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RESUMO

Referéncia: Cunha, I.S. Titulo: Caracterizagdo e andlise funcional da comunidade
bacteriana ruminal de caprinos da caatinga brasileira utilizando DNA
metagendmico. 2010. pg. 170. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Gendmicas e

Biotecnologia)- Universidade Catdlica de Brasilia, Brasilia, 2010.

Metagenoma refere-se a estrutura genética coletiva e funcional de uma comunidade
microbiana. A riqueza e composicdo da comunidade microbiana do rdmen tém sido
estudadas por técnicas de amplificacdo e sequenciamento dos genes que codificam o
RNA ribossomal 16S/18S. Apesar dos inumeros trabalhos sobre a microbiota de
diferentes tipos de ruminantes, poucos estudos utilizaram técnicas moleculares
independentes de cultivo para estudar o raGmen caprino. A clonagem e sequenciamento
do gene 16S rRNA sdo considerados métodos eficientes para estudar a diversidade
bacteriana em amostras naturais pois, permitem a determinagdo da riqueza bacteriana
em diferentes ambientes e a identificacdo filogenética de organismos ainda néo
cultivados. A maior parte da digestdo da dieta natural dos ruminantes € realizada no
rumen pela comunidade microbiana, por meio de enzimas hidroliticas. Neste trabalho, a
comunidade de bactérias presentes nas fracdes liquida e sélido-aderida do ramen de
caprinos da raca Moxot6 foram caracterizadas através da construcdo e sequenciamento
de clones de uma biblioteca 16S rDNA. Para a biblioteca 16S rDNA, aproximadamente
400 sequéncias ndo quiméricas e maiores que 400 pb foram obtidas para cada
biblioteca. As curvas de rarefacdo para as bibliotecas 16S rDNA bacterianas atingiram
um platé a nivel de distancia evolutiva de 15%, indicando que para este nivel, o esforco
amostral foi suficiente para cobrir a diversidade existente. Sequéncias de bactérias
pertencentes aos filos Bacteroidetes, Firmicutes, TM7, Verrucomicrobia,
Actinobacteria, Lentisphaerae e Proteobacteria foram identificadas, sendo que as classes
dominantes foram Clostridia e Bacteroidia. Com esses resultados, p6de-se concluir que
a comunidade microbiana do rumen da raca Moxotd é similar & encontrada em outros
ruminantes. Porém, encontrou-se diferenga na riqueza entre as duas fragdes,
demonstrando que a comunidade bacteriana aderida ao material vegetal e a encontrada
na fracdo liquida ruminal sdo distintas. Para explorar o potencial metabolico desta
comunidade, foi construida uma biblioteca metagendmica de expressdo de pequenos

insertos da fracdo solido-aderida (com média de inserto de 5kb) com aproximadamente



50.000 clones. Para a validacdo desta biblioteca metagenémica foi feita uma biblioteca
16S rDNA a partir da biblioteca metagendmica ja construida. Com o estudo da riqueza
bacteriana pode-se comprovar a presenca de filos ja esperados para o rumen, com a
predominancia dos filos Bacteroidetes e Firmicutes. Com o intuito de comprovar o
potencial metabdlico da comunidade bacteriana presente no rimen caprino, foi realizada
a bioprospeccao da biblioteca metagenémica para atividade amilolitica. De um total de
2.670 colbnias pesquisadas, 11 clones com atividade amilolitica e com padrbes de
restricdo enzimatica do DNA plasmidial distintos foram identificados. Um destes clones
com inserto de cerca de 5 kb foi escolhido para sequenciamento (Ra33). O inserto deste
clone foi subclonado e seus fragmentos sequenciados por primer walking. Até o
presente momento 74% do clone foi sequenciado. Com os resultados obtidos da
validacdo e do potencial metabdlico péde-se concluir que a biblioteca gerada possui a
riqueza de filo esperada para uma amostra ruminal demonstrando que a metodologia de
extracdo utilizada foi satisfatéria. A biblioteca metagendmica de pequenos insertos
construida neste trabalho podera ser utilizada para bioprospeccdo de genes com outras
atividades de interesse biotecnologico, incluindo genes codificadores de

antimicrobianos e outras atividades hidrolicas como lipases, proteases e celulases.

Palavras-chave: Rumen, Caprinos, Metagenoma, Gene ribossomal 16S, Amilase.



ABSTRACT

Metagenome refers to the collective genetic structure and functional composition of a
microbial community from a specific. The richness and composition of the rumen
microbial community has been studied using amplification and sequencing of genes
encoding the ribosomal rRNA 16S / 18S. Despite numerous studies on the microbiota of
different types of ruminants, few studies have used culture-independent molecular
techniques to study the goat rumen. Cloning and sequencing of 16S rRNA are
considered effective methods to study bacterial diversity in environmental samples as it
allows determination of the wealth of species in different environments and the
phylogenetic identification of not yet cultured organisms. Most of the digestion of the
natural diet of ruminants is carried out by the rumen microbial community, by
hydrolytic enzymes. In this work, the bacterial community present in the liquid and
solid-adhered fractions of the rumen of Moxotd goats were characterized by
constructing and sequencing clones from a 16S rDNA library. For the 16S rDNA
library, approximately 400 non-chimeric sequences and greater than 400 bp were
obtained for each library. Rarefaction curves for the bacterial 16S rDNA libraries have
reached a plateau level of evolutionary distance of 15%, indicating that for this level,
the sampling effort was sufficient to cover the diversity. We identified sequences of
bacteria belonging to the phyla Bacteroidetes, Firmicutes, TM7, Verrucomicrobia,
Actinobacteria, and Proteobacteria Lentisphaerae, and the ruling classes were Clostridia
and Bacteroidia. With these results, it was concluded that the rumen microbial
community Moxot6 is similar to that found in other ruminants. However, there was
difference in bacterial diversity between the two fractions, demonstrating that the
bacterial community attached to the plant material and that found in the rumen liquid
fraction are different. To explore the metabolic potential of this community a small
insert (approx. 5 kb) metagenomic expression library of about 50,000 clones was
construted. To validate this library, a metagenomic 16S rDNA gene library was
construted using the library DNA as template. Phyla already expected for the rumen
were identified, with a predominance of Bacteroidetes and Firmicutes. In order to prove
the metabolic potential of bacterial community present in goat rumen, the metagenomic
expression library was screened for amylase activity. Of a total of 2,670 colonies
surveyed, eleven clones with amylolytic activity that carried plasmids with distinct
patterns when digested with restriction enzyme were identified. One of these clones

with an insert of about 5 kb was chosen for sequencing (Ra33). The insert of this clone



was subcloned and its fragments sequenced by primer walking. To date, 74% of the
clone was sequenced. The results of the library validation and metabolic potential
library screening experiments led to the conclusion that the library generated contained
the expected phyla associated with rumen showing that the extraction methodology used
was satisfactory. The small insert metagenomic expression library constructed in this
work can be used for screening other activities of biotechnological interest, including
genes encoding antimicrobial activities and hydrolases such as lipases, proteases and

cellulases.

Key words: Rumen, Goats, Metagenomic, 16S gene, Amylase.
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CAPITULO |

DIVERSIDADE DA COMUNIDADE
BACTERIANA PRESENTE NO
RUMEN DE CAPRINOS DA
CAATINGA BRASILEIRA



RESUMO

O rumen é um complexo ecossistema que abrange uma rica comunidade microbiana. O
ambiente anaerébio do rimen de caprinos (Capra hircus) abriga uma comunidade
microbiana capaz de degradar material vegetal gerando nutrientes que sdo absorvidos
pelo animal. A clonagem e o sequenciamento do gene ribossomal 16S rDNA € o
método mais eficiente para estudo da diversidade microbiana em amostras ambientais.
No entanto, essa abordagem ainda nédo foi aplicada para uma avaliacdo detalhada da
diversidade da comunidade bacteriana no rimen de caprinos brasileiros. Neste trabalho,
a comunidade de bactérias presentes nas fragdes liquida e sélido-aderida do ramen de
caprinos da raca Moxoto foi caracterizada por técnica independente de cultivo. O DNA
total foi extraido das amostras ruminais e PCR foi utilizada para amplificar o gene
ribossomal 16S de Bacteria usando os primers universais 27F e 1492R. As sequéncias
quiméricas de cada biblioteca foram encontradas e retiradas. Aproximadamente 400
sequéncias nao quiméricas e maiores que 400 pb foram obtidas para cada biblioteca. As
curvas de rarefacdo atingiram um platd a um nivel de distancia evolutiva de 15%,
indicando que neste nivel o esforco de amostragem foi suficiente para saturar a
diversidade existente ao nivel de filo. Foram identificadas sequéncias de Bacteria
pertencentes aos filos Bacteroidetes, Firmicutes, TM7, Verrucomicrobia,
Actinobacteria, Lentisphaerae e Proteobacteria. As classes dominantes no rimen foram
Clostridia e Bacteroidia que s@o conhecidas por desempenhar um papel na degradagéo
da fibra vegetal em outros ruminantes. A diferenca mais evidente esta ao nivel mais fino
onde foram encontrados géneros presentes unicamente em uma das fracGes. Bactérias
ndo classificadas representaram 4,8% das sequéncias da fracdo liquida e 18,4% das
sequéncias da fracdo solido-aderida. Este € o primeiro estudo sobre a comunidade
bacteriana de rumen de caprinos utilizando bibliotecas do gene ribossomal 16S rDNA.
Em conclusdo, como foi observado no rimen de outros animais, uma porcentagem
relativamente elevada de bactérias ndo classificadas foram encontradas. Porém, pode-se
encontrar diferenca na riqueza entre as duas fragdes, demonstrando que a comunidade

bacteriana aderida ao material vegetal e a encontrada no fluido ruminal sdo diferentes.

Palavras-chave: Rumen, Gene ribossomal 16S, Bacteria.



ABSTRACT

The rumen is a complex ecosystem that includes a rich microbial community. The
anaerobic environment of the goat (Capra hircus) rumen harbors a microbial
community that degrades plant material generating nutrients that are absorbed by the
animal. Cloning and sequencing of the ribosomal 16S gene is the most efficient method
for studying microbial diversity in environmental samples. However, this approach has
not yet been applied to make a detailed assessment of the bacterial community diversity
present in the rumen of Brazilian goats. In this work, the bacterial community in the
liquid and solid-associated fractions of the rumen of Moxotd goats was characterized by
a culture-independent technique. Total DNA was extracted from rumen samples and
PCR was used to amplify the ribosomal 16S gene of Bacteria using the universal
primers 27F and 1492R. The chimaeric sequences from each library were identified and
removed. Approximately 400 non-chimaeric sequences greater than 400 bp were
obtained from each library. Rarefaction curves reached a plateau at an evolutionary
distance level of 15%, indicating that the sampling effort saturated the existing diversity
at the level of phyla. Sequences for the following Bacteria phyla were identified:
Bacteroidetes, Firmicutes, TM7, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Proteobacteria and
Lentisphaerae. Dominant classes in the rumen were Clostridia and Bacteroidia, which
are known to play a role in the degradation of plant fiber in other ruminants. The most
apparent difference found was that certain genera were found only in one of fraction.
Unclassified bacteria represented 4.8% of the sequences in the liquid fraction and 18.4%
of the sequences in the solid-associated fraction. This is the first study about the goat
rumen bacterial community using 16S rDNA gene libraries. In conclusion, as observed
in the rumen of other animals, a relatively high percentage of unclassified bacteria was
found. However, differences in the richness of the bacterial communities found in the
two fractions studied showed that the communities found associated with the plant

material and liquid are different.

Keywords: Rumen, Ribosomal 16S rDNA gene, Bacteria



1. Introducéo

Os caprinos nativos ou naturalizados brasileiros caracterizam-se como animais
adaptados devido ao processo de selecdo natural a que foram submetidos ao longo dos
séculos. Apesar da sua grande importancia, encontram-se sob forte ameaga, devido aos
cruzamentos desordenados com ragas exoticas, introduzidas com o objetivo de melhorar
os indices produtivos dos rebanhos locais. Esta medida tem causado grandes
modificagdes no padrdo desses animais. A caatinga € um bioma exclusivo do Brasil,
possuindo caracteristica de sazonalidade peculiar devido a predominancia da estagdo
seca que dura em média oito meses do ano (Pimentel et al., 1992). Os caprinos do semi-

arido nordestino alimentam-se da caatinga, vegetacao nativa do nordeste brasileiro.

Sobre esse ponto de vista, 0 material vegetal ingerido pelos caprinos é
fermentado pelo microganismos inseridos no rimen, uma das quatro partes do estbmago
dos bovinos. A eficiente utilizacdo do alimento por este 6rgdo é dependente de uma
complexa relacdo entre a fermentacdo e interagcbes microbianas. A digestdo dos
alimentos é concretizada pela fermentacdo microbiana, a qual depende da manutencgéo
de um ambiente razoavelmente constante em relacdo a temperatura, pH, pressdo
osmatica, suplemento de nutriente, continua remocgdo de digesta e dos produtos de
fermentacdo entre outros (Lana, 2005). O principal interesse produtivo do ruminante
estd na capacidade de aproveitar os nutrientes na digestdo microbiana. No rimen a
presenca da comunidade microbiana permite o aproveitamento eficiente de varios

nutrientes, principalmente para a producdo de energia (Arcuri et al., 2006).

Nessa perspectiva, 0 rimen é um ecossistema compreendendo microrganismos
que interagem para a quebra do material vegetal. Baseado em alguns estudos, a
comunidade microbiana pode variar de acordo com a espéciede ruminate e podem se
alterar com o tempo. Os fatores que promovem mudangas na populacdo microbiana
incluem a idade do animal, a estacdo do ano, o uso de terapéutica e antibioticos
promotores de crescimento, e, mais importante do ponto de vista agricola, a dieta do
animal (Whitford et al., 1998; Edwards et al., 2004; Cheng et al., 2009). Estes fatores
tornam o rdmen de caprinos, que vivem no semi-arido nordestino e se alimentam de
uma vegetacao nativa brasileira, um ambiente propicio de se encontrar uma comunidade

bacteriana singular.
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Sendo assim, 0 conhecimento sobre a diversidade e ecologia de comunidades
bacterianas tem aumentado significativamente com o estudo das variagdes dentro do
gene ribossomal 16S rDNA (Hugenholtz et al., 1996). Estudos anteriores sobre
diversidade de bactérias no rimen estimaram que existem cerca de 22 espécies de
bactérias predominantes (Krause et al., 1996). No entanto, esses estudos basearam em
técnicas tradicionais e podem ter sido prejudicados pelas exigéncias de crescimento de
muitas bactérias do ramen, por isso sequéncias especificas do gene ribossomal 16S
rDNA tém sido usadas para identificar, quantificar e visualizar a populacdo bacteriana
ruminal (Stahl et al., 1988; Amann et al., 1995).

Este € o primeiro trabalho sobre a diversidade microbiana do rimen de caprinos
da raca Moxot6 com técnicas independentes de cultivo através da amplificagdo do DNA
total das fracdes liquida e solido-aderida. Nos Gltimos anos, a diversidade genética das
bactérias do rumen tem sido revelada pela analise da sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S. Através do processo de analise da comunidade bacteriana no rimen, a
presenca de bactérias ndo cultivadas tem sido conhecida. No entanto, os papéis dessas
bactérias ainda ndo descritas para a digestdo de fibras vegetais sdo controversos
(Whitford et al., 1998; Tajima, Aminov et al., 2001).
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2. Revisao Bibliogréfica
2.1 Bioma Caatinga

O dominio do bioma caatinga abrange cerca de 900 mil km?, correspondendo
aproximadamente a 54% da regido Nordeste e 11% do territorio brasileiro (Figura 1).
Estda compreendido entre os paralelos de 2° 54°S a 17° 21°S e envolve as areas dos
Estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, 0
sudoeste do Piaui, partes do interior da Bahia e do norte de Minas Gerais (Andrade et
al., 2005).

A caatinga da regido semi-arida é constituida por plantas adaptadas
fisiologicamente as condi¢fes de deficiéncia hidrica. Como as outras vegetacdes, a
caatinga também passa por um extenso processo de devastacdo ambiental provocado
pelo uso insustentavel dos seus recursos naturais (Leal et al., 2003), ainda de forma
mais grave por ser um ecossistema menos valorizado. Até recentemente, era
considerada pobre em biodiversidade, somente na Ultima década passou a ser estudada
mais detalhadamente e, até hoje, pouco se conhece das suas potencialidades. (Andrade,
2005).

Além disso, existem espécies de plantas nesta area que sequer foram
caracterizadas. A vegetacdo xerdfila da caatinga é essencialmente heterogénea no que se
diz respeito a fitofisionomia e a estrutura, tornando dificil a elaboracdo de planos
classificatérios capazes de considerar de maneira satisfatoria as inimeras tipologias ali
ocorrentes (Andrade-Lima, 1981).

De acordo com Fernandes (2000), é mais pratico e acertado considerar
basicamente duas fitofisionomias: caatinga arbdrea e caatinga arbustiva. Segundo este
autor, as descricGes pormenorizadas e cuidadosas devem ficar a critério de cada
pesquisador, quando as peculiaridades dos locais estudados assim o exigirem.
Ultimamente, a caatinga tem sido classificada como savana-estépica, hierarquizada em
diversas tipologias (Ibge, 1992).

Nesse bioma s&o realizadas algumas atividades econdmicas, como a cria¢do de
caprinos e ovinos. Nessa questdo Pfister (1983) observou que a composi¢do boténica da
dieta dos caprinos e ovinos que pastejavam em area de caatinga no municipio de Sobral

(CE), no periodo chuvoso (janeiro — fevereiro), incluia gramineas (33 a 52%), plantas
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arbustivas (45 a 55%) e arboreas (2 a 10%). No entanto, Nascimento (1988) concluiu
que 0s ovinos que pastejavam em 4&rea de caatinga no sertdo central cearense
selecionaram mais gramineas no periodo seco e mais dicotileddneas herbaceas no
periodo umido, com o maior percentual de gramineas ocorrendo no més de outubro
(68,51%) e 0 menor em agosto (17,45%). A partir desses estudos, podemos inferir que o
rimen de caprinos e ovinos dessa regido é capaz de degradar a pastagem tipica da
Caatinga. A digestdo de materiais lignocelul6sicos, oriundos de biomassa vegetal é de
extrema importancia para a biotecnologia. A prospeccdo de novas enzimas que
desempenham esse papel pode levar, por exemplo, a producdo de etanol de segunda
geragdo economicamente viavel. Neste capitulo, focamos na biodiversidade que pode
ser encontrada em rumen de caprinos com o objetivo desta bioprospecgéo.
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Figura 1 — Representacao dos ecossistemas brasileiros. Fonte: IBGE, 2010.
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2.2 Caprinos

Os caprinos pertencem, a ordem dos Artiodactyla, subordem Ruminantia (cabra
mocha, ovelha, gado, cervo, alce, caribu, alce americano, girafa, ocapi, antilope),
familia Bovidae, e género Capra, existindo seis espécies correspondentes a este género,
que sao distinguidas pela sua forma de chifres. A cabra doméstica denominada Capra
hircus evoluiu principalmente da Capra aegagrus, que tem os chifres em forma de
cimitarra (espada turca) com um tipo de quilha anterior e algumas saliéncias
arredondadas interrompendo-a, exceto para as ragas Angora, "Cashmere" e Damasco, as
quais descendem da Capra falconeri, que tém enormes chifres torcidos e chatos
(Ribeiro, 2006).

