de soldatkelfarm foi colocado em micro tubo
Eppendorf de 1,5 mL e suspenso em 1 mL de aguapiia estéril. O tubo contendo a
suspenséo foi submetido a fervura por 20 minutapGs isso, centrifugado por 10 min a
uma rotacao de 13.400 rpm. O sobrenadante foiddilnéa razéo de 1:200. O suposto DNA
contido nessa diluicao foi submetido a reacdesndglificacdo aleatoria utilizando-se os
mesmos primers utilizados para gerar o Mix |, géoarentdo, o Mix Il. Realizou-se o
mesmo procedimento utilizando-se 1 g de solo deaMdldntica, gerando o Mix Ill. A
diluicdo de DNA de solo de Mata Atlantica na ra2&200 de DNA ainda foi submetida a
mais duas rodadas de RAPD com dois grupos de idistintos, em reacdes distintas,
respectivamente; OPC19, OPQ14, OPD11, OPI17, ORIPC17, OPM06, OPK19,
OPD16, OPI19, OPI15, OPM04, OPK13, OPQO06, OPN17C1® OPD17, OPBO6,
OPC15 e OPIO6 (Operon Kit- Gibco) para gerar o Mixe OPB03, OPM03, OPI04,
OPM13, OPQ11, OPQ15, OPD19, OPC03, OPJ16, OPK1B1OPOPN14, OPJ14,
OPNO09, OPQ10, OPMO05, OPB07, OPDO07, OPI18 e OPJPér(m Kit- Gibco) para gerar
o0 Mix V (Tabela 1). Todos os produtos de reacdarnfoanalisados em gel de agarose a
0,8%.

Tabela 1- Reacdo de RAPD utilizada para amplificad@ DNA metagendmico em todas

as situacdes do experimento.

Reagentes Volume (uL)
Tampao 1X (Fermentas) 1,25
MgCL; 3,5mM (Fermentas) 1,85
dNTPS 0,48 mM (Fermentas) 0,6
Primer 1 ng/uL 25

HO 0,5

Tag DNA pol0,25 U/uL (Fermentas) 3,9

BSA 15

DNA 04

Volume final 12,5
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Clonagem metagendémica e construcdo de bilioteca®©s Mix I, I, 1l e 1V,
respectivamente, foram quantificados em Genequaihe(sham Biosciences) e
forneceram DNA metagendmico para reacdes de ligagawetor ptz57R/T (Tabela 2),
conforme instrucdes do fabricante (InsTAclone P@Ring Kit -Fermentas). Utilizou-se 5
pL de cada reacdo de ligacdo, referente a seuctagpdix, para transformar células
guimicamente competentes Becoli TOP10 contidas em 250 pL de solugéo de &aoF
meio de choque térmico (5 min a 0° C e 45 s a J2EM seguida adicionou-se 800 pL de
meio LB (Luria-Bertani) ao tubo de transformacg&oaibou-se a 37° C com agitacédo por 1
hora. Inoculou-se 100 pL por placa contendo LB @mpicilina (100 mg/mL), IPTG 50
mM e X-gal (7,5 mg/mL). Selecionou-se as col6niembas com auxilio de catadores de
colénias, transferindo-as para placas de poliesticee 96 pocos. Os Mix I, II, 1ll, IV e V,
respectivamente, deram origem as bibliotecas Laodi, 768 clones; Land2, com 768

clones; Matal, com 480 clones; Mata Il, com 96heke Mata Ill, com 864 clones.

Tabela 2- Reacéo de ligacdo dos produtos de RARBge@Omico ao vetor TA ptz57R/T
(Instaclone PCR Cloning Kit- Fermentas).

Reagentes Volume (uL)
HO 8

ptz57R/IT 0,0055 pg/pL 2

Tampéao 1x 4

DNA ligase 0,25 u/pL 1

DNA 40 ng/ pL 5

Volume final 20

Diagnéstico de transformacdo via PCRUma amostragem de col6nias brancas de cada
transformacédo foi realizada para diagnostico desfeamacao via PCR utilizando-se os
primers M13 F (5-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAG) e M13 R (5-TCA
CAC AGG AAA CAG CTA TGA C- 3)), na concentracao 8¢ uM, em reacdes de 12,5

uL (volume final).
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Sequenciamento e tratamento das sequéncia8s amostras foram sequenciadas em
MegaBace 1000 (GE Healthcare), na Universidadedlatade Santa Cruz, Bahia- Brasil.
Em seguida, as sequéncias geradas foram submetidas tratamento contendo as
seguintes etapas; tratamento pelo Phred, Crossm@REEN, 1999), Lucy e
RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org). Forameitas seqiéncias com extensdo
minima de 100 pares de base e qualidade minimadPH0).

Blast e selecdo das sequéncias para analises deanbmmatica. As sequéncias aceitas

apos tratamento foram submetidas a comparacacacostbancos de dados do NCBI-NR,

KEEG e G.O. (http://www.geneontology.orgAp6s o Blast, aplicou-se um “cut off” -e
0.00000001. As sequéncias selecionadas apOs estedpnento foram submetidas a

analise de bioinformaética.

Andlises de bioinformética.A base da anélise estd no MEGAN (HUSON et al., 007
um programa cujos arquivos de entrada séo ressltdddlast, e que pode ser utilizado
para determinar o conteldo taxonémico de um barecatiéncias metagendmicas

utilizando a taxonomia do NCBI (National Center f&iotechnology Information

http://www.ncbi.nlm.nih.goy/ para ordenar os resultados. Neste trabalho, déguamos
essa metodologia ao uso da taxonomia do G.O (GenatolaQy
http://www.geneontology.org/) e do KEGG (Kyoto Enlopedia of Genes and Genome
http://www.genome.jp/kegg/). Desta forma o resutad Blast contra o banco de dados
GO foi utilizado diretamente para classificacdaderdo com esta ontologia. E o resultado
do Blast contra o banco de dados NCBI_NR foi @#diz para classificagdo de acordo com
a taxonomia do NCBI, utilizando o MEGAN, e da dagia KEGG, através de um
programa desenvolvido por nés que utiliza o “adoesaumber” (cdédigo de acesso do
banco de dados NCBI_NR) do “hit” para agrupamemt@cbrdo com as vias metabolicas,
baseando no “ko number” (codigo de acesso do KEG@BEspondente. Também foram
desenvolvidos programas para formatacdo de arqubaseados nos agrupamentos
descritos acima, para entrada e execugdo do pragrafREEVIEW

(http://jtreeview.sourceforge.net/) e utilizadosises graficos de saida. Além disso, foi
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comparada a diversidade taxonémica e metabolige éittliotecas para fins especificos,

como descritos a seguir.

Determinacdo do impacto da metodologia da extracade DNA na representatividade

da diversidade taxonémica.Apds os tratamentos citados, as seqiéncias dadstébdals
Landl e Land2 foram segregadas por grupo taxonodrfteomnomia do NCBI-NR) e
comparadas quanto a capacidade de representagraidade da amostra. Para cada grupo
taxondmico, a comparacéo foi feita baseada emestgisticas: Stekel, Audic-Claverie e
Fish.

Comparacao da diversidade funcional entre as bibliecas Landl e Land2. Apés os

tratamentos, as sequéncias das bibliotecas Landdnd2 foram segregadas por grupo
funcional (funcdo bioldgica com base no G.O) e caragas quanto a capacidade de
representar a diversidade da amostra. Para caga,@womparacao foi feita baseada em

trés estatisticas: Stekel, Audic-Claverie e Figigiedo-se um minimo de cinco reads.

Comparacao das caracteristicas taxondmica e funciahentre os solos déandfarm e
Mata Atlantica (Land2 vs Matal). Por terem sido construidas com o mesmo conjunto de
primers, as bibliotecas Land2 e Matal foram esdathpara relalizar as comparagfes das
caracteristicas taxonémica e funcional entre asssbdlandfarme Mata Atlantica. Apds os
tratamentos, as sequéncias das respectivas bdalgotéoram segregadas por grupo
taxondmico (NCBI) e funcional (funcéo biolégica cdvase no G.O) e comparadas quanto
as caracteristicas taxonémicas e funcionais. Pada grupo, a comparacdo foi feita
baseada em trés estatisticas: Stekel, Audic-CawerFish, exigindo-se um minimo de

cinco reads.

Determinacdo do impacto de niumero de seqUéncias @meros de primers utilizados

na comparacdo da diversidade taxondémica e funcionantre a biblioteca Land2 e o
solo de Mata Atlantica (Land2 vs Mata Total).Apds os tratamentos, as seqiiéncias das
bibliotecas Land2 e o conjunto Mata Total (biblegaste Matal, Mata2 e Mata3) foram

segregadas por grupo taxondmico (NCBI) e funci¢iuaicdo biolégica com base no G.O)
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e comparados quanto a capacidade de representaerasidthde da amostra, em nivel
taxondmico e funcional. Para cada grupo, a compardoi feita baseada em trés

estatisticas: Stekel, Audic-Claverie e Fish, exighse um minimo de cinco reads.