As cabras domésticas (Capra hircus), considerado pelo homem, mais
importantes e de facil adaptagdo (Machugh et al., 2001). Elas fornecem uma grande
quantidade de produtos uteis, principalmente leite, carne e couro. Evidéncias
arqueoldgicas mostraram que, provavelmente, elas foram domesticadas primeiro no
Crescente Fertil, regido do Oriente proximo, h& cerca de 10.000 anos (Zeder et al.,
2000). Mannen et al.(2001) sugeriram que pelo menos duas espécies selvagens do
género Capra contribuiram para o patriménio genético das cabras domesticas, enquanto
qgue um segundo e independente evento de domesticacdo pode ter originado as racgas
“Cashmere-like” no Paquistdo (Meadow, 1993). Segundo Joshi, et al. (2004) os
caprinos tém desempenhado um papel importante na agricultura, economia, cultura e até
mesmo na religido desde o inicio da civilizagdo humana.

Caprinos sdo encontrados em quase todas as regides do Brasil, por terem grande
capacidade de adaptacdo e flexibilidade para viver nos diversos ambientes, sendo que
algumas ragas demonstram melhor desenvolvimento em localidades especificas
(Ribeiro, 2006). Estes animais em regides tropicais semi-aridas tém potencial para
contribuir significativamente o aumento da disponibilidade de produtos (carne, leite,
pele, etc.) que geram renda, desde que seja explorada racionalmente (Simplicio, 2004).

O rebanho caprino da regido nordeste do Brasil, que compreende 91,4% do
rebanho nacional (Ibge, 2008), é constituido por ragas exoéticas, animais sem padrdo
racial definido (SRD), e as ragas tidas como nativas. As ragas nativas, como Moxoto e
Canindé, caracterizam-se pela rusticidade e adaptacdo a zona semi-arida. Esses animais

possuem potencial genético e produtivo compativeis com o0 ambiente semi-arido proprio
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da regido nordeste do Brasil, entretanto, somente nos ultimos anos tém sido avaliados
adequadamente nos aspectos genéticos e nutricionais (Santos et al., 2005). Os animais
das ragas Moxot6 e Canindé caracterizam-se por possuir pequeno porte, atingindo altura
média de 62 e 55 cm, respectivamente, e apresentam boa prolificidade. Ambas as racas
sdo produtoras de carne, sendo que a Canindé possui habilidade leiteira acima da média
nacional (Jardim, 1986).

A raca Moxoto, rustica e adaptada a regido semi-arida, foi introduzida no pais
pelos colonizadores, sendo também denominada “Lombo preto”. Segundo Ribeiro et al.
(2004), a origem do nome “Moxot6” provém do vale do rio Moxot6, em Ibimirim-Inaja,
no Estado de Pernambuco, onde se formou a raca. Na atualidade, é criada
principalmente nos Estados da Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Piaui (Ribeiro,
2004).

A caprinocultura no estado do Ceara, como em quase toda a regido semi-arida
do nordeste brasileiro, tem como base alimentar a vegetagdo nativa, que é para a maioria
dos rebanhos a unica fonte de alimento durante o ano (Pimentel et al., 1992). A
caprinocultura vem ganhando grande impulso nos ultimos anos pelo potencial que
representa, podendo ser considerada um instrumento eficaz de promocdo do
desenvolvimento da zona semi-arida, no nordeste brasileiro (Lima, 2000). Um dos
fatores que apresentam maior dificuldade para a criacdo é a alimentacdo, devido aos
altos custos e a estacionalidade das forragens, sendo o comportamento ingestivo um dos
meios utilizados para se avaliar as respostas desses animais a determinados alimentos e

que garanta o seu desempenho (Ribeiro, 2006).

2.3 Microrganismos no Rimen

As adaptacGes anatémicas e fisioldgicas dos ruminantes para acomodar a grande
quantidade de plantas consumidas e para manter a populacdo concentrada de
microrganismos necessaria ao processamento deste material vegetal sdo altamente
especializadas. Rumen, também conhecida como “pan¢a”, forma a grande parte do
reticulo-rimen, que € a primeira camara no canal alimentar dos ruminantes. Ele serve
como o principal local de fermentacdo microbiana dos alimentos ingeridos (Hobson et
al., 1997).

34



A microbiota ruminal é representada por um conjunto de organismos que inclui
bactérias, arqueias, fungos e protozodrios. Tais organismos apresentam diferencas
fundamentais em nivel celular que permitem classifica-los em procariotos e eucariotos.
O conceito de espécies para o0 estudo de diversidade de procariotos ainda ndo foi
completamente estabelecido, aumentando a dificuldade de estudar tais organismos
(Rossel6-Mora et al., 2001; Gevers et al., 2005). A transferéncia horizontal que ocorre
entres 0s genes bacterianos permite aumentar a troca genética entre esses organismos,
trazendo profundas mudancas evolutivas e dificultando a denominacdo pela ciéncia de
caracteristicas especificas necessarias para a classificacdo de espécies em procariotos
(Lammel, 2007).

O ecossistema do rdmen consiste, principalmente, de bactérias (10'°-10"
células/mL), arqueias (107-10° células/mL), protozoéarios (10*-10%mL), fungos
anaerébios (10%-10° zoospéros/mL) e bacteriéfagos (10%- 10%/mL) (Kamra, 2005). O
sinergismo e antagonismo de diferentes grupos de microrganismos e também de géneros
de um mesmo grupo sdo diversos e complexos. Os resultados destas interagcbes no
rimen é que sdo responsaveis pela bioconversdo dos alimentos na forma que é utilizada
pelo animal. A gqualidade e quantidade dos produtos da fermentacdo sdo dependentes do
tipo e das atividades dos microrganismos no ramen (Towne et al., 1990; Russel et al.,
1992).

O rumen fornece um ambiente que favorece o desenvolvimento de uma
especifica comunidade microbiana. Esta caracteristica ocorre pelos seguintes fatores: 1)
temperatura entre 38 a 42°C (média de 39°C); 2) anaerobiose; 3) pH tampéo variando
entre 5.5 a 7.0 (média de 6.8); 4) suplemento de nutriente e continua remocao de digesta
e dos produtos de fermentacdo; 5) matéria seca entre 10 a 15% 6) pressao osmotica
constante entre outros (Lana, 2005).

Diante do exposto, os microrganismos no rimen desempenham um papel
importante na producdo animal por meio de suas atividades sobre os componentes da
dieta dos animais ruminantes. A microbiota transforma as substancias como celulose,
lignina e outros compostos, em acidos organicos, aminoacidos e vitaminas bem como,
substancias que estimulam o crescimento e a producdo de carne, leite e 1& (Oliveira et
al., 2007).

35



2.4 Bactérias no Rumen

Durante muitos anos, considerou-se que a maior diversidade na terra era devido
aos eucariotos, particularmente devido as suas formas multicelulares, enquanto os
procariotos eram considerados simples, primitivos e relativamente uniformes em suas
caracteristicas (Hugenholtz et al., 1996). Este conceito comecou a ser modificado ha
cerca de 20 anos, quando Carl Woese e seus colaboradores, baseados na analise do
RNA da subunidade menor do ribossomo, sugeriram que 0S organismos vivos fossem
classificado em trés grupos: Archaea, Bacteria e Eukarya. Tais grupos, denominados
dominios, surgiram atraveés de vias evolutivas distintas a partir de um ancestral comum
(Terceti, 2009).

O dominio Bacteria, inicialmente proposto por Woese (1987), era formado por
11 filos compostos por individuos cultivados e caracterizados, sendo posteriormente
verificada, por meio de técnicas independentes de cultivo, a presenca de um namero
maior de filos, muitos desses com representantes ndo cultivaveis (Delong, 1996). Diante
dessa situacdo, Hugenholtz et al (1998) propuseram uma nova classificagdo baseada na
inclusdo de sequéncias do gene ribossomal 16S rDNA de organismos retirados
diretamente do ambiente. Esta nova classificacio aumentou o numero de filos
bacterianos para 36. Em contrapartida, Rappe e Giovannoni (2003), baseados no estudo
de sequéncias do gene ribossomal 16S rDNA amplificados a partir do DNA total de
amostras ambientais de diversos locais, sugeriram 52 filos bacterianos. Porém, apenas
24 sdo conhecidos pelo manual de Bergey (Krieg, 1984), sendo que, o rimen aparenta
ser dominado por um pequeno namero destes filos.

Considerando a complexidade de populagdes bacterianas, diversas interaces
acontecem no ramen, envolvendo diferentes grupos de microrganismos. As interacoes
entre bactérias incluem transferéncia interespecifica de hidrogénio, alimentacdo cruzada
de produtos da fermentacdo de oligdbmeros (croossfeeding, onde uma espécie pode
utilizar o produto final da outra para suas vias metabolicas), de mondémeros derivados
da degradacdo dos polimeros e a producdo de bacteriocinas por espécies bacterianas
predominantes no ramen (Flint, 1997). Estudos das vias metabdlicas de algumas
bactérias do rumen, isoladas em laboratério, demonstraram que varias espécies
produzem produtos finais, que ndo podem ser detectados no liquido ruminal (Atlas et
al., 1998).
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A comunidade bacteriana desempenha um papel fundamental na fermentacéo,
podendo atingir densidades acima de 10'° células por mL ou por grama de digesta
(Russell et al., 2001). A comunidade bacteriana do rumen inclui microrganismos
degradadores de celulose, de amido, de hemicelulose, fermentadores de acUcar,
utilizadores de acidos organicos, bactérias proteoliticas e lipoliticas. O rimen apresenta
grande diversidade de espécies bacterianas, sendo que 0s géneros bacterianos
predominantes sdo Bacteroides, Prevotella, Fibrobacter, Ruminococcus, Succinomonas,
Butyvibrio, Selenomonas, Succinivibrio, Streptococcus, Eubacterium, Lactobacillus,
entre outros (Atlas et al., 1998).

Nesta mesma abordagem, Cunninghan (2004), que o nimero total de bactérias
nos pré-estdmagos e intestino grosso varia, normalmente, de 10'° a 10" células por
grama de ingesta. Barbosa et al. (2003) avaliando o fluido ruminal de bovinos e
bubalinos encontrou a predominancia de bactérias gram-positivas, fato este que pode ser
explicado pela dieta rica em carboidratos estruturais. Kumar et al. (2002), avaliando a
concentracdo de bactérias vidveis de blfalos e zebuinos também encontraram maior
populacdo de bactérias gram-negativas em bufalos do que em bovinos (37,5 x10%/mL;
26,5 x 108/mL respectivamente).

No que se refere a disposi¢cdo das bactérias no rimen, estas sdo classificadas em
quatro grupos de acordo com o ambiente: (1) bactérias de vida livre associados a fase
liquida do ramen (2); bactérias associadas com particulas de alimentos; (3) bactérias
associadas com o epitélio do rumen, e (4) as bactérias associadas a superficie de
protozoarios (Czerkawski et al., 1988; Mcallister et al., 1994). Bactérias associadas com
particulas de alimentos sdo consideradas o grupo mais importante para a degradacao
devido a sua predomindncia em termos de massa bacteriana e atividade de
endoglicanase (Minato, 1966; 1993).

Além dessa questdo, uma grande variedade de fatores ecoldgicos esta envolvida
na determinacdo da presenca ou ndo de espécies bacterianas que podem existir e crescer
dentro do rdmen. Embora o numero e tipos destes fatores ecolégicos ndo sejam
totalmente conhecidos e possam variar de espécie para espécie, os estudos com culturas
puras de bactérias do ramen tém sugerido alguns fatores importantes que interferem na
comunidade microbiana (Smith et al., 1981; Smith et al., 1982; Stack et al., 1984;
Patterson et al., 1985). Estas incluem: (a) a capacidade de anexar as particulas

alimentares ou de associar com a populagdo de células aderentes, ou ambos; (b)
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tolerancia a niveis elevados de &cidos graxos volateis (cerca de 100-150 mM) e altas
concentracOes de sal (cerca de 50-60 g/L de cloreto de sddio); (c) altas afinidades com
os hidratos de carbono e aminoécidos; (d) gastos baixo de energia para as funcbes de
manutencdo durante crescimento. Estima-se que estes tragos da microbiota ruminal,
juntamente com os fatores ambientais sdo importantes para 0 ndo crescimento de
anaerobios facultativos, bactérias do solo e outros microrganismos para estabelecer
qualquer populagdo numericamente significativa no rimen (Hespell, 1987).

Além dos fatores acima citados, Tajima et al. (2000) descrevem que a estrutura
da comunidade bacteriana do rumen varia de acordo com as mudancgas na dieta do
animal. Plantas ingeridas podem conter grandes quantidades de celulose, hemicelulose
ou amido. De acordo com a composic¢do da dieta ingerida pelo animal, a eficiéncia da
fermentacdo é alterada. Os agropecuaristas tém buscado manipular a estrutura da
comunidade bacteriana do ramen, por meio da composicdo da dieta e pela
administracdo de promotores de crescimentos (antibiéticos), visando maior rendimento

na producado (Costa, 2006).
2.5 Gene 16S rDNA

O ribossomo bacteriano é composto de RNA ribossomal e vérias proteinas. Ele é
constituido de duas subunidades principais, a 40S (denominada subunidade maior) e a
30S (subunidade menor). Na subunidade maior estdo as moléculas de rRNA 23S, 5S e
mais 31 proteinas e a subunidade menor estdo o 16S rRNA e mais 21 proteinas
(Woodson et al., 1998).

Os genes de RNA ribossomal sdo universalmente distribuidos nos diferentes
grupos de seres vivos, sendo a molécula que apresenta 0 maior grau de conservagdo
existente. Sua variabilidade pode apresentar-se em maior ou menor extensao em
diferentes regides da molécula (Lane et al., 1985). O gene ribossomal 16S rDNA, é um
fragmento de aproximadamente 1.500 nucleotideos, estd presente em todos o0s
procariotos e gera grande quantidade de informacdes Uteis para inferéncias filogenéticas
(Amann et al., 1995).
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As sequéncias de rRNA contém dominios conservados, intercalados com regides
variaveis (Figura 2). Devido aos dominios conservados, a comparacao de sequéncias de
rDNA é uma ferramenta importante para a determinacdo de relaces filogenéticas e
evolutivas entre os organismos, na avaliacdo da diversidade em amostras ambientais e

na deteccédo e quantificacdo de populacdes especificas (Head et al., 1998).

Escherichia coli

Figura 2 - Estrutura secundéria da subunidade menor do RNA ribossémico. As regibes circuladas
identificam algumas regifes varidveis encontradas nessa subunidade.

Pesquisas a cerca da biodiversidade procariética tem sido dificultado por muitos
anos devido a dificuldade de caracterizar microrganismos antes de seu isolamento em
cultura pura. Esta limitacdo metodoldgica tem levado a uma limitacdo na andlise real da
diversidade microbiana. A dificuldade de cultivo de microrganismos complexos tem
impedido a compreensdo da estrutura da comunidade microbiana em termos de espécie
na maioria dos ecossistemas. No entanto, a situacdo mudou nos Gltimos 20 anos, a
Polymerase Chain Reaction (PCR) tem permitido o estudo dos genes microbianos
diretamente amplificados a partir de amostras, sem qualquer necessidade de cultivo
(Garcia-Martinez et al., 1999). Os genes rDNA sdo utilizados para esse tipo de analise,
uma vez que estes se apresentam em grande numero na maioria das células e
aparentemente, o gene ribossomal 16S rDNA ndo possui a caracteristica de

transferéncia lateral.
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O gene ribossomal 16S rDNA é o mais utilizado, primeiramente, porque a
natureza desta sequéncia com um mosaico de regiGes altamente conservadas
intercaladas com trechos variaveis e hipervariaveis, torna conveniente para o desenho de
primers para PCR (Stackebrandt, 1996). Além disso, a vasta base de dados de
sequéncias disponiveis para este gene faz encontrar possiveis parentes proximos
cultivaveis. Caso ndo seja aplicada esta similaridade, a sequéncia pode ser colocada em
um quadro de relagdes com outros microrganismos que muitas vezes sdo relacionados
por implicacbes filogenéticas ou comportamento fisioldgico provavel (Amann et al.,
1995).

Sobre este ponto de vista, as diferengas na sequéncias do gene que codifica para
16S rRNA, desde a descoberta da PCR e do sequenciamento do DNA, tém sido
utilizadas para a identificacdo, classificacdo filogenética e inferéncias evolutivas de
espéecies, géneros e familias desses organismos (Amann et al., 1995). Nesta
perspectivas, a clonagem e sequenciamento do gene do 16S rDNA é considerado o
método mais eficiente para descri¢do da diversidade microbiana em amostras naturais
(Muyzer, 1999). O estudo de fragmentos amplificados do gene ribossomal 16S rDNA,
permite realizar uma estimativa da riqueza microbiana associada a diferentes ambientes
e a identificacdo filogenética de organismos ainda ndo cultivados (Makkar et al., 2002).
Altas proporgdes de gene ribossomal 16S rDNA para um determinado grupo em uma
comunidade pode indicar que ou esse grupo € numericamente dominante ou esse grupo
tem a capacidade de crescer mais rapidamente em comparacdo aos demais presentes

nessa comunidade (Daniel et al., 2003).