Determinacdo do impacto de numero de primers na coparacdo da diversidade
taxondmica e funcional entre os solos dandfarm e Mata Atlantica (Land Total vs
Mata Total). ApGs os tratamentos, as sequéncias das bibliotlsasonjuntos Land Total
(Landl e Land2) e Mata Total (bibliotecas Mataltd2ae Mata3) foram segregadas por
grupo taxondémico (NCBI) e funcional (funcéo bioldgicom base no G.O) e comparados
guanto a capacidade de representar a diversidadandatra, em nivel taxondmico e
funcional. Para cada grupo, a comparacgéo foi teéitseada em trés estatisticas: Stekel,

Audic-Claverie e Fish, exigindo-se um minimo decoineads.

Predicdo do numero de ORFs potenciais nas bibliotas de Mata Atlantica e
Landfarm.

A determinacdo da predicdo de ORFS foi executaifiaantlo-se o programa getorf da

familia de programas EMBOS$http://emboss.sourceforge.net/downldadiersao 5.0.0

com restricdo para predicdo de ORFs com, no mirb@@minoacidos em Mata Atlantica
Total e Landfarm Total. As seqiéncias FASTA comsm@ 50 aminoacidos foram
submetidas a uma analise de BLAST-P e foram corzglde aceitas apenas sequéncias que

apresentaram hit no GenBank com e vale <

Resultados e discussao

Rendimento de DNA através do método de extracdo ceencional. Obteve-se DNA na
concentracdo de 800 ng/uL utilizando-se o métodwemncional de extracdo de DNA de
solo desenvolvido no Laboratério de Monitoramentabfental da UESC. Além disso, o

DNA extraido apresentou média 2,0 na razdo 260 30n/Bm de leitura em
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espectrofotbmetro Genequant (Amershan Biosciences)elando alto rendimento e
gualidade (ROH et al., 2006).

Padronizacdo do RAPD metagenémico para DNA deandfarm extraido através do
método convencional e DNA de Mata Atlantica extraid através do método especiah
diluicdo de razdo 1:200 do DNA dadfarm extraido através do método convencional
mostrou a melhor amplificagdo (Figura 4.1). Essaigfio é necesséria para fornecer uma
guantidade de DNA molde em equilibrio com os outeagientes da reacdo de RAPD; uma
guantidade exagerada de DNA pode saturar a redadodando a acdo dos primers através
de seu consumo total nos ciclos iniciais. Isso padepedir a amplificacéo das sequiéncias
metagendmicas. Todas as diluicbes do DNA laedfarm utilizadas neste trabalho
apresentaram boa amplificagéo via RAPD, mas agdituna razdo 1:200 apresentou uma
maior quantidade de bandas quando analisadas etdgarese em gel de agarose a 0,8%,
0 que é mais interessante do ponto de vista biok&égico. A mesma razao de diluigédo foi
escolhida para amplificar DNA de Mata Atlanticaraido através da metodologia especial.
E essa escolha teve como premissa um DNA, supasteyneom a concentracdo no

intervalo de 1 a 10 ng/uL apos diluido.

10 kb

3kb

1kb

Figura 4.1 - Otimizagdo da amplificacdo do eDNA ldafarm utilizando-se primers
randomicos; 1. Marcador 1Kb (Fermentas); 2. RARDdduicdo 1:10; 3. RAPD da
diluicdo 1:100; 4. RAPD da diluicdo 1:1000, 5. RARB diluicdo 1:200 e 6. controle
negativo.
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Amplificacdo aleatéria de DNA metagen6mico ddandfarm extraido através de
metodologia convencionalDos quinze primers de RAPD utilizados para amg@ifibNA
de landfarm extraido através de método tradicional, dez foramsicderados eficientes;
D13, OPCO01, OPKO08, OPB13, OPS07, OPS10, T17, QGRI0D E T20 (Figura 4.2).
Sequéncias com mais de 1 kb foram amplificadas.

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

3 kb

1kb

=
P — il
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Figura 4.2- Da esquerda para a direita; 1-Marcaddr (Fermentas); 2-controle negativo
utilizando o primer D13; reacgéo eficiente com oy, respectivamente; 3-D13, 4-OPCO01,
5-OPK08, 6-OPB13, 7-OPS07, 8-OPS10, 9-T17, 10-Q08)PJ04 e 12-T20

Amplificacdo aleatéria de DNA metagenémico ddandfarm extraido através de
metodologia baseada em fervura.Dos quinze primers de RAPD utilizados para
amplificar DNA delandfarm extraido através de método baseado em fervura,edana
forma que no experimento anterior, dez foram camambs eficientes; D13, OPCO1,
OPI07, OPN18, OPN19, OPK20, OPB13, OPS07, OPS108&(Rigura 4.3). Sequéncias
de mais de 1 kb foram amplificadas.

Embora a quantidade de primers considerada etéciggn amplificacdo de DNA de
landfarm extraido pelas duas metodologias tenha sido a eydsmave diferenca quanto a
eficiéncia dos primers; para DNA d&ndfarm extraido através de metodologia
convencional, os primers OPJ04, OPK08, OPS10, TIZ0eforam exclusivos em mostrar
eficiéncia em amplificar DNA metagendmico. E patdextraido através de metodologia
especial, os primers OPN19, OPS10, OPI07, OPN1BK20 foram exclusivos.
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Em comum, os primers D13, OPB13, OPCO01, OPSO07 & f@@m eficientes na
amplificacao de DNA dé&andfarmextraido através das duas metodologias em quéssao.
acontece porque, embora extraido por metodologiasedtes, o DNA em questdo €

oriundo da mesma amostra de solo. Logo, essesnalitgptideos de dez bases devem

encontrar sequiiéncias homologas comuns nos dasigatos.

1kb

Figura 4.3- Da direita para a esquerda; 1-Marcaddr (Fermentas); 2-controle negativo
utilizando o primer D13; reagcdo com o primer, refpamente; 3-D13, 4-OPCO01, 5-
OPI07, 6-OPN18, 7-OPN19, 8-OPK20, 9-OPB13, 10-OR$0:0PS10 e 12-Q08.

Amplificacdo aleatéria de DNA metagenémico de Mat#tlantica extraido através de
metodologia especial.Na amplificacdo aleatéria de DNA de Mata Atlanticam a
utilizacdo do conjunto de primers referente ao Mixos eficientes foram D13, OPCO01,
OPKO08, OPB13,0PS10, T17, Q08 e T20 (figura ndo radsj.

Na amplificacdo aleatéria de DNA de Mata Atlantican a utilizagdo do conjunto
de primers referente ao Mix IV, os eficientes for@RC19, OPQ14, OPD11, OPI17,
OPI09, OPM06, OPK19, OPD16, OPQO06, OPB06, OPC1RI8&(figura ndo mostrada).

Na amplificacdo aleatéria de DNA de Mata Atlanticen a utilizacdo do conjunto
de primers referente ao Mix V, os eficientes for@RM13, OPQ11, OPQ15, OPJ16,
OPK12, OPN14, OPNQ09, OPQ10, OPBO07, OPDO07 e OPii84fndo mostrada).

Confirmacéo de clonagemHouve confirmacéo de clonagem em todas as amosgalge

colénias brancas (selec@tue-whit§ de todas as transformacdes. Esses diagnésticos de

transformacdo mostraram eficiéncia ndo apenas oragém em si, mas também no
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tamanho das sequéncias clonadas. E possivel visumpliconssinalizando a clonagem
de sequiéncias em torno de 1 kb e até mesmo seggiélwom tamanho proximo a 2 kb
(Figura 4.4), o que permitiu vislumbrar um poteheia bioprospec¢édo de genes desses
metagenomas (FERRER et al., 2007).

Esse diagnéstico € possivel gracas ao fato deimens de sequenciamento M13
reconhecerem sequéncias homologas nas extremidadexiltiplo sitio de clonagem do
vetor (pTZ57R/T) (Clark, 1998; http://www.fermentamn/catalog/kits/kitinstaclone.htm
acessado aos 11.01.2008). Em funcdo disso, quariaNAo de uma coldnia de clones

positivos € utilizado como molde para PCR, os psnamelam nessas regides do vetor e

terminam amplificando também o inserto, caso estgapresente.

1kb

1kb

Figura 4.4- Diagnostico de clonagem de DNA metageocd de MA em pTZ57R/T através
de PCR de colbdnia utilizando-se o primer M13- Nagae cima, da esquerda para a
direita; Marcador 1 kb (Fermentas); controle negaticonfirmacdo de clonagem em
sequéncia para todas as amostras analisadas. tdadpdraixo, da esquerda para a direita;
Marcador 1 kb (Fermentas); confirmacgéo de clonagara mais quatro amostras.

Determinacao do impacto da metodologia da extracame DNA na representatividade
da diversidade taxondmica.Houve diferencas significativas na representatoedde 15
grupos taxondémicos entre Landl (570 reads seletas)ae Land2 (435 reads
selecionadas).

Land2 foi superior em representar 8 grupos taxacdsn Esfingobacteriaceas,
grupo do Bacillus cereus Hidrogenivirga, SphingomonadaleBacillus sp SG-1,
Rhodobactérias ainda néo classificadas, Proteatms;t&olibacteres e microorganismos
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engquadrados nos “no-hits”. Nos grupos Sphingobactese, grupo d®@acillus cereus
Hydrogenivirga e Sphingomonadakegjuantidade de “reads” em Land1 foi zero, enquanto
em Land2 a quantidade foi significativamente dkao mostra que o método de extracédo
convencional deve levar a uma perda de DNA dessgmg taxondmicos (RIESENFELD

et al., 2004). E a supressdo de quaisquer grupmendmicos em bibliotecas
metagendmicas limita seu potencial; primeiro porquescara o perfil flogenético do
ambiente, além de impedir a sinalizacdo e caraeigid de novos grupos taxonémicos;
segundo porque em funcdo do primeiro, a probabiiidde identificar novas substancias
diminui consideravelmente.

Mesmo assim, a biblioteca Land1 foi significativente superior em representar 7
grupos taxondomicos (ver Figura 4.5). Mas para apema grupo l(egionellale} houve
representatividade zero por parte de Land2. Ess@a@cao mostra um aparente equilibrio
na representatividade dos grupos taxonémicos pte das duas bibliotecas, mas o fato de
a biblioteca Landl ter deixado de representar ngngos taxondmicos mostra que
construir uma biblioteca metagenémica utilizandormgtodo convencional de extracdo de
DNA introduz uma ineficiéncia muito grande em nigtelrepresentatividade, o que levaria
a um erro em andlises filogenéticas e, certamantbém ocorreriam perdas sob o ponto de
vista biotecnoldgico.
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Digital Differential Display results

T iE=IE =1l

EHiE=| s

|Cluster name .. JLand2 {570 .. |Landl {435 .. |Stekel udic-Claverie Fizher |
1 Sphingobacteriaceae ..|53.0 0o -1.0 5.0150454281652714E-14 4 5761581551650882E-13
2 Bacillus cereus group ..{28.0 oo 1.0 7.2036901564559351E-8 1.6622845220734095E-7
El Hydrogenivirga 23.0 oo -1.0 1.2274704732470594E-6 3. 664331077662162E-6
4 Sphingomonadales 22,0 0o -1.0 2. 164224255461523E-6 6.55407056438325574E-6
= Bacillus =p. 5G-1 0.0 11.0 -1.0 4. 3239268918963E-5 1. 0875827A39795114E-4
5 Mot assigned .. |6.0 22.0 7 27FLl326292318745 5. 3568837591441 71E-5 516304717395 2589E-4
7 Legionellales 0.0 10.0 1.0 9.989762129552204E-5 2. 47754 2798662674E-4
g unclazsified Rhodobacterales 15.0 oo -1.0 1.1464119453349542E-4 2 74412153317116885E-4
] Mitrosomonadales -..|0.0 5.0 -1.0 5.332228561182535353E-4 0.0012905718310605102
in Bacillus =p. MRRL E-14911 o0 7.0 -1.0 000123192866 75834906 0.0029511270057190043
11 Betaproteobacteria ..o 7.0 -1.0 0.0012319256675834906 0.0023511270057190043
12 Acidobacteria (class) ~.|l0.0 0o 1.0 0.001953424961956904 0.006467645614020729
13 Bacteria 4.0 48.0 5. 8395936045706474 0.00279179716899616596 0.010615066103361645
14 Bacillus -..|0.0 6.0 -1.0 0.002546150025106445 0.0067565790335453659
15 Alteromonadales 2.0 0.0 -1.0 0.0034441966434495408 0012476931 068326539
16 Proteobacteria ..|14.0 2.0 5.556596143401012 0.00605869257 2386618 0.015960853030628062
17 Sphingobacteria 0.0 5.0 1.0 0006575657 29938353542 0.01549026003730365
18 Bacillaceae 1.0 70 S 4147226954445307 0.006562157515930735 0.024545726642621524
19 Cammaproteobacteria .. 8.0 0o -1.0 0.015575824236538804 0.04003795071798761
20 Propiohibacterineae 6.0 0.0 -1.0 0.01858758242365385804 0.04003795071799761
21 Baszidiomycota ..|5.0 0o -1.0 0.03328532206528786 0.0739522448997 7737
22 Mo hits ..|241.0 214.0 1.2951722749667581 0.0530656537235875404 0.1911222070672043
23 Bacteroidetes/Chlorobi group 5.0 9.0 1.247511546546185 0.0520791231214108 0.17299390038555112
24 Solibacteres ..|8.0 10 1.36922213193731104 0.07607649205441114 0.2454247661445111
25 Homao 3.0 6.0 0. 8970726007A73769 0.08339944441471772 0.18827620368199488
26 cellular organisms ..|23.0 25.0 0.7459523715843448 0. 10541995524658877 0.23707576637440125
27 unclassified Bacteria o t] 5.0 0.029104443374530951 0.32353542074135 0.753743469397794
28 Flavobacteriales 3.0 2.0 0.011054622756443422 0 476482612473364 0.9999999999997315
R

Figura 4.5- Comparacéo da representatividade dgogrtaxondmicos entre Landl (435
reads) e Land2 (570 reads). As estatisticas Stékelic-Claverie e Fisher sinalizam em
verde quando existe diferenca significativa naggspntatividade.

Comparacdo da diversidade funcional entre as bibliecas Landl e Land2.A
representatividade de funcdo bioldgica nas biltegelLandl e Land2 foi considerada
equilibrada, como mostra a figura 4.6. Entretacdopo a representatividade taxondémica na
biblioteca Land?2 foi superior, o esperado era grepeesentatividade de funcdes bioldgicas
também acompanhasse o resultado da primeira andlias existe uma explicacdo
molecular para isso; oligonucleotideos de dez batesdo sobre uma quantidade menor
de genomas tende a anelar em um ndamero maior dérsegs alvo dentro de uma mesmo
genoma, e como resultado, explorando mais regide®strando maiores diferencas na
funcdo biolégica entre si do que quando atua soibneconjunto maior de genomas
(BIONDI et al., 2006). Isso porque a atuagao soibneconjunto menor de genomas permite
os primers a anelarem em seqUéncias diferentes edidan em que se diminuiu a
competicdo por sitios de anelamento mais abund#@ptesentes numa mistura maior de
genomas), resultando em maior representatividadiirdgio bioldgica para os genomas
gue permanecem na mistura. Porém, isso ndo quesr decessariamente, que a riqueza em

nivel de funcdo bioldgica da biblioteca Landl sem&ior do que a Land2. Pois se fosse o
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caso, a maior diversidade de funcdo bioldgica iestemitada a uma menor diversidade
taxondmica (JOHNSON & SLATKIN, 2006). Isso, sem siderar 0s “no hits”.
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Figura 4.6- Comparacdo da representatividade eral mig funcdo bioldgica entre as
bibliotecas Landl e Land2. A abundancia de genawlasionados a determinada funcéo
biolégica é diretamente proporcional a intensiddaeor vermelha.

Comparacao das caracteristicas taxonémica e funciahentre os solos déandfarm e
Mata Atlantica (Land2 vs Matal). Nessa comparacao foram selecionadas 570 reads em
Land2 e 221 em Matal. Como esperado, existe urseedifa na diversidade taxondmica
entre os solos dndfarme Mata Atlantica. Dentre as diferencas encontraola®lo de
landfarm por exemplo, € exclusivo em representar genomdardilia Sphingobacteriacea
(Audic-Claverie 2,068 e Fisher 1,130) e do géneydrbigenivirga (Audic-Claverie 3,843),
mas o solo de Mata Atlantica possui mais genomadatse Sphingobacteria, da qual a
familia Sphingobacteriaceae faz parte (Figura 4.7).