A diversidade genética e a composic¢do da comunidade microbiana do rimen de
caprinos e bovinos tem sido estudada por técnicas de amplificacdo e sequenciamento do
gene ribossomal 16S rDNA, eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE),
Hibridacdo Substrativa Supressiva (SSH) e RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorfism) (Edwads et al., 2004; Wright, 2004). Por isso, neste trabalho pretende-se
aplicar técnicas reportadas na literatura, como comparacdes do 16S rDNA, para
caracterizar a diversidade microbiana no ramen de caprino da raca moxoté do semi-

arido brasileiro.
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3. Justificativa

A maioria dos estudos para ruminantes estdo concentrados nas espécies de
bovinos, o que se torna extremamente necessario o estabelecimento de pardmetros de
rigueza da microbiota ruminal de outras espécies, uma vez que estes animais

apresentam comportamento alimentar e manejo diferentes do encontrado em bovinos.

Sobre este ponto de vista, compreensdo da composicdo da populacdo de
microrganismos ruminal é fundamental para o fornecimento de condigdes necessarias ao
melhor aproveitamento do processo de digestdo. Assim, sistemas mais eficientes de
nutricdo unindo produtividade e diminuicdo de custos poderdo ser gerados. O presente
trabalho é o primeiro que visa a caracterizagdo da microbiota bacteriana do rimen de

caprinos nativos da raca brasileira Moxoto6, utilizando técnicas independentes de cultivo
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa o emprego de método independente de cultivo para estimar a
riqueza das bactérias presente no rumen de caprinos do semi-arido nordestino da raca

brasileira Moxoto.

4.2 Objetivos Especificos

e Construir bibliotecas 16S rDNA de bactérias da fracdo liquida e solido-
aderidas presentes no rimen de caprinos.

e Sequenciar a biblioteca 16S rDNA de bactéria das duas fracGes para obter
conhecimento sobre a comunidade bacteriana dentro do rGmen de caprinos.

o Analisar filogeneticamente sequéncias de 16S rDNA das duas amostras.

e Comparar os resultados da analise da riqueza encontrada na fracdo liquida e

solido-aderida.

42



5. Material e Métodos

5.1 Amostra

O conteddo total do rimen de trés fémeas adultas da raca Moxoto foi fornecido
pelo projeto: “Conservacdo de racas nativas de caprinos do Nordeste do Brasil”,
localizado na Embrapa-Caprinos, localizada em Sobral — CE (Figura 3). Comumente 0s
animais (Figura4) desta regido se alimentam de plantas nativas que ficam disponiveis
durante a estacdo chuvosa como, jitibirana (Ipomoea spp.), paco-paco (Wissadula spp.),
catingueira (Caesalpinia pyramidalis), pau branco (Auxemma oncocalyx) e marmeleiro
(Croton hemiagyreus), sem necessidade de suplemento alimentar. Os exemplares foram
sacrificados sob a supervisao de médicos veterinarios e técnicos pertencentes a Embrapa
Caprinos. Dois tipos de amostras de ramen foram coletadas: uma fracdo solido-aderida
e uma fracdo liquida. A fracéo liquida foi considerada o liquido do rimen enquanto que
a fracdo solido-aderida foi considerada o filtrado resultante da passagem do material
vegetal parcialmente digerido através da gaze. As amostras da fracdo liquida e fracdo
solido-aderida foram posteriormente colocadas em tubos de 50 mL e congelados em

nitrogénio liquido.

Caprinos

Proj eto:

Conservagao das racas de Caprinos
nativas do Nordeste do Brasil

Figura 3 - Projeto Conservacao das racas de caprinos nativas do Nordeste do Brasil -Sobral, CE,

local de coleta das amostras ruminal.
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Essas amostras foram transportadas em gelo seco e armazenados a -80 ° C até
seu processamento no Laboratério de Biotecnologia da Universidade Catolica de
Brasilia.

Figura 4 - Fémeas da Raga Moxot6 pertencentes ao projeto Conservacdo das ragas de caprinos

nativas do Nordeste do Brasil.

5.2 Extracéo Direta de DNA

A extracdo do DNA da amostra foi realizada utilizando 500 ul de ambas as
fracdes (liquida e solida-aderida) utilizando o Kit de extracdo de DNA Kit Fast DNA
SPIN Kit for soil (MP Biomedical, LLC). A integridade do DNA foi verificada em gel
de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (2 ug/mL) e seu tamanho estimado por
comparagdo com marcador 1kb plus DNA ladder (Invitrogen). O DNA total extraido da
fracdo liquida e sélido-aderida foi purificado através do protocolo ULTRA CLEAN DNA
purification Kit (MoBio, EUA).

5.3 Amplificacdo doGene 16S rDNA

O DNA metagendmico foi extraido da porcdo liquida e solido-aderida e do

ramen. O DNA total foi utilizado para a amplificacdo do gene ribossomal 16S rDNA
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bacteriano por meio da técnica de PCR, utilizando os primers universais 1492R (5°
GGY! TAC CTT GTT ACG ACT T 3’) e 27F (5 AGA GTT TGA TCM! TGG CTC
AG 3’) , especificos para o dominio Bacteria (Reysenbach et al., 1992). O PCR foi
realizado em um termociclador (Apllied Biosystems) com o0s seguintes parametros: 3
minutos para desnaturacdo inicial a 95 © C, seguido por 25 ciclos de 94 ° C durante 30
segundos, 52 ° C por 30 segundos e 72 ° C por 1 min e 40 segundos e um ciclo final de
72 ° C por 7 minutos. Cada 20 pl de reacdo de PCR continha 10 ng de DNA total do
ramen (fluido e sélido-aderido), 0,25uM de cada primer, 250 uM de dNTP, e 2U da
enzima Tag DNA polimerase (Phoneutria, BR), no tampéo do fabricante (que continha
1,5 mM de MgCly).

5.4 Clonagens dos Produtos de PCR

Os fragmentos de DNA amplificados e purificados das frac6es liquida e solida-
aderida foram clonados no vetor pGEM-T Easy (pGEM-T Easy Vector System |
Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante. Resumidamente, 10 ng de DNA
amplificados na PCR foram ligados ao vetor pGEM-T Easy (Figura-5).

Este vetor oferece uma répida e facil deteccdo dos clones positivos, pois ele
contém um sitio multiplo de clonagem e apresenta um gene de resisténcia ao antibidtico
ampicilina, que juntamente com gene lac Z sdo compativeis para a selecdo de colbnias

brancas e pretas.

A ligacéo foi dialisada em membrana de nitrocelulose 0,025 um (Milipore) por
20 minutos. Para a transformacdo com as ligacGes, foram realizadas eletroporacdes em
cubeta Gene Pulse® Cuvette de 0,2 mm (Biorad) previamente resfriada em gelo,
utilizando as células competentes Escherichia coli EPl 300 (Epicentre, EUA). O
eletroporador Gene Pulsed® (Biorad) foi ajustado as seguintes condicdes: capacitancia
25 uF; resisténcia 200 Q e 700 Q; voltagem 2,5 kV. Ap6s o procedimento de
eletroporacgdo foi adicionado 1 mL de meio SOC na cubeta e misturados gentilmente

com a pipeta até a solugdo célula/meio SOC estivesse homogénea, essa mistura foi

1 « . . .
Y e M séo nucleotideos degenerados onde pode se adicionado, C ou T e A ou C respectivamente.
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transferida para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e incubada durante

aproximadamente 1 hora a 37°C.

A selecdo dos clones transformados foi feita por meio do método de escolha
entre colonias brancas e pretas. Dilui¢Ges seriadas foram feitas e plaqueadas em meio
LB &gar, IPTG, Sgal™ (SIGMA) e ampicilina (150ug/mL), as placas passaram por um
periodo de incubagdo de 16 horas & 37°C. Cinco colbnias brancas representantes de
cada amostra de estudo foram selecionadas para a detecgdo da presenca de inserto,
sendo incubadas em tubo de polipropileno (Falcon), contendo 5 mL de meio LB
acrescido de ampicilina (150 ug/mL) durante 16 horas a 37°C e 240 rpm. Nessas
amostras foram realizadas mini extracdo de DNA plasmidial (miniprep) com o Kit
QIAprep® (Qiagen), com o intuito de isolar o vetor da célula hospedeira E. coli EPI 300
(Epicentre, EUA). Para confirmacdo da presenca de insertos nos clones foram realizadas
reacOes de PCR desses clones aleatdrios, utilizando os primers 27F e 1492R, com 0s

parametros ja descritos.

Xmn | 2009
17l
- 1 start
Sca | 1880 \,,he {ororf [Apal | 14
: Aarll | 20
f1 ori SoRl | 28
BatZ || 31
Neol | 37
BaZ| | 43
Amp' Mot | 43
PGEM™-T Easy lacZ Sac 1l | 49
Vector T EcoR || 52
(2016bp)
Spe| G4
EcoR1 | 70
Mot | 7T
BetZ | 77
; Per | fatsl
orl Sal | a0
Nele | a7
Sac| | 109
BsX| |118 2
Nei | 127 g'
141 =
T spe g

Figura 5 - Mapa do vetor pGEM-T Easy Vector System |. Utilizado para a clonagem dos
fragmentos de PCR obtidos da amplificacdo do gene 16S rDNA.

Apos a verificacdo, aproximadamente 1.000 clones de cada amostra (fragdo
liquida e sélido-aderida) foram selecionados, cultivados em LB e congelados em freezer

-80°C com glicerol 15%. As col6nias foram coletadas com auxilio de palitos estéreis e
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transferidas para microplaca “Deep — Well” com 96 pogos contendo 1 mL de meio LB e
ampicilina (150 pg/mL), incubados durante 16 horas a 37°C e 240 rpm, visando a
extracdo plasmidial por lise alcalina (Sambrode) e em seguida o sequenciamento dos

mesmaos.

5.5 Anélise das Sequéncias

Para cada uma das amostras, foram enviados 400 clones para o sequenciamento.
A reacdo de sequenciamento dos clones selecionados foi processada utilizando o
sequenciador automatico ABI PRISM 377 (Applied Biosytems) utilizando o primer 27F
(5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’), 100 ng de DNA plasmidial, 2 pl de
Sequencing reagent dynamic premix (GE Healthcare, EUA) em 10 pl de volume final
da reacdo. Os parametros para execu¢do dos ciclos foram: 95°C por 3 minutos, seguidos
de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e 40
segundos e apos terminar os 25 ciclos 72°C por 7 minutos.

Para a avaliacdo da qualidade das sequéncias utilizamos trés ferramentas. A
primeira ferramenta é o “Trimmed sequence” (Chou et al., 2001) que € utilizada para
cortar as partes das sequéncias com baixa qualidade e remove sequéncias do vetor, esta
ferramenta esta disponivel no site desenvolvido pelo Departamento de Bioinformatica
da  Universidade Catélica de Brasilia, disponivel no site  http:/

www.bioinformatica.ucbh.br/eletro.html. As sequéncias foram alinhadas com a

ferramenta NAST (Nearest Nearest Alignment Space Termination) para o alinhamento
de seqliéncia maltipla, esta ferramenta esta disponivel no site Greengenes (Desantis et
al., 2006). A segunda avaliacao é feita com o programa Bellerophon - versdo 3 (Huber
et al., 2004) que detecta sequéncias quiméricas em um conjunto de sequéncias multiplas
por meio de analise comparativa. Bellerophon foi especificamente desenvolvido para
detectar quimeras em clones de biblioteca do gene ribossomal 16S rDNA, mas pode ser
aplicada a outros conjuntos de genes. O Ultimo processo de avaliacdo de qualidade foi
realizada pelo o software Pintail (Ashelford et al., 2005) um programa que detecta e
analisa quimeras e outras anomalias em sequéncias 16S rDNA. Sequéncias de

aproximadamente 400 pb foram submetidos a Ribosomal Database Project 1l Release
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10 (Cole et al., 2009) por meio da ferramenta CLASSIFIER o qual atribui sequéncias de

rDNA 16S a sua hierarquia taxonémica. O Limite de confianca utilizado foi de 80%.

As sequéncias escolhidas foram agrupadas em um s6 arquivo utilizando o

programa BioEdit, disponivel gratuitamente no site: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/

bioedit.html . Incluido neste programa existem varios subprogramas. O alinhamento foi
realizado pelo programa Clustal W, disponivel no programa Bioedit. Esse arquivo foi
convertido para o formato “.dist” utilizando o programa DNADIST, disponivel no
programa Bioedit, o qual fornece uma matriz de dados. A matriz é gerada como arquivo
de saida (outfile). O programa utilizado para atribuir as unidades taxondmicas
operacionais (OTU) foi o DOTUR (Distance-Base OTU and Richness) (Schloss et al.,
2005). O DOTUR € um programa que usa uma matriz de distancia e atribui sequéncias
as unidades taxondmicas operacionais (OTU). Esse programa estd disponivel

gratuitamente no site: Http://www.planpath.wisc.edu/fac/ joh/dotur.html. Uma vez que

as sequéncias sdo atribuidas a OTUs, os dados da frequéncia para cada nivel da
distancia foram usados para construir curvas de rarefacdo e o nimero das espécies
observadas. Dos arquivos gerados por esse programa, aqueles com extensdo
“r_rarefaction” foi utilizado para construcdo de curvas de rarefacdo, “.list” para a

listagem das OTUs e “chao.ltt” para ter os dados da riqueza das bibliotecas.

Por fim foi utilizado o programa J-Libshuff (Schloss et al., 2004). Este programa
faz analise par a par bibliotecas, respondendo se uma populacdo é diferente uma da

outra. Ele encontra-se disponivel gratuitamente no site: www.planpath.wisc.edu/

fac/joh/S-libshuff.html. Para a andlise filogenética utilizamos o programa MEGA 4.0

(Tamura et al., 2007), para a inferéncia das arvores filogenéticas. Para a contrucdo das
mesmas foi utilizado o0 método Neighbor-joining e para testar a confianca das arvores

filogenéticas geradas, foi utilizado bootstrap com 1.000 repeticoes.
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6. Resultados

6.1 Extragdo de DNA

Quando o DNA do ambiente é isolado para construcdo de bibliotecas existem
trés consideracdes relacionadas a técnica: (1) O DNA pode ser extraido de varios
microrganismos, entdo representa uma populacdo original microbiana; (2) O DNA néo
pode ser degradado durante a extracdo porque € necessario um DNA de alto peso
molecular (DNA muito fragmentado pode causar produtos quiméricos); (3) O DNA tem
que estar livre de substancias contaminantes (particulas vegetais e polissacarideos) que
interfere no processo de digestdo e insercdo dos fragmentos no vetor de clonagem
(Purdy, 2005).

O protocolo utilizado para extracdo de DNA metagendémico de rdmen de
caprinos, tanto da fracdo solido-aderida quanto da liquida, foi considerado adequado,
pois obteve-se DNA em quantidade e qualidade satisfatérias (Figura 6). Uma parte da
amostra foi purificada em gel agarose 0,8% Low melting, com o intuito de uma maior

limpeza do material, devido a contaminag&o por polissacarideos.

Figura 6 - Andlise em gel agarose 0,8% da amostra de DNA metagendmico da fracdo sélido-
aderida. M- Marcador 1kb plus DNA ladder; R- DNA metagendmico da fracéo sélido-aderida.
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6.2 Construgdo da Biblioteca 16S rDNA

O DNA total foi submetido a uma PCR para amplificacdo do gene que codifica
para 0 16S rRNA. Os produtos obtidos da PCR tinham 1,4 kb (Figura 7) conforme
esperado. Com os produtos de PCR foram construidas duas bibliotecas, utilizando o
vetor de clonagem pGEM-T easy, sendo uma biblioteca da fracdo liquida (RuLiqg) e uma
da fracdo sdlido-aderida (RuSol). As bibliotecas RuLig e RuSol foram compostas por
1.000 clones cada uma. Os produtos de PCR foram clonados imediatamente no vetor
PGEM-T easy para ocorrer a preservacdo dos residuos finais de nucleotideos de adenina,
construida pela Taq polimerase que apresenta auséncia de atividade exonuclease 3°-5’

para otimizar a hibridizacdo e clonagem no vetor escolhido.

Figura 7 - Analise em gel de agarose 0,8% dos produtos de PCR 16S rDNA obtidos de DNA das
fracdes liquida e s6lido-aderida. M- Marcador 1kb plus DNA ladder; 2- Controle negativo da PCR;

3 e 4 — Amplificacdo da fragdo liquida; 5 e 6 — Amplificagcdo da amostra sélido-aderida

50



Apos a clonagem em pGEM-T Easy Vector System I, segundo instrucdes dos
fabricantes (Promega) os clones positivos para a transformacéo foram selecionados pela
diferenciacdo entre col6nias brancas e pretas, as col6nias brancas, as quais devem conter
inserto, foram selecionadas (Figura 8). Foram selecionadas 12 col6nias brancas
representantes de cada amostra de estudo para a deteccdo da presenca de inserto.

Figura 8 - Placa contendo clones da biblioteca 16S rDNA de rimen de caprinos. Seta indicando

coldnias brancas que detectam a presenca de inserto.

6.3 Extrag¢do do DNA plasmidial

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada pelo método de lise alcalina. Foi
confirmada por meio desta miniprep a presenca visivel do vetor em todas as coldnias
aleatorias escolhidas da fragdo solido—aderida e em apenas oito coldnias aleatorias da
fracdo liquida (Figura 9).
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A extracdo de DNA plasmidial foi realizada para confirmar a clonagem dos
amplicons gerados no PCR do 16S rDNA. As minipreps de coldnias aleatorias da fragao

solido—aderida e da fracdo liquida foram analisadas em gel de agarose 0,8% (Figura 9).

B2 2 4 S 6 %o SaldiQuiizaas (b)

Faaswe - - - -

Figura 9 — Analise em gel de agarose 0,8% de miniprep de clones 16S aleatorios da fracao liquida
(A) e fracao solido-aderida (B), para utilizacdo no sequenciamento. 1- Marcador 1kb plus DNA

ladder; 2 a 14- clones aleatdrios pertencentes a biblioteca 16S rDNA.

6.4 Andlise da Diversidade das Comunidades Bacterianas

A reacdo de sequenciamento foi feita para um total de 400 clones de cada

amostra. Os clones foram sequenciados utilizando o primer 27F. O sequenciamento
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parcial é justificado uma vez que o objetivo foi avaliar a diversidade bacteriana presente
nas amostras e ndo a realizacdo de um estudo evolutivo detalhado. Para se caracterizar a
biodiversidade microbiana associada com rdamen de caprino foi realizado o
sequenciamento do banco de sequéncias para o gene ribossomal 16S rDNA.

Para a avaliacdo da qualidade das sequéncias utilizamos trés ferramentas
Trimmed sequence, Bellerophon e Pintail. Ao final do primeiro critério de selegdo
obtivemos 219 sequéncias da fracdo liquida e 258 sequéncias da fracdo solido-aderida
que apresentaram qualidade suficiente no eletroferograma disponibilizado no site da
Bioinformatica da Universidade Catolica de Brasilia (Pappas et al., 2005). Através do
programa Bellerophon, foram removidas 11 quimeras da fracéo liquida e trés quimeras
da fracdo sélido-aderida, os quais sdo gerados de dois parentes filogenéticamente
distintos (Huber et al., 2004). Além disso, o programa descartou uma sequéncia menor
que 300 pb na fracdo liquida e 17 na fracdo solido-aderida e cinco sequéncias menores
que 400 pb para a fracdo liquida e 26 na fracdo sélido-aderida.

Mais uma ferramenta de analise para um refinamento das nossas sequéncias foi
utilizada, o programa Pintail. Este programa nos mostrou mais 11 possiveis sequéncias
quiméricas na fracdo liquida e 10 na fracdo solido-aderida. Mesmo apds a utilizacéo
dessas duas ferramentas, ao final da nossa analise encontramos mais uma possivel
quimera na fragdo liquida e uma para fragdo sélido-aderida, que foram retiradas da
anélise.

Ao final da avaliacdo da qualidade das sequéncias foram obtidas 190 sequéncias
da amostra ramen liquido e 201 sequéncias do rimen sélido-aderida, maiores que 400
pares de bases sequenciados. As sequéncias 16S rDNA foram analisadas e comparadas
a outras sequéncias disponiveis no banco de dados publico Ribossomal Database
Project para conhecimento ecoldgico da diversidade associada, que mostram que as
sequéncias bacterianas da biblioteca ruminal da amostra sélido—aderida estdo
distribuidas em sete grupos: Bacteroidetes, Firmicutes, TM7, Verrucomicrobia,
Actinobacteria, Lentisphaerae e Bactérias ndo classificadas (Figura 10). Nesta amostra
os filos mais predominantes, com 79 e 78 clones, foram Bacteroidetes e Firmicutes
respectivamente, filo j& conhecido por apresentar um papel importante na degradacgéo de
fibras (Shi et al., 2008)
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Figura 10 - Riqueza bacteriana da biblioteca 16S rDNA para a fragéo sélido-aderida. Dados
gerados pelo RDP com confianga maior ou igual a 80% para sequéncias depositadas.

Na amostra de fluido ruminal foi observado outro padrdo de distribuicdo dos
filos. As sequéncias bacterianas estdo distribuidas em cinco grupos filogenéticos:
Firmicutes, Bacteroidetes, TM7, Proteobacteria e Bactérias ndo classificadas (Figura
11). Para esta amostra o filo com mais representativo foi o Firmicutes com 106 clones.
A composicdo de ambas as bibliotecas sdo similares com predominéncia de sequéncias
relacionadas ao filo Firmicutes seguido de sequéncias relacionadas ao filo
Bacteroidetes. Os Firmicutes foram mais predominantes na fracdo fluida representando
56,1% de todas as sequéncias. Sequéncias pertencentes ao Filo TM7 foram observados
em ambas as fragdes, no entanto, eles foram mais abundantes na fracéo sélido—aderida
(1,5%). Verrumicrobia (1%), Lentisphaerae (0,5%) e Actinobacteria (0,5%) foram
observados apenas na fracdo sélido—aderida. Sequéncias ndo relacionadas com qualquer
filo foram predominantes na fracdo sdlido—aderida correspondente a 18,4% das
sequéncias e na fracdo fluida correspondente a 4,8% das sequéncias. Essas sequéncias
apresentam similaridade no intervalo de 80 — 100% para sequéncias depositadas no

RDP de bactérias ndo classificadas.
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Figura 11 - Riqueza bacteriana da biblioteca 16S rDNA da fra¢do liquida. Dados gerados pelo RDP
com confian¢a maior ou igual a 80% para sequéncias depositadas.

Com relacdo a classe houve diferenca na distribuicdo encontrada nas duas
amostras (Figura 12). As classes predominantes foi Clostridia, com 106 e 76 clones, na
amostra rimen fluida e sélido—aderida, respectivamente. A diferenca mais evidente é
com relacdo a ocorréncia de géneros exclusivos para cada fracdo. Os géneros
Mogibacterium, Butyrivibrio, Oribacterium, Syntrophococcus, Erysipelotrichi nao
classificado, e Succiniclasticum e as classes Proteobacteria/ Deltaproteobacteria so
apareceu na fracdo liquida, mas o género que apresentou uma distribuicdo similar nas
duas fracdes foi Prevotella com 25 clones na fracdo liquida e 15 clones na fracdo
solido-aderida. Mesmo ao nivel da predominancia de género das sequéncias
pertencentes a “Clostridia ndo classificado” estavam em ambas as fragdes, 71

sequéncias da fracdo liquida e 45 na fragdo sélida associada (Figura 13)
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Figura 12 — Gréafico mostrando a riqueza bacteriana a nivel de classe encontrada nas amostras
ruminais. Dados gerados pelo RDP com confianga maior ou igual a 80% para sequéncias
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Figura 13 — Grafico mostrando a riqueza bacteriana a nivel de género encontrada nas amostras
ruminais. Dados gerados pelo RDP com confianga maior ou igual a 80% para sequéncias

depositadas.




6.5Andlise Filogenética

Representantes das sequéncias encontradas nas duas bibliotecas foram
comparadas com outras sequéncias obtidas no GenBank (estirpes tipo e outras
sequéncias do ambiente). Usando os mesmos pardmetros ja mencionados, uma arvore
foi gerada (Figura 14, 15 e 16), utilizando Methanocaldococcus jannaschii como grupo
externo. Uma pequena parte das sequéncias da fracdo liquida e da fracdo solido-aderida
formou grupos que foram definidos como pelo menos quatro grupos com mais de 97%
de similaridade (Tabela 1). O maior cluster na fragdo liquida foi Clostridium
orbiscindens (L1), que representaram 7,85% das seqiiéncias (N = 15) possuindo 98% de
similaridade a uma sequéncia de bactéria ndo cultivada (EU475525.1) (Tabela 1). Uma
grande parte das sequéncias de fracdo liquida (75,4%) e da fracdo sélida - aderida
(64,35%) ndo se encontravam em clusters (Figura 15). O cluster dominante na fragdo de
solido - aderida foi 0 S1, que representou 12,3% das sequiéncias (N = 25) e tinha 89% de
similaridade de sequéncia para uma seqléncia Clostridium orbiscindens (Tabela 1). O
segundo maior cluster (S7) teve sete sequéncias sendo Kaistella koreensis a estirpe
similar (82% de similaridade de sequéncia) (Figura 16). Estes dados sugerem que a
maioria das sequéncias encontradas tanto na fracdo solido—aderida quanto na fracdo
liquida sdo de espécies ainda ndo descritas, sugerindo este ser um ambiente com um

grande potencial exploratério.
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Figura 14 - Arvore filogenética obtida a partir das sequéncias 16S rDNA obtidas da fracdo liquida
(A) e da fracdo solido-aderida (B). As sequéncias estdo representadas pelo nimero dos clones e
seguida da sua classificagdo por filo determinada pelo RDP. A analise de bootstrap foi realizada
com 1000 replicatas utilizando o programa MEGA 4.0.
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Figura 15 - Arvore filogenética obtidas a partir das sequéncias 16S rDNA obtidas do rimen de
caprinos da fracdo liquida (RuLiq). As sequéncias dos clones estdo representadas pelo niimero dos
clones e seguida da sua classificacdo por filo determinada pelo RDP. A analise de bootstrap foi
realizada com 1.000 replicatas utilizando o programa MEGA 4.0. Os valores de Bootstrap séo
mostrados apenas maiores que 50%. As setas estdo indicando os clusters de sequéncias dentro de
cada filo.
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Tabela 1- Tabela de caracterizacao dos clusters de sequéncias para a fracdo Solido-aderida e

liquida.
Rumen Numero Representante Sequéncias mais Proxima N° de acesso Sequéncia de N° de acesso
Sélido- de Clones o . . Cultivados mais
aderido 72 (Yesimilaridade) Sequepc_la mais Proximo
proxima (Yosimilaridade)
S1 25 RuSol-234 Uncultured bacterium EU475525.1 Clostridium Y18187
clone SBSD (96) orbiscindens
(T):(89)
S2 3 RuSol-52 Uncultured bacterium EU470004.1 Eubacterium L34623
clone TU1 (95) ramulus (T); (90)
S3 3 RuSol-103 Uncultured bacterium EU843612.1 Anaerotruncus AJ315980
clone 1103200831344 colihominis  (T);
(95) (88)
S4 3 RuSol-78 Uncultured bacterium FJ172803.1 Acholeplasma AF412968
clone RB-3C9 (93) axanthum (T); (89)
S5 3 RuSol-159 Uncultured bacterium EU475525.1 Bacteroides AY136666
clone capillosus (T); (88)
SBSD_aaa01d11 (96)
S6 3 RuSol-111 Uncultured rumen EU382048.1 Xylanibacter AB078826
bacterium clone oryzae (T); (91)
P5 D12 (95)
S7 7 RuSol-34 Uncultured rumen DQ673532.1 Kaistella koreensis AF344179
bacterium clone (M); (82)
GRC67 (92)
S8 4 RuSol-36 Uncultured bacterium EU469848.1 Prevotella oris (T); L16474
clone GOR_aag72e04 (96)
(97)
S9 3 RuSol-82 Uncultured rumen EU719233.1 Prevotella shahii AB108825
bacterium clone (M); (94)
814334 (94)
S10 4 RuSol-187 Uncultured bacterium EU463271.1 Prevotella albensis AJ011683
clone (T); (92)
molerat_aai72f05 (88)
S11 3 RuSol-90 Uncultured rumen FJ028808.1 Prevotella shahii AB108825
bacterium clone (T); (89)
TWBRB96 (92)
S12 5 RuSol-224 Uncultured rumen EU850565.1 Prevotella oris (T); L16474
bacterium clone (87)
BF375 (94)
S13 3 RuSol-125 Uncultured bacterium EU468266.1 Rhodothermus X80994
clone horsej_f08_ (88) marinus (T); R-10
(DSM 4252); (Not
significant
similarity found)
S14 3 RuSol-178 Uncultured rumen FJ028752.1 Acidimicrobium u75647
bacterium clone ferrooxidans  (T);

TWBRB28 (93)

(Not  significant
similarity found)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169291000&dopt=GenBank&RID=AJ2T5P1X01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169285479&dopt=GenBank&RID=AJ39KRYG016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194138175&dopt=GenBank&RID=AJ3H4WEE012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=198401652&dopt=GenBank&RID=AJEJ8KTV016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169291000&dopt=GenBank&RID=AJEUAU2Z01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=166203106&dopt=GenBank&RID=AJF92WYP01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110333609&dopt=GenBank&RID=AJFGZH9K01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169285323&dopt=GenBank&RID=AJFVZ0JT01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=190148419&dopt=GenBank&RID=AJG8FVJ201S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169278746&dopt=GenBank&RID=AJGMH7ZT01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=222083429&dopt=GenBank&RID=AJH3KKWB012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=197940911&dopt=GenBank&RID=AJHJKM9F01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169283741&dopt=GenBank&RID=AJN333W601S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=222083373&dopt=GenBank&RID=AJN0TDU501N&log$=nucltop&blast_rank=1

RUmen NuUmero Representante Sequéncias mais Proxima N° de acesso Sequéncia de N° de acesso
Liquido de Clones o e . Cultivados mais
47 (Yosimilaridade) Sequepc_la mais Proximo
proxima (Yosimilaridade)

L1 15 RuLig-196 Uncultured bacterium EU475525.1 Clostridium Y18187
clone orbiscindens (T);
SBSD_aaa01d11. (98) (86)

L2 3 RuLig-125 Uncultured bacterium EU776330.1 Alkaliphilus AF467248
clone KO2_aail9b09 crotonatoxidans
(93) (T); B11-2; (87)

L3 6 RuLig-70 Uncultured bacterium EU459549.1 Garciella AY176772
clone CAP_aah99f09 nitratireducens
(94) (T);(87)

L4 4 RuLig-159 Uncultured bacterium EU459516.1 Ferrimonas X93021
clone CAP_aah98h12 balearica (T);
(94) PAT; (97)

L5 4 RuLig-98 Uncultured rumen DQ673489.1 Selenomonas M62702
bacterium clone ruminantium  (T);
GRC24 (94) GA192; (94)

L6 3 RuLig-21 Uncultured rumen DQ673532.1 Kaistella koreensis AF344179
bacterium clone (M);(97)
GRC67 (100)

L7 3 RuLig-146 Uncultured bacterium AY578375.1 Prevotella oulorum L16472
clone p1c05ct-1 (100) (T); (100)

L8 3 RuLig-160 Uncultured rumen FJ028808.1 Prevotella shahii AB108825
bacterium clone (M); JCM 12083;
TWBRB96 (100) EHS11; (100)

L9 3 RuLig-39 Uncultured rumen EU259409 Prevotella albensis AJ011683
bacterium clone ¢ (T); a00)
YRC33 (100) -

L10 3 RuLig-206 Uncultured bacterium EU473820 Prevotella oris L16474
clone DL_2aaa04f05 1 (T)); (98)
(100) =
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169274991&dopt=GenBank&RID=AK4F1E1801S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110333566&dopt=GenBank&RID=AK4U6D92016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110333609&dopt=GenBank&RID=AK6UK0NV01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46394493&dopt=GenBank&RID=AK7EKVFA01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=222083429&dopt=GenBank&RID=AK8EE0S2014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=160623546&dopt=GenBank&RID=ATWT0E6M01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=160623546&dopt=GenBank&RID=ATWT0E6M01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169289295&dopt=GenBank&RID=ATX156WX01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169289295&dopt=GenBank&RID=ATX156WX01S&log$=nucltop&blast_rank=1

6.6 Andlise do numero de Unidades Taxonémicas Operacionais (OTUs)

O programa DOTUR foi utilizado para calcular estimadores de riqueza e para a
construcdo de curvas de rarefacdo. Um total de 131 e 129 operacionais distintos
Taxonomic Units (OTU's) foram identificados para a fracdo de fracdo de liquido e
solido-aderida, respectivamente, utilizando o critério de 97% de similaridade (Figura
17). A andlise das sequéncias derivadas de bibliotecas da fracdo liquida e sélida-aderida
mostrou homogeneidade entre os filos. As curvas de rarefacdo usando uma distancia
evolutiva de 0,01 ou 0,03 das bibliotecas de bactérias revelou elevada riqueza em nivel

de género (97%), mas a riqueza a este nivel ndo foi suficientemente cobertos.

Para avaliar se diferengas observadas na composicdo da comunidade bacteriana
sd0 estatisticamente significantes o programa J-Libshuff (Schloss, 2004) foi usado com
10.000 randomizacdes. Esta analise ilustra o poder do J-Libshuff de detectar diferencas
entre as comunidades, fornecendo a base para inferéncias ecoldgicas sobre a associa¢do
da composicdo da comunidade microbiana ruminal. Os valores obtidos P significativa
(P <0.0002) mostram que as bibliotecas sdo diferentes (Figura 18). A riqueza de
espécies foi estimado usando o Chao 1, um estimador de riqueza de espécies ndo-
paramétrico para estimar o tamanho das populacGes de animais que é adequado para uso
com as comunidades microbianas (Hughes et al., 2001). Esta analise mostra que a
riqueza esperada para a fracdo de solido-aderido é maior do que para a fracdo liquida

estimando 333 espécies para a fracdo liquida e 355 para a fracdo solido-aderida.
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7. Discussao

A andlise dos amplicons gerados por PCR do gene ribossomais 16S rDNA é o
método mais eficiente utilizado para estudos de diversidade e riqueza devido a
distribuicdo universal desses genes entre procariotos, a presenca de dominios
conservados e variavel no gene e sua confiabilidade para inferir relaces filogenéticas
(Woese, 1987; Pace, 1997). Estudos da comunidade microbiana no rimen de caprino
utilizando técnicas de cultura independente sdo escassos (Shi et al., 2008; Cheng et al.,
2009). Este é o primeiro estudo sobre a diversidade das comunidades de Bacteria na
microbiota do rumen de caprinos com gene ribossomal 16S rDNA. Nossa analise do
gene 16S rDNA de espécies de bactérias presentes no contetdo ruminal de uma racga de
cabras nativas do Nordeste do Brasil revela um grupo muito diversificado de
microrganismos, a maioria dos quais ndo foram previamente identificados por meio da

cultura tradicional ou técnicas moleculares .

Estudos recentes mostram que a diversidade microbiana de rimen de caprinos é
extremamente subestimada por pesquisas que utilizam o método de cultura direta. Isto
se deve ao fato de que a maioria dos microrganismos na natureza normalmente ndo pode
ser cultivada por técnicas padrdo (Amann et al., 1995). O advento do estudo do gene
ribossomal 16S rDNA baseado em métodos moleculares independentes de cultura tem
gerado maior compreensdo da extensdo da diversidade bacteriana (Pace, 1997). Sobre
tal perspectiva de andlise, mais de 40 divisdes bacterianas sdo agora reconhecidas,
apenas metade dos que tém representantes obtidos em cultura pura (Holt et al., 1989).
Consequentemente, as sequéncias de clones ambientais compdem uma parcela

significante das sequéncias de 16S rDNA presente em bases de dados publicas.

No entanto, como a maioria dos métodos de estudo do gene rDNA sdo aplicados
aos microrganismos que ocorrem naturalmente no ambiente, a deteccdo de quimeras néo
é um trabalho simples, uma vez que ambientes naturais possuem novas sequéncias de
rDNA (Maidak et al., 1999). Sendo assim, o processo de deteccdo de quimeras dos
genes ribossomais rDNA é importante na hora de analisar os dados pois, estas
sequéncias podem fornecer conclusbes erroneas de uma nova linhagem evolucionaria,
levando a uma falsa impressdo de biodiversidades dentro da comunidade bacteriana
(Liesack et al., 1992).
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As sequéncias bacterianas 16S rDNA pertencentes a biblioteca 16S rDNA da
amostra ruminal solido—aderida estdo distribuidas em sete grupos: Bacteroidetes,
Firmicutes, TM7, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Lentisphaerae e Bactérias néo
classificadas (Figura 10). Nesta amostra os filos mais predominantes, com 79 e 78
clones, foram Bacteroidetes e Firmicutes respectivamente. Na amostra fluido ruminal
foi observado outro padréo de distribuicdo dos filos. As sequéncias bacterianas estéo
distribuidas em cinco grupos filogenéticos: Firmicutes, Bacteroidetes, TM7,
Proteobacteria e Bactérias ndo classificadas (Figura 11).Essa diferenca na riqueza
encontrada nestas duas amostras pode ter ocorrido devido diversos fatores que
promovem mudangas na populagdo microbiana como a idade do animal, a estacdo do
ano, o uso de terapéuticos e acima de tudo a dieta do animal hospedeiro (Edwads et al.,
2004).