Outra particularidade interessante é o fato del® delandfarmser exclusivo em
genomas do grupo ddacillus cereusNeste grupo, como diz o préprio nome, esta incluso

o Bacillus cereusum microrganismo patogénico oportunista capazadesaf-hemalise e
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intoxicacdes alimentares cujo quadro clinico inclAuseas intensas e dores abdominais
(KOTIRANTA et al., 2000; HOTON et al., 2005). Tanmbéno solo delandfarm foi
encontrada uma quantidade consideralvelmente ntiogenomas de microrganismos
pertencentes ao grupo Bseudomonas putigd® qual é utilizado como biorremediador de
solos impactados (GOMES et al., 2005). O solo ldadfarm é um terreno que recebe
residuos (borra de petrdleo, neste caso), ondeétangbaplicada a tecnologia ambiental
landfarming que serve para recuperar solos através da adiedamicrorganismos
especificos (SANTOS, 2007).

No solo de Mata Atlantica, o géneAxinetobacterfoi representado de maneira
exclusiva. Pertencentes a famildoraxellaceag também exclusiva em Mata Atlantica
neste trabalho, s&o importantes microrganismos ae sgue contribuem para a
mineralizacdo de, por exemplo, compostos aromatictembém sao patogénicos
oportunistas, sendo resistentes a varias classestd®oticos. E, além disso, possuem
grande potencial biotecnolégico como hospedeirda paa versatilidade metabdlica e
robustez (RAHAL, 2006; GERISHER, 2008).

Também no solo de Mata Atantica,de maneira gesastem mais genomas da
ordemRhizobialesdo que no solo dandfarm.Isso acontece porque esses microrganismos
séo fixadores de nitrogénio e vivem em simbiose raizes de plantas (GARCIA-FRAILE
et al., 2007). Como a amostra de solo de Mata A¢mprovém de um ambiente mais rico
em plantas, ao contrario do encontrado em soldartfarm,mais uma vez as bibliotecas

mostraram eficiéncia em representar a microbiogaséos respectivos ambientes.
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Figura 4.7- Comparacdo da diversidade taxonOmitee e solos de landfarm e Mata
Atlantica (Land2 vs Matal).

Na comparacédo funcional, houve diferenca signiffeaem apenas dois itens;
sequéncias envolvidas com biosintese de glutanma#is presentes em Land2 (Stekel
5,226) e processos bioldgicos desconhecidos, mesemes em Matal (Stekel 3,008). Essa
maior quantidade de sequiéncias envolvidas com gsosebiol6gicos desconhecidos em
Mata Atlantica nos leva a pensar num maior poténgaa identificacdo de novas

substancias.

Determinacdo do impacto de niumero de seqiéncias @meros de primers utilizados
na comparacado da diversidade taxondmica e funcionantre a biblioteca Land2 e o
solo de Mata Atlantica (Land2 vs Mata Total) e LandTotal e Mata Total. Nesta
analise foram selecionadas 570 reads em Land2&rg#afs em Mata Total. O aumento do

numero de seqUéncias e primers em Mata Atlanttesaahm, como esperado, a analise. Na
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representacdo de genomas de microrganismos do dapacillus cereuspor exemplo, o
solo de Mata Atlantica passou a ser consideradersuStekel 3,958). Além disso, uma
diferenca na representacdo de genomas da ordemoliadteriales também passou a existir
nessa nova analise, sendo o solo de Mata Atlantigéo superior nesse aspecto (Stekel
21,448; Audic-Claverie 9,918; Fisher 4,801).

Também em Mata Atlantica, uma grande quantidadget®mas pertencentes a
ordemLegionellalesfoi adicionada, tornando a diferenca na quantidbelgenomas deste
grupo taxonémico significativamente superior dadelfarm (Audic-Claverie 5,991; Fisher
1,177). Os “no hits” também foram encontrados emntjdade muito superior em Mata
Atlantica (Stekel 5,057; Audic-Claverie 7,888) e deaneira geral, a diversidade
taxon6mica também cresceu (Figura 4.8).

Embora o aumento de seqUéncias e primers em Méatida tenha impactado a
andlise, a fidelidade na representatividade ex@uso género Hydrogenivirga foi mantida.
E houve significativa superioridade na quantidade denomas da familia
Sphingobacteriaceagresentes somente dandfarm na primeira anélise entre os solos.

Na nova comparacédo da diversidade etdareifarm (1005 reads selecionados) e
Mata Atlantica (1257 reads selecionados), onde antifiade de reads é equilibrada, a
diversidade em Mata Atlantica permaneceu maiorskperioridade numérica em genomas
de alguns grupos taxondmicos passou a ser condadestatisticamente significativa em
funcé@o do equilibrio no nimero de sequéncias ergrsolos (dados ndo mostrados). Esse
resultado deve-se ao fato de uma maior quantidageichers distintos tender a amplificar
sequéncias mais diversas em nivel taxonémico (YU#e€tNal., 2005; McHARDY &
RIGOTSOS, 2007) ou cobrir de maneira mais ampla@tagenoma em questdo, resultando

em maior diversidade taxondbmica.
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Figura 4.8- Comparacéo da diversidade entre MatatgMotal) e Land2. Quanto mais
intenso a tonalidade da cor vermelha uma maioepgs enquanto que a preta a auséncia.
A tonalidade cinza avermelhada indica um baixaesgmtatividade.
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Os resultados das diversidades funcional e matabfilram equivalentes aos da

diversidade taxondmica (figura 4.9).
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Ubiquinone biceynthesis

Figura 4.9- Comparacao da diversidade metabolfoaaonal entre os solos de landfarm e
Mata Atlantica. Na esquerda, Mata Total vs Landfaalireita, Mata Total vs Land Total.
Observar a significativa superioridade em diveidgdduncional e metabdlica de Mata
Atlantica nas duas comparac¢des em funcdo do marero de reads e primers utilizados

A diversidade taxondomica geral de Mata Atlantichamdfarm estdo representadas nas

figuras 4.10 e 4.11, respectivamente.
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Figura 4.10- Diversidade taxondmica geral do seldvidita Atlantica. As esferas proximas
aos nomes dos grupos taxondmicos representam daimia destes na amostra.
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Figura 4.11- Diversidade taxondmica geral do s@dathdfarm. As esferas préximas aos
nomes dos grupos taxondmicos representam a abuadistes na amostra.

Tanto no caso de Mata Atlantica quanto de Landfaanrepresentatividade e
diversidade microbiana é superior a de trabalhosstiglos filogenéticos como o de Silva-
Macena, em 2007, com 634 sequéncias 16S de sdiatdeAtlantica e a Santos, também
em 2007, com 51 sequéncias 163 dedfarm

No caso de SILVA-MACENA, em 2007, com 634 sequéscl6S de Mata
Atlantica, foram representadosos trés filos; Fiutes, Planctomicetos e Proteobacteria.
Neste trabalho, foram representados o sete filoeegmo solo; Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes Deinococus-termus, Aquificaceae, dilexaceae, Acidobacteria e grupos
taxondmicos ainda néo classificados. Isso mosteaogmétodo apresentado neste trabalo é
superior em representar a microbiota ambientatp wgle se trata do mesmo solo e da
mesma amostra. Pois, além de determinar os filoeede informacdo sobre ORFs das
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bactérias presentes, sendo possivel tracar um pextabdlico virtual dos microrganismos
do solo.

No caso de SANTOS, em 2007, com 51 sequéncias atefarm, foram
representados seis filos; Firmicutes, BacteroidetBfanctomicetos, Acidobacteria,
Cloroflexiae e Proteobaceria. Neste trabalho, nforepresntados nove filos para 0 mesmo
solo; Proteobacteria, Bacteroidetes, Planctomicetdsrmicutes, Aquificaceae,
Actiomicetos, Acidobacteria, uma divisdo candidaa Candidatus Protochlamydia
amoebophila, além de grupos ainda ndo classificadaxlos esses resultados e

comparacg0Oes reforcam a eficiéncia da técnica qmasantada.

Determinacdo do numero de ORFs nas bibliotecas dedth Atlantica e Landfarm.

Em Mata Atlantica, foram preditas 6481 ORFs potEscisendo que 1678 (26%)
apresentaram hit contra 0 GenBank com e-valgé e.emLandfarmforam previstas 3272,
sendo que 524 (16%) apresentaram hit contra o Gén@&am e-value <€’ Isto pode estar
relacionado ao maior numero total de sequénciadididistecas de Mata Atlantica neste
trabalho, sinalizando para um maior potencial emelnde bioprospeccdo de genes, neste
momento (McHARDY & RIGOTSOS, 2007). Esses resultagdmstram o potencial dessa
metodologia em identificar genes. Deve-de ter emtengue certamente existem novos

genes que foram detectados pela analise, mas quenoéntraram hit no GenBank.

Conclusao

Foi possivel amplificar sequéncias metagendmigasathente do sobrenadante da
fervura do solo.