Ao analisar a arvore filogenética (Figura 14) é evidente que existe uma diferenca
na distribuicdo dos filos ao longo da &rvore gerada para as duas bibliotecas.
Bacteoidetes e Firmicutes encontrados na biblioteca sdo bem distribuidas ao longo da
arvore, no entanto, os clones associados a fracdo sélido-aderida formam um grupo
separado de bactérias ndo-classificadas que séo intercaladas entre TM7 e filos
Bacteroidetes e um grande grupo de bactérias classificadas sdo separadas dos outros

grupos.

Como foi observado em um estudo sobre a microbiota de ridmen de bovino,
realizado por Brulc et al.(2009), utilizando a tecnologia de pirosequenciamento, a
composicdo de filos de bactérias encontradas no rdmen caprino foi semelhante ao
encontrado no ramen de bovinos com a filo Firmicutes e Bacteroidetes sendo 0s
representantes mais prevalentes, tanto nas fracdes liquidas, quanto nas solidas
associadas. Diferentemente do rimen de bovinos, representantes de Proteobacteria néo
foram identificadas entre as sequéncias de ramen de caprino sélido-aderida. No entanto,
é possivel que Proteobacteria esteja presente em niveis baixos, pois péde-se observar
sequéncias de Proteobacteria ao validar a biblioteca metagenoma de pequenos insertos
de rimen de caprino 2. Como no rimen de bovinos, Verrucomicrobia s6 foi encontrado

na fracdo solida-aderida. No entanto, Actinobacteria que s6 foi encontrado na fragdo

2 Este resultado sera abordado especificadamente no capitulo 2 desa dissertacéo.
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solido-aderida no ramen de cabra também foi detectado na fracdo liquida no rimen de

bovinos, embora em niveis baixos (Brulc 2009).

Estudos anteriores com abordagens moleculares descreram parcialmente a
comunidade microbiana no ramen (Whitford et al., 1998; Tajima et al., 1999). Em
Nelson et al. (Nelson et al., 2003) com base nas analises filogenéticas de materiais
provenientes de rimen de zebra e gazelas, representantes de apenas quatro filos
bacterianos foram identificados: Verrucomicrobia, Proteobacterias (a ordem
deltaproteobacteria e a classe Gammaproteobacteria), Bacteroidetes e Firmicutes. Este
resultado é similar ao encontrado em nosso estudo com a excec¢do do aparecimento da

classe Gammaproteobacteria pertencente ao filo Proteobacteria.

Trés filos bacterianos, Firmicutes (Gram-positivos), Bacteroidetes (gram-
negativas) e Actinobacteria (gram-positivos) também dominam a microbiota do
intestino de humanos adultos. Firmicutes, qunado comparado a outros filos, é o maior
filo de bactérias e contém mais de 200 géneros, incluindo Lactobacillus, Mycoplasma,
Bacillus e Clostridium. Os Bacteroidetes (incluindo cerca de 20 géneros) e
Actinobacterias também pertencem a microbiota intestinal dominante, mas estes séo
frequentemente perdidos por sequenciamento do gene ribossomal 16S RNA e na
maioria das vezes s6 pode ser detectada por fluorescéncia de hibridizacéo in situ (FISH)
(Zoetendal et al., 2001). No entanto mesmo com as limitacbes da técnica e da
dificuldade de encontrar representantes do filo Actinobacteria, em nossa biblioteca

encontramos um exemplar na fracdo sélido-aderida.

As Actinobacterias sdo representados por bactérias gram-positivas e com alto
teor de G+C (Arcuri et al., 2006), este filo esta distribuido em ecossistemas aquaticos e
terrestres possuem importante funcdo na decomposicao de matéria organica e formacéo
de humus (Rappe et al., 1999), portanto possuem um papel importante no rumen de

caprinos.

O filo Proteobacteria constitui 0 maior e mais diverso grupo de bactérias
cultivadas, apresentando grande diversidade de morfologia e metabolismo. Possui cinco
divisodes: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria e Gammaproteobacteria. Um dos papéis desempenhados por esse

grupo esta na participacao ativa do ciclo de nitrogénio (Nusslein et al., 1999).

72



Os Firmicutes sdo caracterizados como bactérias gram-positivas aerobicas e
anaerobicas, com baixo teor de G+C. Organismos pertencentes a este filo como os
géneros Bacillus e Clostridium sdo bactérias formadoras de esporos e utilizam como
estratégia de sobrevivéncia um crescimento rapido quando ha nutrientes abundantes em
areas com baixa competicdo, geralmente sdo encontrados em ambientes instaveis que
estejam passando por transi¢cdes (Atlas et al., 1998). Bacteroidetes € uma das principais
linhagens de bactérias e se destacou cedo durante o processo evolutivo (Salyers et al.,
1993). Recentes avancos da gendmica e protebmica facilitaram a compreensdo da
natureza adaptativa das espécies de Bacteroides. O género Bacteroides sofreu grandes
revisdes nos dltimos 15 anos. A inclusdo ou exclusdo de espécies dentro do género
Bacteroides ocorreu frequentemente, no entanto, estas mudancas sdo de grande
importancia, uma vez que o posicionamento taxonémico € uma til ferramenta que pode
ser usada como indicador do potencial de viruléncia e resisténcia antimicrobiana
(Wexler, 2007).

A divisdo TM7 € uma das varias recem-descritas divisdes exclusivamente
bacteriana caracterizada por dados de sequéncia provindas do meio ambiente
(Hugenholtz et al., 1998). TM7 foi originalmente proposto, baseado no 16S DNA
ribossomal (rDNA) sequéncias parciais obtidas de estudos de PCR clonal de uma
turfeira (uma sequéncia, depois disso a divisdo foi nomeado) (Rheims et al., 1996), um
solo da floresta madura (duas sequéncias) (Borneman et al., 1997), e de dois

sequenciamentos de lamas de reator (sete sequéncias) (Bond et al., 1995).

Com uma analise mais detalhada das sequéncias pertencentes as bactérias ndo
classificadas em ambas as fracdes, utilizando um critério de valor acima de 0.8 (score
do segmatch), observou-se que quase 100% das sequéncias nao se relacionam com
nenhuma sequéncia encontrada em ruminantes. Na fracdo sélido-aderida, 89,2% do
grupo pertencem a bactérias ndo cultivadas ndo relacionadas as bactérias do ramen. Isto
mostra que a maioria das bactérias ndo classificadas em ambas as fraces estdo

relacinadas com bactérias conhecidas de outros habitat com feces e rimen de bovinos.

Em relacdo a classe houve diferenca na distribuicdo encontrada nas duas
amostras (Figura 12). As classes predominantes foi Clostridia, na amostra rimen liquida
e sblido—aderida. Este resultado pode indicar que a comunidade bacteriana solido-

aderida ndo consiste somente em espécies fibroliticas, mas também de espéecies néo-
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fibroliticas e que a degradacao das fibras podem ser aceleradas pela interagdo ‘“cross

feeding” com o produto da hidrolise de outras espécies (Wolin et al., 1997).

Dois estudos recentes tém apresentado uma andlise preliminar da biodiversidade
genética de bactérias utilizando o gene 16S rDNA, presentes no rimen de Bos taurus da
regido de clima temperado, alimentados com dietas definida contendo feno e seus
concentrados (Tajima, Aminov et al., 2001; Tajima, Nagamine et al., 2001). Nestes
estudos, a maioria das sequéncias de 16S rDNA obtidas de gado doméstico, eram de
novas especies ou géneros dentro de dois filos principais: o Firmicutes (baixo G+ C,
bactérias Gram-positivas) relacionados com Clostridium, e Bacteroidales (Prevotella
grupo Bacteroides). Além disso, Prevotella spp. tem sido encontrada como as espécies
predominantes entre os microrganismos isolados do rimen usando métodos baseados
em cultura, e tém mostrado representar até 60% das bactérias do rumen rDNA

amplificados por métodos moleculares (Wood et al., 1998).

Segundo Jaladiun et al. (1992), bactérias isoladas do rimen de bovinos e bufalos
indianos foram representados por Ruminococcus albus e R. flavefaciens (59,8%).
Bacteroides succinogenes (Fibrobacter succinogenes) (19,2%), Butyrivibrio
fibrisolvens (11,1%), Clostridium lochheadii (3,8%) e C. longisporum (1,3%), que séo

bactérias capazes de degradar celulose.

Do mesmo modo, Cheng e McAllister (1997) caracterizam a populacéo
microbiana ruminal em trés tipos, aquela livre no fluido, a aderida em particulas do
alimento e aquela associada a parede do intestino. Oitenta porcento do total de enzimas
endoglicanase sdo sintetizadas por microrganismos aderidos as particulas de alimentos.
Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens e Ruminococcus albus sdo

consideradas bactérias celuloliticas representantes no rimen (Forsberg et al., 1997).

Estudos da informacdo da sequéncia 16S rDNA demonstraram que as
comunidades microbianas gastrintestinais em bovinos (Whitford et al., 1998; Tajima et
al., 1999), suinos (Leser et al., 2002) e humanos (Suau et al., 1999) parecem ser
dominado por Firmicutes, particularmente aqueles relacionados ao género Clostridium.
Essa predominancia aparente pode, em parte, estar relacionada ao viés da técnica de
PCR de amplificagdo de DNA total da comunidade (Von Wintzingerode, 1997).0s

fatores especificos que poderiam influir os dados incluem a possibilidade de que a
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sequéncia de rDNA de espécies microbianas com elevado contetdo G + C gendmica
pode ser menos facilmente amplificadas (Reysenbach et al., 1992), e que alguns
Clostridium spp. em geral parecem ter entre 0s maiores numeros de rDNA genes por
genoma até agora descrito em procariontes (Farrelly et al., 1995).Sobre este ponto de
vista, Shi et al.(2008) ao estudarem rumen de caprinos chineses sugeriram que a
comunidade bacteriana é influenciado diferencialmente pelas diferentes espécies de
cabra. Tais diferencas podem refletir a influéncia individual de cabras na comunidade

bacteriana do rumen.

A andlise das sequéncias derivadas de bibliotecas da fracdo liquida e soélida-
aderida em nossas amostras mostrou homogeneidade entre os filos. As curvas de
rarefagdo (Figura 17) usando uma distancia evolutiva de 0,01 ou 0,03 das bibliotecas de
bactérias revelaram elevada riqueza em nivel de género (97%), mas a riqueza a este

nivel ndo foi suficientemente cobertos, atingindo um platé em nivel de filo.

Encontramos também um total de 131 e 127 Unidades Taxonbémicas
Operacionais (OTU's) para as fracdes liquida e solido-aderida, respectivamente,
utilizando o critério de 97% de similaridade. Edwards et al, (2004) analisaram as
sequéncias de trés bibliotecas gendémicas depositadas no GenBank, construidas a partir
da amplificacdo, por PCR do rDNA 16S, de amostras do conteddo ruminal de bovinos.
Neste estudo comparativo, 0s autores estimaram que apenas 11% das unidades
taxonbmicas operacionais (OTU), detectadas por técnicas moleculares, representam
microrganismos cultivaveis em laboratério. Deste total, a maioria das espécies
bacterianas foram isoladas do ramen, embora algumas sequéncias representam
microrganismos que foram isolados de cavidade oral humana ou do intestino de suino e
que, ndo foram descritas no ambiente ruminal. As sequéncias disponiveis neste trabalho
também indicaram que os dois maiores grupos presentes no rimen sao: Bacteroidetes e
Firmicutes. Edwards et al. (2004) estimaram que o rimen de bovinos contém 341 OTUs
e que a espécie Prevoltella ruminicola é mais abundante (5% da populacdo). Foi
constatado também, que varias sequéncias representam novos grupos taxondémicos,
embora apenas a informagdo do rDNA 16S seja insuficiente para determinar a posi¢do
dessas novas unidades taxonémicas operacionais. Diferentemente do encontrado por
Koike et al. (2003) que ao estudar a comunidade ruminal bacteriana solido-aderida em

cabras japonesas encontrou bactérias fibroliticas e n&o-fibroliticas, e sequéncias
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relacionadas a Prevotella e B. fibrisolvens, que formavam um grande cluster

filogenético.

Para avaliar se diferengas observadas na composi¢do da comunidade bacteriana
sd0 estatisticamente significantes o programa |-Libshuff (Schloss et al., 2004) foi usado
com 10.000 randomizacdes. Esta anélise ilustra o poder do |-Libshuff de detectar
diferengas entre as comunidades, fornecendo a base para inferéncias ecolégicas sobre a
associacdo da composicdo da comunidade microbiana ruminal. Os valores obtidos P
significativa (P <0.0002) mostram que as bibliotecas sdo diferentes (Figura 18). Porém
segundo Schloss et al. (2004) é possivel que haja diferencas mais significantes que o

programa néo possa calcular por causa do tamanho das sequéncia e de sua qualidade.
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8. Conclusao

Como em outros ruminantes 0s conjuntos de dados microbianos aqui
apresentados representam uma avaliagdo da diversidade da comunidade bacteriana do
ramen de caprinos brasileiros, quanto ao conteldo genético ecolégico. Como tal, eles
representam uma linha de base para futuros estudos e serd de grande utilidade para a
compreensdo da comunidade microbiana ampla, complexa e dindmica do radmen de
caprinos, cuja composi¢do, em ultima analise reflete a co-evolugdo/selecdo de
microrganismos com seu hospedeiro e dieta. Nas bibliotecas de ramen de caprinos, as
sequéncias de 16S rDNA mais comumente detectadas nos clones foram pertencentes ao

filo Firmicutes e Bacteroidetes na fracdo liquida e solido-aderida, respectivamente.

Jé& é conhecido que a composicéao e fungdo da microbiota podem ser afetadas por
diversos fatores, tais como ingredientes alimentares, niveis de nutrientes, meio
ambiente, probidtico e tratamentos com antibi6tico. As informacgdes das sequéncias
geradas por este estudo foram importantes para 0 conhecimento das espécies
encontradas no ramen, onde nos permitem vincular este resultado ao potencial
metabdlico para a identificacdo de microrganismos ruminais em seu habitat natural.
Além disso, nos proporcionou um maior conhecimento da comunidade bacteriana
fazendo com que o manejo dos animais possa ser melhorado atraves de diretrizes

especificas para a comunidade em questao.
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9. Perspectivas Futuras

Para concluir esse trabalho est& sendo redigido um artigo cientifico com previséo

para submissdo até Julho de 2010.

Caracterizacdo das Archaeas prensentes nas fracGes liquida e solido-aderida

nesta emsma amostra.

Sequenciamento das duas fracbes da biblioteca 16S rDNA utilizando

pirosequenciamento.

Comparacdo com a composicdo da comunidade bacteriana de espécies de
caprino da raca Moxotd que se alimentaram na estacdo seca no semi-arido

nordestino.

O estudo de diversidade de um habitat € importante para que possamos conhecer
0s tipos de organismos e metabolismos utilizados por estes. Podendo assim
servir de guia para uma melhor escolha do enfoque da bioprospeccao de enzimas

de interesse biotecnoldgico.
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CAPITULO II

CONSTRUCAO E VALIDACAO DE
UMA BIBLIOTECA
METAGENOMICA DE
EXPRESSAO DA MICROBIOTA
DE RUMEN DE CAPRINOS

Metodologia publicada em Comunicado Técnico na revista interna da EMBRAPA.
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RESUMO

Metagenoma refere-se a genoma coletivo de uma comunidade microbiana. Estudos
moleculares que sdo baseados em metagenOomica permitem o estudo da comunidade, sem a
necessidade de cultivo. A utilizacdo da abordagem metagenémica para estudar comunidades
microbianas revelou uma riqueza de espécies muito maior do que conhecido pelas técnicas
tradicionais de cultivo de microrganismos em meio in vitro. A amplificacdo do gene 16S
rDNA e sequenciamento do mesmo a partir de DNA metagendmico tem sido utilizada para
estudar a riqueza e composicdo da comunidade microbiana do rimen de diversas espécies
animais. Esta abordagem tem sido utilizada para estudar a riqueza e a composicdo da
comunidade microbiana do rimen de diversas espécies animais. Estes estudos revelaram uma
riqueza de espécies capazes de degradar o material vegetal ingerido, que inclui celulose e
amido. Portanto, existe um grande potencial metabdlico nestas comunidades microbianas que
pode ser usado em aplicacBes biotecnoldgicas. O objetivo deste trabalho foi a prospectar
enzimas produzidas por bactérias do rimen de caprinos da raca Moxoto brasileira tipica da
regido semi-arida. Para isso, foi construida uma biblioteca metagendmica de expressao de
pequenos insertos de DNA a partir de bactérias solido-aderida do ramen. Protocolos foram
adaptados para extracdo de DNA total dos microrganismos no rumen. O DNA extraido foi
obtido em qualidade e em quantidade suficientes para a manipulacéo por técnicas de biologia
molecular. Preparacdes de DNA foram parcialmente digeridas com a enzima de restrigdo Pst |
e resultando em fragmentos de 100 bp a 15 kb aproximadamente. Fragmentos de DNA entre 2
e 8 kb foram retirados do gel e ligados ao plasmideo pCF430 linearizado com Pst I. Para esta
biblioteca foi possivel obter cerca de 50.000 clones. Foram extraidos DNA plasmidial de
clones aleatorios e seus tamanhos e perfis de bandas, apos digestdo com enzimas de restri¢éo,
foram analisados em gel de agarose para validar a biblioteca. Para demonstrar a diversidade
da biblioteca metagenémica obtivemos uma biblioteca de 16S rDNA amplificada a partir do
conjunto de DNA de todos os clones metagendmicos. Este estudo da riqueza bacteriana
confirmou a presenca de filos que ja eram esperados para o ramen, com o predominio do filo
Firmicutes e Bacteroidetes, um resultado semelhante ao apresentado no Capitulo 1 desta
dissertacdo. Com 0 mesmo objetivo, varios clones metagendmicos aleatorios tiveram suas
extremidades sequenciadas. Com o objetivo de demonstrar o potencial biotecnolégico da
biblioteca metagendmica do ramen de caprinos foi realizada uma bioprospeccdo para a

atividade amilase. Foram encontrados 11 clones positivos com atividade amilolitica com
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diferentes padrdes de digestdo, de um total de 2.670 clones analisados, e um clone de cerca de
5 kb foi escolhido para o sequenciamento (Ra33). Para sequenciar o clone Ra33 foi realizada
uma subclonagem de fragmentos menores e sequenciamento por primer walking. Até agora,
74% do clone Ra33 foi sequenciado. Com os resultados obtidos da validacdo e do potencial
metabdlico pdde-se concluir que a biblioteca gerada possui a riqueza de filos esperada para
uma amostra ruminal demonstrando que a metodologia de extracdo de DNA utilizada foi
satisfatoria. A biblioteca metagendmica de pequenos insertos construida neste trabalho podera
ser utilizada para bioprospeccdo de genes com outras atividades de interesse biotecnologico,
incluindo genes codificadores de antimicrobianos e outras atividades hidrolicas como lipases,

proteases e celulases.

Palavras chaves: Metagenoma, Rumen, Amilase, Bioprospeccao.
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ABSTRACT

Metagenome refers to the collective genome of a microbial community. Molecular studies
based on metagenomics allow the study of the community without the need for cultivation.
The use of the metagenomic approach for studying microbial communities has revealed a
greater species richness than that previously known by the traditional techniques of
cultivation of microorganisms in the laboratory. 16S rDNA gene amplification and
sequencing using metagenomic DNA as a template has been used to study the richness and
composition of the rumen microbial community in several animal species. This approach has
been used to study the richness and composition of the microbial community of the rumen in
several animal species. These studies revealed a number of species capable of degrading plant
material, which includes cellulose and starch. Therefore, there is great metabolic potential in
these microbial communities that can be explored for biotechnological applications. The aim
of this work was to prospect enzymes produced by bacteria in the rumen of goats of the
Brazilian race Moxoto commonly found in the semi-arid region. For this a small insert
metagenomic expression library was constructed from bacteria adhered to the solid content of
the rumen. Protocols were adapted to extract total DNA from rumen microorganisms. The
extracted DNA was obtained in quality and quantity sufficient for manipulation by molecular
biology techniques. Preparations of DNA were partially digested with the restriction enzyme
Pst | and yielded fragments between 100 bp and 15 kb approximately. DNA fragments
between 2 and 8 kb were excised from gels and ligated into the plasmid pCF430 linearized
with Pst I. For this library we were able to obtain approximately 50,000 clones. To validate
this library, plasmid DNA from a random sample of clones was obtained and their size and
profile of bands after digestion with restriction enzymes was analyzed on agarose gel. To
demonstrate the diversity of the metagenomic library, a 16S rDNA library was constructed
using the pool of all metagenomic clones as a template. This study of bacterial richness
confirmed the presence of phyla already expected for the rumen, with the predominance of
Firmicutes and Bacteroidetes phyla, a result similar to that presented in Chapter 1 of this
dissertation. To the same end, several random metagenomic clones were end sequenced. To
demonstrate the biotechnological potential of the goat rumen metagenomic library, screening
for amylase activity was performed. This screening for amylase activity identified 11 positive

clones analyzed, from a total 2,670 clones, with amylolytic activity with different restriction
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patterns. One of these clones with an insert of about 5 kb was chosen for complete sequencing
(Ra33). To sequence this clone a strategy of subcloning smaller fragments and sequencing
them by primer walking was chosen. To date, 74% of the Ra33 clone has been sequenced.
The results of validation and metabolic potential experiments allow us to conclude that the
library generated has the expected phylum composition for a rumen sample showing that the
DNA extraction methodology used was satisfactory. The small insert metagenomic library
constructed can be further used for bioprospecting other activities of biotechnological interest,
including genes encoding antimicrobial activities and other hydrolytic activities such as

lipases, proteases and cellulases.

Keyword: Metagenome, Rumen, Amylase, Bioprospection.
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1. Introducéo

O rumen € um potente sistema de fermentacdo de fibras devido a presenca de
microrganismos anaerdébios obrigatdrios (fungos, protozoarios, bactérias e arqueias).
Este orgdo foi identificado como fonte valiosa de enzimas fibroliticas que podem ser
exploradas na inddstria de alimentos, na industria téxtil, no processamento de papel e

celulose e atualmente na industria de bioenergia.

O conteudo da digesta presente no rumen é uma mistura heterogénea de material
vegetal parcialmente digerido suspenso em uma fase liquida, sendo que, muitos
microrganismos ruminais estdo associados estreitamente com as particulas vegetais
(Cheng et al., 1997). A populacdo microbiana no rumen representa uma subutilizada
fonte de enzimas com grande potencial para aplicacdo industrial. As atividades
enzimaticas presentes no rdmen sdo diversas e incluem enzimas que degradam
polimeros de parede celular de plantas (por exemplo, celulase, xilanase e pectinase),
amilase, protease, fitase e enzimas especificas de degradacdo de toxinas de plantas
(Daims et al., 2001).

No que diz respeito ao ecossistema ruminal, técnicas independentes de cultivo
para o estudo de microrganismos tém levado a grandes avangos na sua compreensao
(Singh et al., 2008). Um das aplicacdes mais importantes dessas técnicas para o rimen
deve ser direcionada para identificar os microrganismos e mecanismos microbianos de
digestdo de fibras para aprimorar a absor¢do de nutrientes de forragem com baixa
qualidade e estudar as interagfes dos nutrientes com os tecidos do hospedeiro (Singh,
2008).

Atualmente, mesmo havendo dificuldade de cultivo de determinados
microrganismos, 0 seu genoma e riqueza metabdlica podem ser acessados atraves da
construcdo de biblioteca metagenémica. Do ponto de vista metodol6gico, neste trabalho
utilizaremos o metagenoma, 0 genoma de todos 0s microrganismos em um determinado
meio ambiente em oposicdo ao genoma de um organismo isolado do ambiente e
cultivadas in vitro (Handelsman et al., 1998). A diversidade microbiana constitui uma

riqueza de novas enzimas que podem ser aproveitadas nos processos biocataliticos.
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2. Revisao Bibliogréfica

2.1 Riitmen como sistema

O papel essencial dos microrganismos no trato digestivo de mamiferos tem sido
estudado desde Sprengel (1832) que mostrou a producdo de acido acético e butirico
durante a quebra do material vegetal no rimen. Dentre 0os grupos de microrganismos
encontrados no ramen, as bactérias possuem a populacdo mais diversa, 0 que pode ser
explicado por sua elevada atividade metabolica, diversidade da dieta ingerida pelo
hospedeiro e facilidade na adaptacdo ao ambiente ruminal (fator essencial as espécies
predominantes) (Arcuri et al., 2006). Como visto no Capitulo 1, as sequéncias de DNA
mais comumente detectadas na biblioteca do gene ribossomal 16S séo pertencentes aos
filos Firmicutes e Bacteroidetes na fracdo liquida e na fracdo solido-aderida,
respectivamente. Uma diferenca entre as duas bibliotecas quando comparadas por meio
de uma arvore filogenética sdo as sequéncias de bactérias ndo classificadas presentes
unicamente na fracdo solido-aderida. Porém, a diferenca mais visivel foi encontrada em
nivel de género, onde foram observadas particularidades em cada fracao.

Esses diferentes microrganismos formam uma complexa comunidade, onde
ocorre forte interacdo. Esta comunidade desempenha um papel importante na digestdo
dos alimentos e no fornecimento de energia para o hospedeiro (Wright, 2004). A
fermentacdo ruminal é um processo resultante de atividades fisicas e microbioldgicas,
que transformam os substratos da dieta em produtos Uteis ao hospedeiro (&cidos graxos
de cadeia curta, proteinas microbianas, vitaminas do complexo B); produtos ndo
utilizados pelo hospedeiro (metano e gas carbdnico); e também nocivos (aménia),
quando em excesso (Otero, 2008). A populacdo microbiana é mantida no rimen atraves
da ingestdo continua de alimentos, da adicdo de tampdes produzidos pelo animal, da
eliminacdo dos acidos produzidos e dos residuos alimenticios ndo digerivéis, bem como
da manutencdo das condi¢fes ambientais deste 6rgao (pH, temperatura e umidade)
apropriadas para o crescimento da comunidade microbiana especifica (Owens et al.,
1998).]

O ambiente do ramen é singular, com alta capacidade de alguns microrganismos
produzirem fatores antimicrobianos, que séo fatores limitantes ao desenvolvimento de
outros microrganismos oportunistas. As condi¢Ges anaerobicas séo mantidas no rumen

pelos gases gerados nos processos fermentativos, como o didxido de carbono, metano e
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hidrogénio. O oxigénio aprisionado na dieta consumida é utilizado por algumas
bactérias anaerdbicas facultativas, mantendo assim o ambiente anaerébio (Kamra,
2005).

A fermentacdo ruminal € resultado do equilibrio de interagdes entre as diferentes
especies de microrganismos existentes no rdmen (Yokoyama et al., 1993). A
composi¢do da microbiota no ramen pode variar por inimeros fatores, como por
exemplo, o tempo entre a ingestdo de alimentos e o tipo de dieta. Existem muitas
interacdes entre diferentes espécies de bactérias, onde uma espécie pode utilizar o
produto final da outra para seu metabolismo. Além disso, também ocorre interacdo entre
diferentes espécies dentro desse ecossistema, como é 0 caso dos protozoarios que
digerem bactérias e as bactérias parasitam 0s protozoérios, controlando assim, a taxa de

colonizacdo nas particulas de alimento (Londofio et al., 1997)

Quando o ambiente ruminal apresenta condicfes Otimas para a populacdo
microbiana nela inserida, o alimento sofrerd alteracdes fisicas e metabolicas até ser
finalmente absorvido pelo hospedeiro. Ou seja, através de uma dindmica interativa com
o alimento e as condi¢Bes organicas mantidas pelo hospedeiro os microrganismos
ruminais mantém seu crescimento e permitem o aporte dos nutrientes necessarios para

suprir as exigéncias do ruminante (Coelho, 2002).

2.2 Enzimas Bacterianas no Riimen

O rumen contém uma associa¢do de microrganismos que abriga o complexo de
degradacdo lignocelulésico para que ocorra a digestdo da biomassa ingerida. No
entanto, o complexo processo quimico necessario para degradar a parede celular vegetal
raramente € realizado por uma Unica espécie. As evidéncias também sugerem que 0s
organismos e conjuntos de genes mais envolvidos na hidrolise da parede vegetal estdo

associados com a porcao solido-aderida do ramen (Brulc, 2009).

As bactérias ruminais geralmente sdo classificadas em grupos nutricionais de
acordo com o substrato principal sobre o qual atuam, mesmo que existem bactérias que
estdo adaptadas para sobreviver em uma grande variedade de substratos (Orskov, 1988).
A classificacdo destas bactérias é feita levando em conta o tipo de substrato utilizado e

0s produtos oriundos de sua fermentacdo, sendo classificadas em bactérias
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fermentadoras de carboidratos estruturais (celulose e hemicelulose), fermentadoras de
carboidratos ndo estruturais, amiloliticas, pectinoliticas, lipoliticas, proteoliticas,
metanogénicas e as laticas (Beloqui et al., 2006).

As bactérias degradadoras de carboidratos estruturais (Tabela 2) degradam a
celulose e hemicelulose da parede celular dos vegetais, apresentam uma taxa de
crescimento relativamente mais lenta e depende de amonia e de &cidos graxos de cadeia

ramificada para sintese de proteinas (Arcuri et al., 2006).

Tabela 2- Bactérias do rimen fermentadoras de carboidratos estruturais.

Fermentadores de carboidratos estruturais

CELULOSE HEMICELULOSE
Fibrobacter succinogenes Butyrivibrio fibrisolvens
Bacteroides succinogenes Prevotella ruminicola

Ruminococcus flavefaciens Bacteroides ruminicola
Ruminococcus albus Eubacterium xylanophilum
Clostridium cellobioparum E. uniformis
Clostridium longisporum Butyrivibrio fibrisolvens
Clostridium lochheadii Prevotella ruminicola
Eubacterium cellulosolvens Bacteroides ruminicola

Cillobacterium cellulosolvens

Adaptado de Kamra,2005

As bactérias fermentadoras de carboidratos ndo-estruturais (Tabela 3)
degradam os carboidratos como amido, dextrinas, frutosanas e glicoses. Estas bactérias
apresentam uma taxa de crescimento alta e podem utilizar aménia, aminoéacidos e

peptideos para a sintese de suas proteinas (Arcuri et al., 2006).
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Tabela 3- Bactérias do rimen fermentadoras de carboidratos nédo estruturais.

Fermentadores de carboidratos ndo-estruturais

AMIDO
Streptococcus bovis
Ruminobacte ramylophilus
Bacteroides amylophilu
Prevotella ruminicola
ACUCAR/DEXTRINA
Bacteroides ruminicola
Succinivibrio dextrinosolvens
Succinivibrio amylolytica
Selenomonas ruminantium
Lactobacillus acidophilus
L. fermentum
L. plantarum
L. helveticus
Bifidobacterium globosum
B. thermophilum
B. ruminale
B. ruminantium

PROTEOLITICA

LIPOLITICAS
Anaerovibrio lipolytica
UREOLITICAS
Megasphaera elsdenii
UTILIZADORAS DE ACIDO
Megasphaera elsdenii
Peptostreptococcus elsdenii
Wollinella succinogenes
Vibrio succinogenes
Veillonella gazogenes
Veillonella alcalescens
Micrococcus lactolytica
Oxalobacter formigenes
Succiniclasticum ruminis
ACETOGENICAS
Eubacterium limosum
Acetitomaculum ruminis
DEGRADADORAS DE TANINO

Streptococcus caprinus
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Prevotella ruminicola Eubacterium oxidoreducens

Ruminobacter amylophilus DEGRADADORAS DE MIMOSINA
Clostridium bifermentans Synergistes jonesii
METANOGENICA EUBACTERIUM
Methanobrevibacter ruminantium E. uinforms
Methanobacterium formicicum E. xylanophilum
Methanosarcina barkeri BIFIDOBACTERIUM
Methanomicrobium mobile B. globosum
PECTINOLITICA B. longum
Treponema saccharophilum B. adolescentis

Lachnospira multiparus

Adaptado de Kamra, 2005

Diante do exposto, a enorme diversidade de microrganismos encontrados em
variados habitats, como no ramen, propicia uma grande riqueza de enzimas microbianas
que podem ser utilizadas em industrias. A grande maioria das enzimas aplicadas
industrialmente, cerca de 75%, sao hidroliticas, capazes de atuar em polimeros naturais.
Microrganismos que vivem em condicBes extremas, por exemplo, de pH ou
temperatura, sintetizam enzimas que possibilitam sua sobrevivéncia nestas condi¢des.
No entanto, varios fatores interferem na aplicacdo de uma enzima em um processo
industrial. A escolha é dependente de estudos de especificidade, temperatura, pH,

inibidores, ativadores, métodos de analise e custos (Said et al., 2004).

2.3Metagenoma

Métodos baseados na caracterizacdo fenotipica de espécies encontradas no
rimen comprovam que técnicas de cultura tradicional tém subestimado a diversidade de

bactérias no rimen. Isso se deve a dificuldade em cultivar bactérias facultativas e
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obrigatoriamente anaerdbios (Nelson et al., 2003). A técnica de hibridagdo DNA-DNA
tem sido utilizada como protocolo padréo para a identificacdo bacteriana, empregando
métodos baseados em PCR para sequéncias de genes 16S rDNA. Todavia, 0s avangos
tecnoldgicos permitiram, nos ultimos anos, estudos mais aplicados aos ecossistemas
microbianos, utilizando a bioinformatica na identificacdo de novos genes com potencial

farmacéutico, além de outras aplicagdes biotecnoldgicas (Singh et al., 2008).

Nesse sentido, o cultivo direto pode ser usado para explorar a diversidade
microbiana. No entanto, as técnicas tradicionais de cultivo e isolamento de
microrganismos, e os estudos da diversidade da microbiota ficam prejudicados, pois
somente entre 0.1% a 1% das bactérias podem ser cultivaveis em laboratorio. Desta
forma a diversidade das comunidades microbianas ndo séo eficientemente exploradas.
Em contrapartida, técnicas utilizando métodos moleculares baseadas no isolamento e
analise de acidos nucléicos (principalmente DNA) de amostras ambientais tém sido
desenvolvidas. Através destas técnicas é possivel descobrir novos microrganismos, até
entdo desconhecidos, alcangando os 99% da diversidade que ndo é conseguida atraves
de técnicas tradicionais de cultivo. (O’donnell et al., 1994; Torsvik et al., 1998; Rolf,
2005).

O termo “metagenoma” foi cunhado por Handelsman et al. (1998), no contexto
de um estudo do genoma de todos os microrganismos em um ambiente particular,
contarpondo estudos de um unico genoma de organismos cultivaveis. Considerando
assim, trata-se de uma abordagem que permite a investigacdo da grande diversidade de
genes e dos seus produtos, bem como analise de todos os operons que codificam vias
biosintéticas ou degradativas. Nesta perspectiva, muitos trabalhos tém demonstrado a
eficiéncia e as vantagens em construir bibliotecas metagendmicas para a descoberta de

novos compostos bioativos (Daniel, 2004).

Com efeito, a criacdo de bibliotecas metagendémicas oferece oportunidade para a
bioprospeccdo de genes de interesse biotecnoldgico, sem a necessidade de cultivar
organismos in vitro. Sua construcdo envolve métodos idénticos aos de clonagem do
DNA gendmico de microrganismos individuais. Em outras palavras, ocorre a
fragmentacdo do DNA do ambiente por digestdo utilizando enzimas de restricdo ou
fragmentacdo mecénica, seguidas da insercdo dos fragmentos de DNA em um vetor

apropriado, por exemplo, plasmideos para fragmentos menores que 10 kb, cosmideos ou
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fosmideos para fragmentos de até 40 kb ou BAC (Bacterial Artificial Chromosome),
para fragmentos acima de 100 kb (Wild et al., 2002).