A associacdo do principio direto de extracdo deADdm a sintesén vitro de
sequéncias metagendmicas livres de contaminac@out@ clonagem mais eficiente. E as
bibliotecas metagenémicas construidas através desta metodologia neste trabalho
representaram de maneira mais fiel seus respectudsientes. A nova metodologia

permitiu também diminuir a interferéncia na repnéstvidade dos grupos taxondmicos,

61



ampliando o potencial cientifico e tecnologico datagendémica de solos. Agora, toda a
diversidade presente em solos pode ser estudamgdata e explorada de maneira mais
ampla, mediante a aplicagdo de um maior nUmeragichers.

O uso de uma maior quantidade de primers distiatimsenta consideravelmente a
representatividade da diversidade taxondémica eidoat; permitindo um maior acesso a
diversidade genética e funcional do ambiente.

Por fim, o tamanho das sequéncias amplificadasatpossivel até mesmo uma
tentativa de bioprospeccédo de novos genes. E esaateristica somada a uma maior
representatividade do ambiente torna essa técmzanova e poderosa alternativa para

entender e explorar metagenomas de solo.
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5. Capitulo 3- Metagenoma de Mata Atlantica como ftte de substancias

antimicrobiana.
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Resumo

Muitos microrganismos patogénicos apresentam égsist a antibioticos disponiveis no
mercado atualmente. Além disso, 0s microrganismal® $ode servir como um
reservatorio de mecanismos de resisténcia que gég@am ou tém o potencial de emergir
em bactérias de significativa importancia clinimpresentando um perigo para a saude
publica. A metagen6mica € uma importante alteragtiara contribuir na solucdo deste
problema porque permite explorar o potencial biodéigico também de microrganismos
nao cultivaveis, permitindo o acesso a novos aotohianos e enzimas. Nesse trabalho
sao apresentados os resultados de ensaios de dertksas bibliotecas metagenémicas,
onde um clone apresentou atividade antimicrobiamé&raB. subtilise S. aureusmas néo
contrak. coli e SalmonellaO estudo da seqiéncia clonada revelou duas ORIRge@das
completas. Nacontig R, destacamos uma ORF codificando para uma peotsim sitio
ativo de glutamato sintase, como também ORFs mgnseen homologia com seqiiéncias
conhecidas. E no contig F, destacamos outra caddic para um proteina que codifica
para possivel peptideo sinal, o qual pode estacidmando a secrecdo do antimicrobiano.
Também foi comprovado que o antimicrobiano tem tdmamaior igual a 5KDa, €
secretado e sua expressao pode ser controladadogéb com IPTG.

Palavras-chaveAntimicrobiano, metagenémica e bioprospeccao.
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Introducao

A maioria dos antibidticos utilizados na clinicayem de Actinomicetos presentes
no solo (KIESER et al., 2000). Mas o potencial da/pr novos agentes antimicrobianos
nao esta concentrado apenas nesta classe de dmagbé@is também nos solos existe uma
intensa disputa por espaco e nutrientes que levamigsorganismos a secretarem
antimicrobianos contra seus competidores (WRIGHID72. E esses processos envolvem
elementos de resisténcia que quase sempre est@ipadgs NnosS mMesmoOS oOperons
biosintéticos de antibidticos (COSTA et al., 20aBgsta forma, a rigueza em diversidade
genética e funcional do solo pode ser acessad&atoe técnicas de metagendmica para
identificar novas substancias antimicrobianas, ® lextremamente necessario nos dias
atuais, quando a medicina moderna enfrenta um ukereais desafiadores problemas; os
superbugsbactérias resistentes a multiplos antibiéticolR(BHT, 2007). A presenca de
antibiéticos no ambiente tem promovido a aquisigip evolucdo independente de
elementos de resisténcia especificos na auséngeodacao de antibidticos inatos, como
a resisténcia a vancomicina edtreptomyces coelicoloPaenibacillus e Rhodococcus
(HONG et al., 2002; GUARDABASSI & DALSGAARD, 2004pesta forma, o solo pode
servir como um reservatorio de mecanismos de éesist que j4 emergiram ou tém o
potencial de emergir em bactérias de significatmaortancia clinica (COSTA et al.,
2006). Isso constitui um perigo para a saude paibtjoe pode contar com uma quantidade
cada vez menor de opcdes em antibidticos para trdéeccdes. Some-se a isto, a selecao
de microrganismos resistentes provocada pelos ahasdde tratamentos, os quais
induzem falha clinica por diminuirem a biodispolnilside dos antibiéticos (WALSH,
2003; WRIGHT, 2007).

A busca de novos antimicrobianos através da medmgea torna-se uma
importante alternativa porque permite explorar depoial biotecnolégico também de
microrganismos nédo cultivaveis (DANIEL, 2004). Eral de permitir o0 acesso a novos
farmacos, a metagenémica também tem o potenciaaikeover o acesso a novas enzimas
com potenciais aplicacdes industriais (LAMMLE et aD07).

Na maioria das vezes, a preferéncia € clonar seg&com o maximo tamanho
possivel para aumentar a probabilidade de encaspierons e vias metabdlicas funcionais
inteiros (BERTRAND et al., 2005). Mas também é poespromover bioprospeccéao de

novos genes clonando-se sequéncias menores. E trasiho, n0s apresentamos uma
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busca por atividades antimicrobiana e enzimatica lilrliotecas metagendémicas
pTZ57R/T de solos dendfarme Mata Atlantica, como também o estudo de um cttene
comprovada atividade antimicrobiana cuja sequérioi@ada contém pouco mais de 1500

pares de base e foi proveniente de solo de Maéantidh.

Metodologia

Screenings enziméticos. Em placas de Petri grandes contendo agar MuelleioHlie
IPTG (isopropilB-D- tiogalactopiranosideo) 50 mM, inoculou-se amek, em arranjo de
96 pocos de placa de poliestireno, a meios contemda® Unica fonte de energia; Oleo
vegetal a 2% para screening de lipases, caseifa jgata screening de proteases e 0Oleo
mineral a 2% para screening de alcano-desidrogenaseomposicdo do meio, além da
Unica fonte de energia e agar a 1,5%, continhgPKkla 0,1%, KHPQ@a 0,1 %, NHCI a
0,1%, MgSQ a 0,05% FeSgpa 0,001% e Cagh 0,001%. Este procedimento foi aplicado
a 2304 clones de metagenoma de Mata Atantica e tkZ&s de metagenoma de

landfarm

Screenings para antimicrobianos. Em placas de Petri grandes contendo agar Mueller-
Hinton e IPTG 50 mM, inoculou-se 200 pL de suspert&&Staphylococus aureusTCC

(10° UFC/mL em solucéo salina a 0,9%) e aplicou-semité “spread plate”. Em seguida,
inoculou-se os clones por cima do reveladdtaphylococcus aurelSTCC- 25923 no
primeiro teste,Bacillus subtilis ATCC-168, Escherichia coliCCT-1371 eSalmonella
subsp.entericaserovar Newport no segundo teste) conforme ardaj®6 pocos de placa
de Elisa. Incubou-se por 16 horas a 37° C e obgeggaquanto a formacdo de halo de
inibicdo de crescimento em volta dos clones. Esiegalimento foi aplicado a 2304 clones
de metagenoma de Mata Atantica e 1728 clones dager@ma déandfarm Todos os
clones foram obtidos por meio da utilizacdo do v@BZ57R/T, segundo instrucbes do

fabricante (InsTAclone PCR cloning Kit -Fermentas).

Manipulacdo do clone Mata Il PLO8 B3 O inserto do clone MTIl PLO8 B3 foi

amplificado através de PCR da colonia stweeningpara antimicrobianos utilizando-se
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primers M13. Em seguida sequenciou-se o0 produtoredgdo em Megabace 1000,
“forward” (F) e “reverse” (R) e montou-se os corsmnno Lasergene. Depois disso, a
sequéncia foi analizada em buscas por ORFs (Opamtiinge frames), utilizando-se o
programa ORF FINDER (http://www.ncbi.nlm.nih.gowdpcts/gorf/). Para uma das
provaveis proteinas, calculou-se o numero de amito$, massa molecular, ponto
isoelétrico tedrico, formula e indice de instakitié através do ProtParam do Expasy

Proteomics Tools.

Verificacdo quanto ao controle de inducdo por IPTG.O clone MTII PLO8 B3 foi
testado quanto a capacidade de controle da exprédssantimicrobiano por IPTG. Para
isso, o clone foi inoculado em 5 mL de meio Luriedani (LB) com ampicilina (100
mg/mL) e incubado “overnight” a 37°C sob agitackm seguida, centrifugou-se a
cultura a 5000 rpm por 10 minutos e o precipitadocélulas desta primeira cultura foi
inoculado em 30 mL de meio liquido LB com ampi@lifl00 mg/mL) e novamente
incubado a 37°C sob agitacdo. Manteve-se essaag@alaté que a cultura atingisse a OD-
600 nmde 0,7 e induziu-se a expressao com IPTG (coragurfinal de 0,1 mM), tomando
como referéncia uma cultura sem inducdo por IPT@0sAa inducdo, centrifugou-se a
cultura a 5000 rpm por 10 minutos e separou-seecigitado de células do sobrenadante
em tudos distintos de 50 mL. Parte do sobrenadanteestado contrd. subtilis nos
volumesde 1, 2,4¢e4.