Estudos metagendmicos se encaixam em trés categorias principais em termo de
selecdo de ambientes. O primeiro grupo seleciona ambientes naturalmente enriquecidos
para enzimas alvo, tais como a busca de xilanases no intestino do inseto (Brennan et al.,
2004). O segundo grupo seleciona ambientes com alta diversidade gendmica. Deste
ambiente faz-se a extracdo direta de DNA e clonagem ou a amostra é sujeita primeiro a
um enriguecimento da comunidade e s6 assim o0s procedimentos de extracdo e clonagem
sdo realizados. O terceiro grupo alvo foca em ambientes extremos e busca
biocatalisadores que sdo estaveis nas condi¢des vivenciadas pelos microrganismos neste
ambiente (Ferre et al., 2005).

Sendo assim, o campo da metagendmica é desenvolvido a partir de avancos
realizados na extracdo de DNA e clonagem a partir de amostras ambientais (Tsai et al.,
1992). As aplicacBes de técnicas moleculares revelam que a diversidade procariotica
tem sido grandemente subestimada e torna-se evidente a presenca de um grande
potencial biocatalitico na maioria dos procariotos ndo cultivaveis (Amann et al., 1995;
Handelsman et al., 1998; Streit et al., 2004).

2.4Exploragado Biotecnoldgica

As condicbes particulares nos herbivoros, usando microrganismos para
fermentar fibras de plantas, variam de animal para animal (Moir, 1968), principalmente
ao que se refere a selecdo da populagdo microbiana, que pode ser Unica para cada
animal (Hungate, 1985). Os procariotos sdo capazes de crescer em uma vasta gama de
ambientes, de lagos alcalinos a fontes hidrotermais, indicando que eles carregam
enzimas que sdo estaveis e ativas sob estas condi¢BGes extremas (Purcarea et al., 2001;
Rothschild et al., 2001; Grant et al., 2004). Estas enzimas sdo de interesse porque tém
potenciais aplicacdes em processos industriais, mas a maioria dos microrganismos de
tais ambientes, apesar de ativos, geralmente sdo recalcitrantes a cultura (Amann et al.,
1995; Ouverney, 2000). O fato de que tradicionalmente biocatalisadores s6 poderiam
ser obtidos de bactérias isoladas foi uma das principais limitagdes para a aplicagdo

generalizada de biocatalisadores na industria (Leresche et al., 2006).
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Sobre este ponto de vista, 0 rimen € um potente sistema de fermentacdo de
fibras, devido a presenca de anaerobios obrigatorios (fungos, protozoarios, bactérias e
archaea) e estes microrganismos foram identificados como fonte valiosa de enzimas
fibroliticas que poderiam ser explorados pela industria de alimentacdo (sacarificacdo de
biomassa vegetal, fornecendo nutrientes essenciais para os animais de forragem de
baixa qualidade na racédo), téxtil, processamento de polpa e papel e etanol de segunda
geracdo (Selinger et al., 1996; Palackal et al., 2007; Singh et al., 2007). O progresso da
exploracdo do ecossistema do rimen € lento, principalmente devido as peculiaridades
deste ambiente, que dificultam os estudos que usam a cultura tradicional dependente de
técnicas microbioldgicas (Singh et al.,, 2008). O uso do metagenoma ja vem
revolucionando a ecologia microbiana do rimen e pode nos fornecer, ndo simplesmente
uma maior compreensdo, mas uma descricdo completa do sistema ainda ndo

aprofundado.

Em tal perspectiva, bibliotecas metagendmicas podem ser triadadas para
diferentes tipos de biocatalisadores (Streit et al., 2004). Seu nivel de caracterizacao
depende fortemente da aplicacéo final do biocatalisador. Por exemplo, ao analisar genes
metagenémicos envolvidos na sintese de biotina, o nivel de atividade da enzima é
importante, e quando se analisa esterases metagendmicas ou celulases, a sua
estabilidade em uma ampla gama de condicfes é tdo importante como o seu nivel de
atividade e faixa de substrato (Steele et al., 2009).

Tais abordagens tém sido particularmente bem sucedidas em ambientes
terrestres, onde genes envolvidos na producdo de antibidticos, de resisténcia a
antibioticos e enzimas de degradacdo foram identificados (Handelsman, 2004; Lammle
et al., 2007; Suenaga et al., 2007). Estudos que utilizam as bibliotecas metagenémicas
para triagem e outras abordagens inovadoras, tem facilitado a descoberta de operons
catabdlicos potencialmente envolvidas na degradacdo de benzoato, catecol, entre outros
(Uchiyama et al., 2005). As técnicas baseadas em analise funcional tiveram acréscimo
de informacdo através do uso de sequenciadores, pois, estes visam novos genes com
sequéncias similares aos genes conhecidos. A juncdo da triagem de bibliotecas
metagenémicas e o sequenciamento de clones resultou na descoberta de genes, como

sintases de poliquetideos ou ‘polyketide synthases’ (Seow et al., 1997), alcano
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hidroxilases (Xu et al., 2008), ciclomaltodextrinases (Tang et al., 2006), xilanases
(Hayashi et al., 2005) e beta-xilanases (Sunna et al., 2003).

Pelos resultados obtidos até agora, o rimen de caprino da raga moxotd revelou
ter uma comunidade bacteriana diversa e pode ser um ambiente adequado para
exploracdo biotecnoldgica de enzimas hidroliticas importantes para industria. Por isso,
neste trabalho, além de caracterizar a diversidade da microbiota, uma biblioteca
metagendmica de expressdo de pequenos insertos foi construida. Além disso, uma
triagem inicial para amilases foi realizada para demonstrar o potencial biotecnoldgico

da biblioteca.

93



3. Justificativa

O rumen apresenta um ecossistema microbiano equilibrado e ao mesmo tempo
dindmico. O ecossistema € estdvel porque o ruminante saudavel nao sofre a
contaminacdo do ecossistema, apesar de entrada de milhdes de microrganismos no
rdmen diariamente, através dos alimentos, agua e ar. E dinamico por que a populagio
muda consideravelmente por mudancas na dieta do animal. Estas caracteristicas
ocorrem devido a adaptacdo de certos microrganismos ao ambiente ruminal, enquanto

0S microrganismos contaminantes ndo sobrevivem a este ambiente.

Os ruminantes diferem de outros mamiferos por sua maneira de degradar os
alimentos, que sdo submetidos a fermentacdo microbiana no rimen, antes de passar para
0 estdmago verdadeiro e trato intestinal. Processos que ocorrem no ramen, devido a
atividade microbiana, incluem a degradacdo de carboidratos como a celulose, que néo
pode ser utilizada a ndo ser que seja digerida por microrganismos. O rimen é um
potente sistema de fermentacdo de fibras, devido a presenca de exclusivo anaerdbios
obrigatdrios. A microbiota do rumen foi identificada como fonte valiosa de enzimas

fibroliticas como as hemicelulases, xilanases, celulases e endoglucanases, entre outras.

Diante do exposto, a importancia desse estudo deve-se a necessidade de se
explorar os potenciais da diversidade bacteriana existente nessa amostra, por meio da

bioprospec¢do de enzimas com interesse biotecnolégico.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Esse trabalho tem como objetivo a identificacdo de genes que codifiquem para
atividades hidroliticas com um potencial uso na industria como a amilolitica, por
meio da construcdo e triagem de bibliotecas metagendmicas de expressdo de

pequenos insertos de rimen de caprinos.

4.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver protocolo para extracdo de DNA de bactérias solido-aderidas de

uma amostra de rimen de caprinos.

e Criar bibliotecas metagendmicas: clonagem de fragmentos de DNA
metagendmicos em vetor de expressdo pCF430 por estratégias ja estabelecidas

na literatura.

e Validacdo da biblioteca por meio da construcdo de uma biblioteca 16S rDNA a

partir da biblioteca de pequenos insertos.

e Biopropeccdo de genes com atividade amilolitica para interesse biotecnoldgico

utilizando a biblioteca de pequenos insertos.

e Sequenciar um clone com atividade amilolitica positiva e compara-lo com as

sequéncias disponiveis em bancos de dados
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5. Material e Métodos®

5.1 Animais e Dieta

Foram escolhidas aleatoriamente para esse estudo, trés fémeas da raca Moxoto
(Figura 19) pertencentes ao Projeto de Conservagdo das ragas de caprinos nativas do
Nordeste do Brasil, localizado na EMBRAPA - Caprinos (Sobral, CE). A coleta foi
realizada durante a estacdo chuvosa no més de Marco de 2008. Durante a estacdo
chuvosa hd uma grande quantidade de material vegetal disponivel, sendo assim, os
animais ndo necessitam de suplementacdo alimentar, bastando a pastagem na &rea de

caatinga.

Apbs escolha dos animais, o sacrificio foi realizado com anestesia pelos
veterinarios e técnicos da EMBRAPA - Caprinos, no periodo vespertino pos-prandial. A
porcdo solida do ramen foi coletada manualmente. Foi considerado material sélido-
aderido aquele resultante da filtracdo do esmagamento o material vegetal com gaze.
Esta amostra foi congelada em nitrogénio liquido e posteriormente armazenada em

freezer -80°C até a sua utilizacéo.

Wfﬁ

aw

Figura 19 - Fémea da raca Moxotd pertencente ao projeto de conservagdo das ragas de caprinos
nativas do Nordeste do Brasil. EMBRAPA - Caprinos.

¥ Metodologia publicada em Comunicado Técnico na revista interna da EMBRAPA.
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5.2 Extracéo das bactérias solido-aderidas e Extracdo de DNA

A extracdo do DNA da microbiota sélido-aderida foi feita por modificacdes dos
protocolos descritos por Martin (Martin et al., 1994) e Handelsman et al. (Handelsman
et al., 1998). A amostra contendo a parte sélido aderida do rimen de caprino (50 mL)
foi inicialmente diluida com igual volume de solucdo de NaCl 0,9% (p/v), pré-aquecida
a 39°C e centrifugadas a 1.000 x g, por 10 minutos & 4°C. Apos a centrifugagdo, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e reservado no gelo. O pellet resultante
foi ressuspendido em 50 mL de solucdo de NaCl 0,9% gelada, e colocado no
liquidificador em velocidade maxima por 1 minuto e centrifugadas a 1.000 x g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e reservado no gelo. O
pellet foi ressuspendido, liquidificado e centrifugado conforme descrito anteriormente
por mais duas vezes. O conteudo dos 8 tubos reservados no gel foram centrifugados a
27.000 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi
adicionado 75 mL de Tampdo Z autoclavado (100 mM Tris-HCl,pH 8,0; 100mM
Solugdo de Fosfato de Sédio; 100mM EDTA, pH 8,0; 1,5M NaCl; 1% (v/v) CTAB,
hexadeciltrimetil brometo de am6nia). Os tubos foram colocados em um banho de gelo
seco com isopropanol, por 1 hora e logo ap0s transferidos para banho a 65°C por mais 1

hora.

Este processo foi repetido por mais uma vez. Em seguida, a cada tubo foram
adicionados 9 mL de SDS 20% (p/v) e 4,5 mL de GITC 5M. Os tubos foram, em
seguida, incubados a 65°C por 2 horas, sendo gentilmente agitados periodicamente. Os
tubos foram entdo centrifugados por 20 minutos a 15.000 x g a 10°C. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo (foi utilizado gaze para filtragem), e foram
adicionados 25 mL de solucdo cloroférmio : alcool isoamilico (24:1) homogeneizando
gentilmente por 1 minuto. Os tubos foram entdo centrifugados a 15.000 x g por 2
minutos a 10°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo. Foi adicionado 70% do
volume da amostra de isopropanol e novamente foi feita homogeneizagédo por 5 minuto.
Ap06s uma precipitacdo inicial do DNA por 20 minutos a temperatura ambiente, os tubos

foram colocados overnight a 4°C.

ApoOs o periodo de incubagdo a 4°C, os tubos foram centrifugados por 40
minutos a 15.000 x g a 10°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA foi seco
a temperatura ambiente. Em seguida foi realizada uma lavagem do DNA com etanol

97



70% e foi feita uma nova centrifugacdo por 40 minutos a 15.000 x g a 10°C. O pellet de
cada tubo foi ressuspendido em 5 mL de T;E;o (10mM EDTA e 100mM Tris-HCI) pH
8,0. Os carboidratos foram precipitados adicionando acetato de potdssio em
concentracdo final 0,5 M, incubando-se por 5 minutos no gelo e centrifugando-se por 20

minutos a 13.400 x g em microcentrifuga de bancada a 20°C.

Os sobrenadantes foram transferidos para tubos falcons de 15 mL (no maximo
6émL para cada tubo) e o DNA foi extraido com um volume de fenol : cloroférmio :
alcool isoamilico (25:24:1), para misturar o tubo foi invertido algumas vezes e
centrifugado por 5 minutos a 600 x g a temperatura ambiente (20°C), por duas vezes.
Apos centrifugacdo foi removida a camada aquosa de DNA e extraido uma vez com um
volume de cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1), invertendo algumas vezes para
misturar e centrifugar por 5 minutos a 600 x g a temperatura ambiente (20°C). O
sobrenadante de DNA foi transferido para um novo tubo onde ocorreu acréscimo de um
volume de isopropanol (misturado gentilmente), e incubado por 1 hora a temperatura
ambiente (20°C) e centrifugado por 20 minutos a 15.000x g a 20°C.

O sobrenadante foi retirado e deixado secar na bancada, o pellet foi lavado com
etanol 70% e centrifugado por 5 minutos a 13.400 x g. O pellet foi ressuspendido com
T1E10 (10mM EDTA e 100mM Tris-Cl) em 750 ul lavando bem as paredes (volume
final para os dois tubos). Logo ap6s da extracdo foi feito gel preparativo TAE 1x
(agarose low melting 1%), sem brometo para limpar o DNA, colocando o0 maximo de
material possivel nos pogos (material + tampdo de carregamento 10x) e posteriormente
elui-lo, por meio do protocolo ULTRA CLEAN DNA purification Kit (MoBio, EUA). O
gel foi corrido na camara fria, por 20 horas a 65 volts.

5.3 Construcao da Biblioteca Metagendmica de Pequenos Insertos

O DNA metagendmico total foi digerido utilizando a enzima de restricdo Pst |
(Promega, EUA) que é caracterizada por deixar as extremidades coesivas. Para essa
enzima foi utilizado o tampédo H 1x para melhor sua eficiéncia. A digestao foi realizada

a 37°C overnight e verificada em gel agarose 0,8% com brometo de etidio (2pg/ml).

Para clonagem, o DNA digerido foi submetido a uma selecdo de tamanho de

fragmento por corrida em gel de agarose low melting 1% (TAE 1x), por 4 horas a 45
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volts em temperatura ambiente (20°C) seguida de excisdo e purificacdo dos fragmentos
com tamanho entre 2 e 8 kb por meio do protocolo ULTRA CLEAN DNA purification
Kit (MoBio, EUA). O DNA metagendmico purificado foi ligado ao plasmideo
linearizado pCF430 (Newman, 1999) usando a enzima T4 Ligase (Promega, EUA)
seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. O vetor de expressao pCF430 (Figura
20) é caracterizado por possuir baixo nimero de copias na célula hospedeira, apresenta
no mapa o gene de inducgéo araC (inducdo por arabinose) (Figura 21 e 22), permitindo
maior controle sobre o promotor do plasmideo, seu tamanho é de 12 kb e possui

tetraciclina como marca de selecao.

A transformacdo dos plasmideos com inserto ocorreu por eletroporacdo
utilizando células E. coli EPI 300 (Epicentre, EUA) segundo instrucGes do fabricante
(Biorad). A selecdo dos clones transformados foi feita por meio do plagueamento em
meio LB contendo tetraciclina (20 pg/mL), por um periodo de incubagdo de 16 horas a
37°C. A biblioteca metagendmica foi conservada pela adicéo de glicerol 50%, para uma
concentragéo final 20% e armazenada as placas em freezer -80°C (Figura 20).

S
Extragao
DNA total
£ b
‘)
L » » s Ty »
(& o
e .
Digestao Size Salaction Clonagam @ Transformagao Plaquaamento Estocagem -80°C

{Skb 3 Bkb)

Figura 20 - Esquema da metodologia para a construcdo da biblioteca de pequenos insertos do DNA

total do rdmen caprino.
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Figura 21 - Mapa do vetor de clonagem pCF430. Utilizado para clonagem dos fragmentos

resultante da digestdo do DNA metagendmico total com Pst I.

pCF430 (IncP)

BAD

tetA Jacl® mob oriV

Nhel Nrul Sphl Sall BamHI Kpnl EcoRl
GGGCTAGCGAATTGATCTGAGCTCGCGAAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTC
Sacl™ Hindlll Pstl Xbal Smal Sacl™

Figura 22 - Mapa do vetor pCF430 mostrando o promotor P gap.
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5.4 Validagdo da riqueza da Biblioteca Metagendmica: gene ribossomal 16S
rDNA.

Para validagéo da riqueza da biblioteca metagendmica de pequenos insertos foi
feita uma caracterizacdo das bactérias nela representadas através da amplificacdo e
sequenciamento do gene ribossomal 16S rDNA a partir de DNA metagendmico da
biblioteca. Primeiramente foi feito ino6culo de clones aleatérios da biblioteca
metagendmica (diretamente do estoque), em LB com tetraciclina (20 pg/mL), por um
periodo de incubacdo de 16 horas a 37°C. Para extracdo de DNA plasmidial foi
utilizado o kit QIAprep® (Qiagen, EUA). Para construir uma “Biblioteca” 16S rDNA a
partir da Biblioteca metagendmica o DNA cromossomal da célula hospedeira foi
eliminado com a enzima Plasmid-Safe™ ATP-Dependent DNase (Epicentre) conforme
as instrucdes do fabricante. O sistema de restricdo foi incubado durante 3 horas a 37°C e
em seguida a enzima foi inativada por 30 minutos a 70°C.

A amplificacdo do gene 16S rDNA bacteriano foi realizada através de PCR,
utilizando os primers universais 1492R 5° GGY* TAC CTT GTT ACG ACT T 3’ ¢ o
primer 27F 5° AGA GTT TGA TCM* TGG CTC AG 3’, especificos para o dominio
Bacteria (Reysenbach et al., 1992). A reacdo foi montada com 1x do tampédo de Taq
10x, 0,25umol L™ de cada primer, 250 pmol L™ de dNTP, 2U de enzima Taqg DNA
polimerase (Phoneutria, Brasil) e aproximadamente 10 ng de DNA plasmidial, em uma
reacdo com 20ul de volume final. Os pardmetros para execugdo dos ciclos de
amplificacdo foram: 95°C por 3 minutos, seguidos de 25 ciclos de 94°C por 30
segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e 40 segundos e apds terminar 0s
25 ciclos 72°C por 7 minutos. Para purificar os fragmentos amplificados, foi utilizado o
protocolo ULTRA CLEAN DNA purification Kit (MoBio, EUA).