Verificagdo quanto ao tamanho da molécula do antimiobiano e seu local de sintese
(intra ou extracelular). Os sobrenadantes da etapa anterior foram fikrado membrana
de 0,22um, liofilizados, resuspensos em 5 mL tampéao fostat¢pH 7,0), centrifugados a
13400 rpm por 10 minutos e 0s sobrenadantes dé#ste (centrifugacdo tratados com
acido tricloroacético a 10 % e acetona com betaapéoca 0,007 %. Em seguida, foram
fitrados em Centricon de 5 KDa (Millipore) parapaear, no sobrenadante, moléculas
maiores (Sob> 5 KDa) e menores (Sab5 KDa) que 5 KDa.

Os precipitados de células foram resuspensos empatarfosfato 1x (pH 7,0),
tratados com lisozima e expostos a sonicacdo emasdhic Processor GEX 130, com
pulsos de 10 segundos, intervalos de 20 segundastotal de 1 minuto e 10 segundos,
com amplitude de 70%. Em seguida, parte das su3pei® extrato total de células (ET).

Fotam coletadas e reservadas. Apos isso, centufsgm ET a 13400 rpm por 10 minutos;

71



e 0s sobrenadantes e os precipitados desta Ultiemtrifagacdo deram origem,
respectivamente, a fracdo solavel (FS) e fracamimsl (FI). A fracdo solavel foi filtrada
em Centricon de 5 KDa (Millipore) para separar roolés maiores (FS 5 KDa) e
menores (FS 5 KDa) que 5 KDa. Em seguida, um bioensaio emn Eugeeller-Hinton e
um indculo de 20QiL de solucdo salina (0,9%) con subtilis10° cél./mLfoi preparado
utilizando aproximadamenteyly de proteinas totais do K5 KDa e do F$ 5 KDa para
difusédo em agar. Os Setb KDa e Sob> 5 KDa também foram utilizados no bioensaio,
com aproximadamente 70y de proteinas totais para difusdo em agar (o aentrao
induzido foi utilizado como referéncia para tessabrenadante e fracdo soltuvel). Em
seguida, o ensaio foi incubado a 37°C por 16 horas.

Verificagcdo quanto a expressédo diferencial de proieas por SDS-PAGE O
sobrenadante, ET, FS e Fl do clone MTIl PLO8 Baoranalizados quanto a expressao
diferencial de proteinas quando induzido por IPP&a isto, uma eletroforese em gel de
poliacrilamida a 18% foi realizada a 140 V por lreh@ 40 minutos, segundo 0s
procedimentos de SDS-PAGE descritos por AMES, erd 19

Resultados e Discusséo
Screenings enzimaticosNenhuma atividade enzimatica foi encontrada nogm@xgntos

feitos com os clones dandfarme Mata Atlantica para as analises testadas.

Screenings para antimicrobianos. Foi encontrada atividade antimicrobiana contra
Bacillus subtilise Staphylococcus aureu$iguras 1 e 2, respectivamente) de um clone
(B3; Mata Il PL08) de metagenoma de solo de Matamniita .
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Figura 5.1- O clone B3:MTIlI PLO8, no centro, inibide maneira significativa o
crescimento do reveladdacillus subtillisATCC-168. Notar que o halo de inibicdo chega
a invadir a area de outros clones no agar, sementanto, inibir o crescimento dos
mesmos.

Figura 5.2- O clone B3:MTII PLO8, no centro, inibide maneira significativa o
crescimento do reveladoGtaphylococcus aureu8TCC-25923. Notar que o halo de
inibicdo de crescimento deste revelador € menorcemparacdo com o do primeiro
revelador, Bacillus subtilisSATCC.

Para que o antimicrobiano tenha se difundido raw agoonto de provocar as a acao
inibitéria mostrada, € necessario que o mesmo tsitlmasecretado em grande quantidade
pela hospedeira&scherichia coliTOP 10). Mesmo assim, o antimicrobiano nao foazap
de inibir o crescimento dos outros clonesEdeoli, visto que chegou a invadir a area do
mesmos no agar. Isso pode estar relacionado @nifi@s na constituicdo da parede celular
entre as hospedeiras, gram-negativas e os reveladgpam-positivos; como estes Ultimos
foram afetados e ndo as hospedeiras gram-negativastimicrobiano em questdo pode
estar interferindo nos mecanismos de sintese dalgticana, muito mais abundante em
parede celular de gram-positivos. Além disso, a brama externa das gram-negativas
pode ser uma barreira bioguimica a essa substtMEBRIGAN & MARTINKO, 2005).
Esta idéia é reforcada pelo fato de néo ter acwmiatégibicdo contreE. coli CCT (Figura

5.3) e o clones n&o terem crescido na preseng@atifaonella enterica.
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Clone B3

Figura 5.3- Bioensaio de clones conkacoli CCT. Notar que em volta da colénia do
clone B3 ndo ha halo de inibicdo de crescimenteedelador.

Apos inducao do clone com IPTG, o ensaio do s@gi@me da cultura foi positivo
em provocar inibicdo do crescimento $leaureusEsse resultado reforca a idéia de que o
antimicrobiano é secretado em grande quantidadés)egene(s) responsaveis por sua

sintese estdo sob a orientacdo do promotor T7tdo. ve

Andlise do clone Mata Il PLO8 B3.0 estudo da sequiéncia clonada mostrou, inicialmente

um tamanho um pouco maior que 1500 pares de beigesq 5.4).

1500 pb

Figura 5.4- Eletroforese do produto de PCR de c¢al@o clone Mata Il PLO8 B3
utilizando o primer M13, que anela no mdultiplo sitle clonagem e pode amplificar o
inserto. Notar a banda com pouco mais de 1500 mhrdsase referente ao tamanho da
sequUéncia clonada.

Nos dois contigs montados (Figura 5.5), duas ORJ¥asngiais foram encontradas;
uma com homologia com um peptideo sinal e outra komologia com uma glutamato
sintetase. Além disso sequéncias aparentemente TB@A e Shine-Dalgarno foram
destacadas, tornando mais aparente a expressa@s @@RFs. Os aparentes TATA box

evidenciam a existéncia de promotores, enquanse@#ncia Shine-Dalgarno evidenciam
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sitios de ligacdo ao rRNA 16S, necesséria paralacopRNA mensageiro ao complexo
ribossomal quando da sintese protéica (SHINE & DARBIO, 1975; SMALE &
KODONAGA, 2003).

1. Contig F com 793 bases

CCCCCCGGTKTGaACGACGGCAGTGAWTCGAGCTYCKkGTGTaACTGGTGPRGAWTCAGCGCCATTGTAAATGCAAACCATGAAG
CCGAGTTTCGTGGTACCAAATATGTTACTCAATTTAAAAATCAGTATGBGRATATTTCGGGTCTCTGATGAAATTATTATTAAAAA
CTTCTTAAGAAAACAGATAGATCGTAATAAATTATCTACTTGCG TEEBBEAAAANT GCCTGAGCAATATGTTTTACTCTATGGTT
CTTATAAATCAGCCAATCAAGCAAAGCAGGCACTGGATCATTTGANTATEIEAAAATCAGTCAAACCAGCTGTGCAGCAAATTCA
GGATTATCAACCTTATGTGAATAACTTAGGTTCTGATGAGCTGACGTRGMBACTCTATCAAGTACGATTAAAAAATGTGCCTCTA
CCAAAAGTAGAGGAAATAGTAGTTCCTAAACCGCAGAGCCAGCCRACATCGAECAAGTACCACCAGTACAACCATTGITCGTCGTG
ATCCATCGGGGAATGTAGTAGATGTGCAGAAGTCTGAAAGCACTGAATGCTACGTGCTCAACCTAATGGTCAACAACGTGCTGA
AGAACAAGAGATAAGTGATCCTTTTAATAOAAATTTGGGTGCAGGCTAAAATAGCGCACCCTGTATGAAAAARRAGTATG
CGTTTTTGGTGCAAAAAATACACAATAACAAATTATCACaTCTGTTBETARGCTAAATCT

53 Frame 3
PRXERRQ SXELXCNSR ML SXQRHCKCKP SSRVSWYQICYSI SKSVC
D SAISGL SSNYY SKLLKKTDRS SStIIYLRLSGEN Mt PEQYVLLYG
SYKSANQAKQALDHLN Met DLPKSVKPAVQQIQDYQPYVNNLGS DEL
TSXQRLYQVRLKNVPLPKVEEIVVPK PQSQPSSNTPSTTSTTIVRR
DPSGNVVDVQKSESTVPS Mt PRAQPNGQQRAEEQEISDPFN Stop Y K
FGCRLK StopRTLYEKILSNVRFWCKKYTITNYHI CS StopNLLN

Signal peptide

245 atg cctgagcaatatgttttactctatggttcttataaatcagcc
MPEQYVLLYGSYKSA

290 aatcaagcaaagcaggcactggatcatttgaat atg gatttgcca
NQAKQALDHLN MD L P

335 aaatcagtcaaaccagctgtgcagcaaattcaggattatcaac ct
KSVKPAVQQIQDYQP

380 tatgtgaataacttaggttctgatgagctgacgtctmaccaga ga
YVNNLGSDELTSXQR

425 ctctatcaagtacgattaaaaaatgtgcctctaccaaaagtag ag
LYQVRLKNVPLPKVE

470 gaaatagtagttcctaaaccgcagagccagccctcatcaaaca cg
EIVVPKPQSQPSSNT

515 ccaagtaccaccagtacaaccattgttcgtcgtgatccatcgg [o]s]
PSTTSTTIVRRDPSG

560 aatgtagtagatgtgcagaagtctgaaagcactgtaccgtca atg
NVVDVQKSESTVPS M

605 ccacgtgctcaacctaatggtcaacaacgtgctgaagaacaag ag
PRAQPNGQQRAEEQE

650 ataagtgatccttttaac taa 670
ISDPFN *

2.Contig R 515 bases

CTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCAGGCCTCTBCAGRRECGGGATCEBICGCGCCATTGTTGGTGGGGaA
CCACACGCCATGCGATAACCCGGCAACCTTCTTCTTCAATTTCTTAGEIMAGTTTTGCGTGTGCTGGCAGTGCAGGATCCAGGTT
CAGGAAGATCGTACCTACAGCAAAAATTTCGCTTAAGGTAATATCACGTARTGCTTCTTCACGAAAGGATTCCTTTGGCATTGCC
AAAAGCAAACCACAACCATCCCCGGTCTTACCATCTGCGGCAATRGGAGGGTCATACAACTTAAACTATGAATTGCGGTCTTGA
CGAGATCATGGCTTGCATCACCCTGCATATGGGCGATCAAACCGRBRTAACTTTAAACTCATCCGGTTGGTATAAACCTTGAGC
GGGAGCTACATTATTAGGCGATGGCATG REUGTBEEEI TCTTATCACAAAGCCCTGGCGGGCTGTTAAACAATCTGANTT
TGCGATGGCGTCCAAATTTACTTTCGCAGGAAATTTC

3'5' Frame 3

NFLRK StoplIWTPSQRRI StoplV StopQPARAL Stop SSopEGYA Mt H Mt PS
PNNVAPAQGLYQPDEFKGNCGFGLIA H Mt QGDASHDLVKTAIHSLS

C Mt THRGGIAADGKTGDGCGLLLA Met PKESFREEAKRLSDITLSEI
FAVGTIFLNLDPALPAHAKQVLTKEI EEEGCRVIAWRVVPHQQWR
StopSDPGPVDCRGLHASFPYSESY StopSLA StopSWS StopLFPV StopNC
YPLTIPHNIRAGSIKCKAWGA Stop StopVS StopLTLIALRSLPAFQSG
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NLSCQLH Stop StopIGQRAGRGGL RIGRSSASSLTDSLRSVVRLRRAYV
SAHSKAVYGYPQNXGDNAAKEHVSTK ASKKAREPVKRPRCWPFS

Glutamate synthase

915 cac ccatcgcctaataatgtagctcccgcetcaaggttta
H PSPNNVAPAQGL

870 taccaaccggatgagtttaaaggtaactgtggtttcggtttga tc
YQPDEFKGNCGFGLI

825 gcccat cagggtgatgcaagccatgatctcgtcaagaccgca
AH QGDASHDLVKTA

780 attcatagtttaagttgt acccaccgtggtggtattgccgca
IHSLSC THRGGIAA

735 gatggtaagaccggggatggttgtggtttgcttttggca cca
DGKTGDGCGLLLA P

690 aaggaatcctttcgtgaagaagcaaagcgtttaagtgatatta cc
KESFREEAKRLSDIT

645 ttaagcgaaatttttgctgtaggtacgatcttcctgaacctgg at
LSEIFAVGTIFLNLD

600 cctgcactgccagcacacgcaaaacaagtattaaccaaagaaa tt
PALPAHAKQVLTKEI

555 gaagaagaaggttgccgggttatcgcatggcgtgtggttcccc ac
EEEGCRVIAWRVYV

510 caacaatggcgc taa 496
QQWR *

Figura 5.5- Contigs F (1) e R (1) e as ORFs com diogia com peptideo sinal e
glutamato sintetase, respectivamente. Nos conégs,azul-claro, estdo destacados os
possiveis TATA box Jélili@sa, as possiveis sequérBiimne-Dalgarno; em amarelo, os
codons de iniciacdo e em verde os codons de fat@@ As sequiéncia de nucleotideos das
ORFs de peptideo sinal e glutamato sintetase sémmamhadas das sequéncias de
aminoacidos das proteinas.

Somados, os contigs tém tem 1308 bases, com isde expossibilidade, ainda que
pequena, de existir uma terceira ORF presente messig maior. Os primers necessarios
para o fechamento desse contig maior ja foram tleslene sua chegada estd sendo
aguardada.

No consenso F da seqliéncia clonada, estd a ORB2®pares de base contendo
homologia com peptideo sinal e que pode estar eidatom a atividade antimicrobiana,
cujo “e-value” do Blast foi de®?*(ver Figuras 5.5 e 5.6), a qual apresenta um peissiv
sitio de ligacdo ao rRNA 16S, homodlogo a uma siko ligagdo ao rRNA de uma
bacteriocina dependente de peptideo sinal @arnobacterium divergen@VOROBO et
al., 1995).

Os peptideos sinais estdo envolvidas em vias eeastdirecionando o envio de
outras substancias para fora da célula (SUTCLIFFE HARRINGTON, 2002;
KANDAVILLI et al., 2008). A estratégia celular déilizar peptideos sinais para facilitar a
movimentacdo de proteinas através da membrana grasesso conservado em todas as
formas de vida (BLOBEL & SABATINI, 1971; KIM et al2008). Desta forma, € possivel
que este peptideo sinal esteja direcionando acgerdn antimicrobiano pela hospedeira
(E. coli TOP10). Além disso, trabalhos recentes mostram wougtas vezes, em
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procariotos, as seqiiéncias que codificam para tideepsinal estdo agrupadas em operons
dos quais a sequéncia que codifica para a subatarsgr secretada também faz parte. Mas
para que o processo de secrecdo aconteca de mamifeta, € necessario que uma
enzima denominada peptidase do peptideo sinal alpeptideo sinal, o qual esa ligado a
substancia a ser secretada, liberando-a para oentemcelular (NOVAK & DEV, 1988;
PENG at al.,, 2008). Como essa estratégia de secréc@onservada em todos os
organismos, € possivel que uma peptidase do peiia da hospedeira esteja clivando o
peptideo sinal e permitindo a liberacdo do antiotiiano para o meio extracelular. Além
disso, as outras ORFs encontradas sao “no hitshdguaomparadas via Blast-x com
sequéncias do NCBI, o que torna possivel estartememdo a expressdo de alguma

substancia ainda desconhecida.
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Figura 5.6- Busca por ORFs dentro do consensork, 88 pares de bases do clone MTII
PLO8 B3. A ORF marcada em rosa estd completa, pd&€ pares de base, estd na
“frame” +2 e tem homologia com peptideo sinal. 8aducédo resultaria numa proteina de
141 aminoacidos (peptideo sinal). As outras ORFen@res e marcadas em azul) sdo “no

hits” quando comparadas atraves de Blast-x corm@®@sicias do NCBI.
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Na figura abaixo, destacamos a ORF de uma posgittamato sintetase. Em

enzimologia, a glutamato sintase € uma enzima giaisa a seguintereacao:

2 L-glutamato + NADP<=L-glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH +"H

Ela participa do metabolismo de glutamato e nitncg@IOSS, 2006). Mas
encontramos, na sequenciada proteina, um dominigedrdo similar ao de enzimas que
participam de sintese de antimicrobianos, ndo dasch a possibilidade de ter acontecido
a clonagem de um operon completamente envolvidoacsintese e secrecéo deste

antimicrobiano.
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Figura 5.7- Busca por ORFs dentro do consenso iR,54b pares de base do clone MTII
PLO8 B3. A ORF marcada em rosa estd completa, pd&€l pares de base, esta na
“frame” -3 e tem homologia com uma proteina com thionde glutamato sintetase. Sua
traducéao resultaria numa proteina de 139 aminoscido
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Verificagdo quanto ao controle de indugdo por IPTG,tamanho da molécula do
antimicrobiano e expressao diferencial de proteinag-oi demonstrado que a expressao
do antimicrobiano é controlada por inducédo com IPABmM disso, este antimicrobiano é
secretado e tem tamanho maior ou igual a 5 KDa& poibioensaio contrid. subtilis,o
sobrenadante da cultura induzida provocou inibig&mificativa do crescimento do

revelador quando aplicado e difundido no agar (@gus).

Induzido N&ao induzido

Figura 5.8- Bioensaio contB subtilisATCC-168 para verificar inducdo de expresao do
antimicrobiano por IPTG e a faixa de seu tamanho Kdba. A- fragdo soluvel do
precipitado de células com molécutas KDa & 70 ug);B- fracdo soluvel do precipitado
de células com moléculass KDa ¢ 70 pg);C- Sobrenedante da cultura com molécslas
5 KDa & 1 pg);D- Sobrenedante da cultura com molécuiads KDa & 1 pg). Notar a
significativa inibicdo de crescimento do revelagefa fracdo do sobrenadante induzido
com moléculag- 5 KDa (seta). Notar ainda, pequena inibicdo deéfvado sobrenadante
induzido e ndo induzido com moléculass KDa. Os pontos verdes indicam o local de

aplicacao da fracéo.

O SDS-PAGE mostra uma expressao diferencial eml diavdracdo insolavel do
conteldo celular da cultura do clone B3 induzidguf 5.9). Como o antimicrobiano é
secretado e induzido por IPTG, podemos sugerir oraguinaria molecular de secrecéo

em nivel de membranas, uma vez que a fracao ireldfvesenta expresséao diferencial.
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Destacando novamente a ORF com homologia a umdeepstinal (similar ao
peptideo sinal de Acinetobacter), uma relacédo diegta € estabelecida entre esta ORF e 0
controle de secrecdo do antimicrobiano, pois existea situacdo de condicdo para
atividade extracelular e inducéo por IPTG. Um openteiro pode ter sido clonado, com a
sequéncia codificadora do antimicrobiano e as saig@® codificadoras de proteinas de
membrana envolvidas em sua secrecdo, ou seja, iamseeretoria inteira, talvez com
lipoproteinas transportadoras do tipo ndo-ABC, @aigjestdo covalentemente ligadas a
superficie celular e atuam na internalizacdo efetregdo de acucares, aminoacidos,
metais, minerais e peptideos antiibiéticos. E aidep sinal atua direcionado a secrecéo
dessas substancias. Essa idéia é reforcada peldddtaver uma expresséo diferencial em
nivel de fracdo insoluvel (membranas) das célutawuzidas por IPTG. A ORF com
homologia com sequéncias de peptideo sinal tambéde pvir a ser o proprio
antimicrobiano, uma vez que proteinas com atividade lipase cujas sequéncias
codificadoras continham homologia com peptideol $inéoram encontradas (LEE et al.,
2006; KHANDAVILLI et al., 2008).

97.0 M S S+ E- Et+ Fe Fs+ Fi- Fi+

66.0 >

45.0

2/2/2008 09:37

Figura 5.9- SDS-PAGE para avaliacado de expres@uvetitial de proteinas com inducéo
por IPTG. M: marcador LMW (peso molecular em KD&); sobrenadante ndo induzido;
S+: sobrenadante induzido: Et-: extrato total dalae ndo induzido; Et+: extrato total de
células induzido; Fs-: fragdo soluvel de células indluzida; Fs+: fracdo soluvel de células
ndo induzida; Fi-: fracdo insoluvel de células idhuzida: Fi+: fragdo soluvel de células

induzida. Notar a expresséo diferencial na frag8oliivel de células induzida.
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O fato de apenas,igy de proteinas totais do sobrenadante em suagfagdior ou
igual e menor ou igual a 5 KDa ter sido testaddinensaio contr®. subtilise ter inibido
significativamente o crescimento deste reveladdicanque existe um forte mecanismo de
secre¢do, que pode enviar todo o antimicrobiantetsdiado para fora da célula. Isso
porgue uma quantidade setenta vezes maior de maetédtais da fracdo soluvel das
células ndo foi capaz de causar inibicdo de cresdiondo revelador (Figura 5.8),
mostrando auséncia ou concentracdo muito baixae dastimicrobiano no meio
intracelular. Desta forma, o antimicrobiano é secte, sua expressao pode ser controlada
por inducdo com IPTG, seu tamanho é igual ou soipexi5 KDa e sua atividade
antibiotica é condicionada a Gram-positivos. Comm to tamanho mencionado e sua
atividade é condicionada a Gram-positivos, podéar de uma hidrolase de parede
celular bacteriana, pois é uma caracteristica déstae de antimicrobianos nao ser efetivo
contra a maioria dos Gram-negativos (PARISIEN et28l07). Essa provavel proteina esta
sendo enviada para o laboratdrio de bacteriologied dICAMP onde sera testada para sua
atividade contra MRSA. As ORFs também estdo senldoadas e as proteinas

recombinantes serdo expressas em vetores pET rgdisegoosterior.
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6. Conclusobes gerais

A metodologia convencional desenvolvida (Capitulo 1) permite um alto
rendimento na extracdo de DNA de solo. Além disso, a qualidade do DNA

extraido também é adequada aos processos de clonagem.

* A extracdo direta de DNA de solo mostrada no Capitulo Il permite uma
exposicdo homogenia das células a pressao de lise, sendo indicada como
importante alternativa na busca da reducdo do viés genético e funcional em

bibliotecas metagendmicas.

« O numero de primers distintos utilizados na amplificacdo e cobertura do
metagenoma ¢é proporcional a diversidade taxondmica e metabdlica

encontrada na bhiblioteca.

« O tamanho das sequéncias clonadas neste trabalho ja exibe potencial
biotecnolégico, podendo ser evoluido na medida em que esta técnica seja

aprimorada.
* A técnica e o conhecimento gerados neste trabalho devem ser considerados
em metagendmica a fim de se evitar subestimativas de carater genético e

funcional em trabalhos futuros.

* Foi identificado um clone metagenémico proveniente de uma biblioteca de solo

de Mata Atlantica com potencial antimicrobiano.
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Tabela com as sequéncias dos primers utilizadogxgsrimentos referentes ao capitulo
1.

8. Apéndice

Primer Sequéncia Primer Sequéncia
OPBO03 CATCCCCCTG OPJ16 CTGCTTAGGG
OPBO06 TGCTCTGCCC OPK08 GAACACTGGG
OPBO7 GGTGACGCAG OPK12 TGGCCCTCAC
OPB13 TTCCCCCGCT OPK13 GGTTGTACCC
OPB14 TCCGCTCTGG OPK19 CACAGGCGGA
OPCO01 TTCGAGCCAG OPK20 GTGTCGCGAG
OPCO03 GGGGGTCTTT OPM03 GGGGGATGAG
OPC15 GACGGATCAG OPM04 GGCGGTTGTC
OPC17 TTCCCCCCAG OPMO05 GGGAACGTGT
OPC19 GTTGCCAGCC OPM06 CTGGGCAACT
OPDO7 TTGGCACGGG OPM13 GGTGGTCAAG
OPD11 AGCGCCATTG OPN09 TGCCGGCTTG
OPD13 GGGGTGACGA OPN14 TCGTGCGGGT
OPD16 AGGGCGTAAG OPN17 CATTGGGGAG
OPD17 TTTCCCACGG OPN18 GGTGAGGTCA
OPD19 CTCCGGACTT OPN19 GTCCGTACTG

OPIO4 CCGCCTAGTC OPQ06 GAGCGCCTTG

OPI06 AAGGCGGCAG OPQ08 CTCCAGCGGA

OPI07 CAGCGACAAG OPQ10 TGTGCCCGAA

OPI09 TGGAGAGCAG OPQ11 TCTCCGCAAC

OPI15 TCATCCGAGG OPQ14 GGACGCTTCA

OPI17 GGTGGTGATG OPQ15 GGGTAACGTG

OPI18 TGCCCAGCCT OPR0O8 CCCGTTGCCT

OPI19 AATGCGGGAG OPS07 TCCGATGCTG
OPJO4 CCGAACACGG OPS10 ACCGTTCCAG
OPJ06 TCGTTCCGCA OPT17 CCAACGTCGT
OPJ14 CACCCGGATG OPT20 GACCAATGCC
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