Os fragmentos especificos amplificados foram clonados no vetor pGEM-T easy
(Promega, EUA), conforme as instrugdes do fabricante. Essa ligagdo foi dialisada em
membrana de nitrocelulose 0,025 um (MiLipore) por 20 minutos. A transformacéo foi
realizada por eletroporacdo. A sele¢do dos clones transformados foi feita através do
plagueamento em meio LB Agar, IPTG e Sgal™ (SIGMA) contendo ampicilina (100

pug/mL), por um periodo de incubacdo de 16 horas a 37°C e da observacdo de col6nias

*Y e M sio nucleotideos degenerados onde pode se adicionado, C ou T e A ou C respectivamente.
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brancas e pretas. As 96 col6nias brancas foram incubadas em placas de Elisa (fundo U),
com 130pL de LB com ampicilina (100pg/ml) e incubadas a 37°C por 17 horas. Clones
individuais foram guardados em glicerol em freezer -80°C. Cada clone foi crescido em
placa contendo LB e ampicilina (100ug/ml), overnight e foi realizada miniprep para
extracao plasmidial por lise alcalina (Sambrook et al., 1989)

O sequenciamento de 96 clones foi realizado em sequenciador automatico ABI
PRISM 377 (Applied Biosytems). As reacdes para sequenciamento utilizaram o primer
27F, 100 ng de DNA plasmidial e 2 pl de Sequencing reagent premix (GE Healthcare,
EUA) em 10 pl de volume final da reagdo. Os parametros para execucao dos ciclos
foram: 95°C por 3 minutos, seguidos de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por
30 segundos, 72°C por 1 minuto e 40 segundos e um ciclo final a 72°C por 7 minutos.
As sequéncias obtidas foram analisadas para a determinacdo de qualidade de
eletroferograma utilizando um programa desenvolvido pelo Departamento de
Bioinformatica da Universidade Catdlica de Brasilia, disponivel no site http://

www.bioinformatica.ucb.br/eletro.html. Através da ferramenta “Trimmed sequence” as

sequéncias que ndo alcancaram qualidade baseado no programa Lucy (Chou et al.,
2001) foram descartas e as sequéncias escolhidas foram comparadas por meio do
programa CLASSIFIER do banco de dados publico Ribossomal Database Project (Cole
et al., 2008) disponivel no site: http://rdp.cme.msu.edu/, por meio do classifier, o qual

atribui sequéncias de rDNA 16S a sua hierarquia taxonémica. O limite de confianca
utilizado foi de 80%.

5.5 Triagem da biblioteca metagendmica de expressao de rumen de caprinos para
atividade amilolitica.

A estratégia de selecdo de clones utilizada para deteccdo da atividade enzimatica
de amilase na biblioteca metagendmica de pequenos insertos rimen sélido de caprinos,
foi feita através de plaqueamento em LB com é&gar, 0,5% (p/v) de amido (Vetec), 20
ug/mL de tetraciclina e arabinose 0,02% (indutor), sendo o controle positivo
Paenibacillus ourofinesis, onde este foi utilizado para otimizar o protocolo de bioensaio
para amilase, pois € uma especie conhecida para atividade amilolitica. Os clones
mantidos congelados em glicerol a 20% foram diluidos a 1:10° com auxilio de alca de
platina em LB liquido com tetraciclina (20 pg/mL). Inicialmente 5 e 10 ul da diluigédo

da biblioteca, foram plagqueadas (placas médias) e os clones crescidos overnight a 37°C
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na estufa, apos esse crescimento as placas foram deixadas a temperatura ambiente por 5
dias e reveladas com iodo para a visualizacdo do halo de degradacdo de amido. Os
clones com atividade amilolitica positiva foram repicados para novas placas com LB
com agar, 0,5% (p/v) de amido (Vetec), 20 pug/mL de tetraciclina e arabinose 0,02%
(indutor) e reveladas para a confirmacdo da atividade e posterior estocagem em

duplicata a -80°C, dos clones individuais em glicerol 15%.

Os clones positivos foram plaqueados em LB agar com tetraciclina (20 pg/mL),
de acordo com a técnica single colony. Para confirmacdo da atividade enzimética foi
feito o retransformacdo, utilizando o DNA plasmidial extraido pela miniprep, que
consiste numa transformacdo em E. coli EPI 300 (Epicentre, EUA) e posterior
plagueamento em LB agar, 0,5% amido (Vetec), 20 ug/mL de tetraciclina e arabinose

0,02% (indutor). As placas foram reveladas através da sublimacéao do iodo.

A partir das colbnias isoladas e com atividade comprovada foi realizada
miniprep para extragdo do DNA plasmidial em pequena escala. Para obter o perfil de
digestdo enzimatica do inserto, o DNA plasmidial foi digerido utilizando a enzima de
restricdo Pst | (Promega — EUA). Para essa enzima foi utilizado o tampdo H 10x
(Promega) e a digestéo foi realizada a 37°C por 2 horas. As amostras foram corridas em
um gel de agarose 0,8% com brometo de etidio para visualizacdo das bandas.

Apds a obtencdo dos padrbes de restricdo enzimatica dos fragmentos e tamanho
aproximado dos insertos foi escolhido um clone para ser subclonado em pUC19, o clone
Ra 33 A. A escolha desse clone foi baseada no tamanho de insertos liberado apds a
digestdo para uma melhor clonagem no vetor. O pUC19 (Figura 23) € um vetor
utilizado para clonagem em E. coli de origem com alto numero de copias dentro da
célula. Seu antibidtico de selecdo € a ampicilina na concentracdo de 150 pug/mL. Este
vetor permite a diferenciaagdo de colbnias azuis sem o inserto e brancas com inserto,
pois possui 0 gene lac Z o (Sambrook et al., 2001). O vetor foi digerido com a enzima
Pst | (Promega — EUA) para ser possivel a insercdo dos fragmentos.

Para que a subclonagem ocorresse, foi realizada miniprep com o Kit QlAprep®
(Qiagen), com o clone escolhido, para a remocao do vetor da célula hospedeira E. coli
EPI 300 (Epicentre, EUA). O DNA plasmidial foi digerido com a enzima de restricao
Pst | (Promega — EUA) a 37°C por 2 horas. Subsequentemente a amostra digerida foi

corrida em gel preparativo TAE 1x (agarose low melting 1%), sem brometo para excisao
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de fragmento de DNA do gel e posterior eluicdo com o kit. O gel foi corrido na camara
fria, por 20 horas a 65 volts. Para elui¢do dos fragmentos, foi utilizado o Kit Qlaquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, EUA).

Os fragmentos do clone escolhido foram subclonados no vetor pUC19 com a
proporcdo de 1:1 (vetor/inserto), através de reacdo de ligacdo utilizando a enzima T4
DNA Ligase (Promega, EUA) a 16°C em incubacdo por 16 horas. A ligacdo foi
dialisada em membrana de nitrocelulose 0,025 pum (Milipore) por 20 minutos. A
transformacédo foi realizada por eletroporacdo na célula competente E. coli EPI 300
(Epicentre, EUA). A selecdo dos clones transformados foi feita através do
plaqueamento em meio LB agar, IPTG (100 mg/mL) e Xgal (20 mg/mL) contendo
ampicilina (150 pg/mL), por um periodo de incubagdo de 16 horas a 37°C ¢ da
observacdo de colbnias brancas e pretas. Para confirmar a presenca do inserto foi
realizada miniprep com as coldnias positivas, posterior digestdo dos subclones com a
enzima Pst | e determinacdo do perfil de bandas de DNA por eletroforese em gel de

agarose 0,8% com brometo de etidio.

HindlIl
Sphl
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Figura 23 - Mapa do vetor de clonagem pUC19. Utilizado para subclonagem dos fragmentos

oriundos do clone com atividade amilolitica positiva.
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Apds a confirmacdo da subclonagem, os subclones foram plaqueados
separadamente em meio LB &gar contendo ampicilina (150 ug/mL) e amido (0,5%),
para conferir a conservacao da atividade amilolitica, por um periodo de incubacéo de 16
horas a 37°C.

Em paralelo, os subclones foram sequenciados no sequenciador automatico ABI
PRISM 377 (Applied Biosytems). A primeira reagdo de sequenciamento foi feita
através de oligonucleotideos desenhados a partir das sequéncias localizadas na por¢do
final do vetor de clonagem (M13 Forward e M13 Reverse) (Tabela 4), ou seja,
sequenciando as pontas do inserto. Logo em seguida a estratégia utilizada para o total

sequenciamento do inserto foi por “Primer walking” (Tabela 4).

As sequéncias obtidas foram analisadas para a determinacdo de qualidade de
eletroferograma, desenvolvido pelo departamento de Bioinformatica da Universidade

Catolica de Brasilia, disponivel no site http://www.bioinformatica.ucb.br/electro.htim.

Sequéncias as quais ndo alcancaram essa qualidade no eletroferograma foram
descartadas. As sequéncias escolhidas foram agrupadas em um s6 arquivo utilizando o

programa BioEdit, disponivel gratuitamente no site: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/

bioedit.html. O alinhamento foi realizado pelo programa CLUSTAL W disponivel no
Bioedit e o arquivo gerado foi editado. Para uma visualizacdo mais eficiente da
montagem das sequéncias em “contigs” foi utilizado o programa Geneious (Drummond
et al., 2009). Geneious é um sistema integrado, uma multi-plataforma de software para
manipulacdo de bioinformatica, encontrar, compartilhar e explorar os dados bioldgicos,
como sequéncias de DNA ou proteinas, filogenias, as informacdes da estrutura 3D,
publicacdes, entre outros. Possui capacidade de alinhamento de sequéncias e analise
filogenética, montagem de contigs, desenho de primers, acesso ao NCBI e UniProt,
visualizando a estrutura da proteina, PubMed automatizada, dentre outras ferramentas.
Este programa esta disponivel no endereco eletronico
http://www.geneious.com/default,387, home.sm. Utilizando a ferramenta BLAST n

(Altschul et al., 1990) do banco de sequéncias do National Center for Biotechnology

Information (NCBI), disponivel no endereco eletrdnico: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

blast/Blast.cgi, as sequéncias foram comparadas aquelas disponiveis nos bancos de
dados de sequéncias nucleotidicas na busca por similaridade com sequéncias ja

descritas.
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Tabela 4 - Sequéncias dos primers utilizados no sequenciamento dos subclones com atividade

amilolitica.

Primer Sequéncia

Ra33 P fwd 1/M13 (-21)forward 5° TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’

Ra33 P fwd 2 5" AAT GAG GTC GTT GTC ¥’

Ra33 P fwd 3 5’ GAATCCACATCCGCAG®

Ra 33 P Rev 1/M13 reverse 5" CAG GAA ACA GCT ATG ACC 3’
Ra33 P Rev 2 5’ TGA CAA GAAGGT GCT 3’

Ra33 P Rev 3 5 ACAAACGCT GTCTC ¥

Ra33 G fwd1/M13 (-21)forward 5° TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’

Ra33 G Rev 2 5" GTT CAG GGC AACTAC 3’

Ra 33 G Rev 1/M13 reverse 5" CAG GAA ACA GCT ATG ACC 3’
Ra33 G Rev 2 5’ TGA TGC AGG TAG TAAG 3’
Ra33 PCF fwd 5> ATC TGT GGC ACCAAT G 3’
Ra33 PCF Rev 5" AGT CGT GGC AAT ATCG 3’
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6. Resultados

6.1 Extracdo de DNA

O ramen contém em média, uma capacidade de armazenagem de alimentos, de
20,3 kg de amostra vegetal (Costa et al.,, 2003). Ao pensar nessa problemaética
montamos uma metodologia onde poderiamos extrair as bactérias solido-aderidas e ndo
0 material genético das plantas. Por esse motivo, a extracdo do DNA da microbiota
solido-aderida foi feita por modificacGes dos protocolos descritos por Martin et al. (
1994) e Handelsman et al. (1998). Onde a primeira metodologia visa a dissocia¢do das
bactérias da particula vegetal e a segunda metodologia a extracdo do DNA bacteriano. A
extracdo de DNA forneceu material suficiente em quantidade e qualidade, comprovando

a eficiéncia da juncdo das metodologias (Figura 24).

6.2 Digestdo e clonagem

Por meio da extracdo total direta do DNA dos microrganismos do ramen foi
possivel quantificar o material disponivel para fazer digestdo com a enzima de restricdo
Pst 1. As preparacdes do DNA com digestdo parcial resultaram em fragmentos desde
menores 100 pb a maiores 15 kb (Figura 25). A faixa de tamanho 5 a 8 kb foi excisado

do gel e purificado.

12000 pb ——— [

2000 pb ——» fr———

Figura 24 — Anélise em gel de agarose 0,8% de DNA extraido da fracéo solido-aderida do rdmen. 1-
Marcador 1kb plus DNA ladder; 2 a 4- DNA ruminal.
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O processo de precipitagdo é geralmente realizado através do uso de etanol,
isopropanol e polietilenoglicol (Tsai et al., 1992). Na maioria dos protocolos esse
processo é realizado através do uso de isopropanol devido a suas propriedades de cargas
que permite que seja usado apenas 0,6 volume de isopropanol para precipitar um
volume de DNA extraido, enquanto sdo necessarios dois volumes de etanol para cada
volume de DNA extraido (Zhou et al., 1996). Apds a precipitacdo, 0 DNA deve ser
ressuspenso em tampao, geralmente TE (1 mM de Tris, 1 mM de EDTA pH 8,0) ou em
agua ultra pura. Essa opcao do uso do isopropanol para a precipitacdo é devido a uma

melhor obtencédo da qualidade de DNA do ramen depois a elui¢éo do gel.

12000 p
2000 p

Figura 25 - Andlise em gel de agarose 0,8% do DNA total purificado e digerido por Pst I. 1-
Marcador 1kb plus DNA ladder; 2- DNA ruminal intacto; 3 e 4- DNA ruminal digerido com Pst I.

Apos toda a preparacdo do DNA do ramen foi necessario ter as condigdes da
reacdo para a clonagem. Se a concentracdo do vetor é alta na reacgdo, a re-circulagdo é
favorecida, geralmente a taxa molar de vetor : inserto utilizada é 1:1, pois assim

maximiza o numero de plasmideos recombinantes.

O DNA metagenoémico purificado foi ligado ao plasmideo linearizado pCF430 e
o sistema de ligagéo foi transformado em E.coli utilizando eletroporagdo. Conseguiu-se

aproximadamente 50.000 clones, sendo este resultado obtido em duas séries de
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extracdo, digestdo e clonagem. Com a primeira série conseguimos aproximadamente
15.000 clones e com a segunda conseguimos aproximadamente 35.000 clones, a Unica
diferenca entre as duas series de trabalho foi o volume de amostra submetido a

metodologia de extracao.

Para verificar a eficiéncia da clonagem, foram realizadas extracdes do DNA
plasmidial de uma amostragem de clones aleatérios e seu tamanho foi analisado em gel
de agarose 1%. Obteve-se DNA plasmidial de tamanho maiores do que o plasmideo

originalmente utilizado (Figura 26).

Para comprovacdo da inser¢cdo dos fragmentos no plasmideo foi realizada
digestdo de 10 clones aleatérios com a enzima Pst | (Figura 27). A andlise dos
fragmentos liberados tornou possivel calcular o tamanho médio dos insertos, sendo de 5
kb. Tendo o plasmideo original como referéncia, apos digestdo com enzima, 0s clones
recombinantes se diferenciam do mesmo, pois possuem um maior numero de bandas
(Figura 27).

Com essa comprovacao os clones foram guardados em placas Deep Well (fundo
U) em glicerol para uma concentracdo final de 20% e armazenados em tubos
apropriados e congelados em freezer a -80°C devidamente etiquetados. Desta forma

foram mantidos individualmente para possiveis testes de selecao.
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Figura 26 - Analise em gel de agarose 0,8% de DNA plasmidial de clones aleatorios da biblioteca de
pequenos insertos de DNA ruminal da fragdo solido-aderida. 1 e 14 Marcador 1kb plus DNA
ladder; 2 e 13- DNA plasmidial pCF430 digerido com Pst | ; 3 a 12- Clones aleat6rios pertencentes

a Biblioteca de pequenos insertos.
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Figura 27 — Analise em gel de agarose 0,8% do padréo de digestdo do DNA plasmidial de clones
pertencentes a biblioteca de pequenos insertos. 1 e 14 Marcador 1Kb plus DNA ladder; 2 e 13- DNA
plasmidial pCF430; 3 a 12- Clones pertencentes a biblioteca de pequenos insertos.

Para a validacdo da biblioteca metagenémica foi utilizada a técnica baseada na
riqueza desta biblioteca através da construcdo de uma biblioteca 16S rDNA a partir da
biblioteca metagenémica ja construida. Com o objetivo de comprovar o potencial
biotecnoldgico desta biblioteca metagendmica de rumen de caprinos, foi realizada uma

bioprospecc¢éo para atividade amilolitica.
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6.3 Validacédo da Biblioteca Metagenémica: Diversidade bacteriana na biblioteca

de pequenos insertos

A riqueza bacteriana representada na biblioteca foi amostrada através do
sequenciamento de gene ribossomal 16S rDNA amplificados utilizando o DNA
plasmidial da biblioteca como molde na reacdo de PCR. A validacdo da biblioteca é
algo essencial, pois podemos ter certeza de que em nossa biblioteca existe material
genético bacteriano. Como ja se sabe o rimen de caprinos é constituida basicamente de
material vegetal em digestdo, entdo esta validacdo é para afirmar que a biblioteca de
pequenos insertos da fracdo sélida do rimen é constituida de bactérias. Porém, ndo pode
ser descartada a existéncia de material genético vegetal utilizando somente este tipo de
validacdo. Sendo assim, para uma melhor comprovagdo seria nescessario o

sequenciamento das pontas dos clones pertencentes a esta biblioteca.

No total, 96 clones foram aleatoriamente selecionados da biblioteca de pequenos
insertos para a amplificacdo com o primer 27F (5> AGA GTT TGA TCM’ TGG CTC
AG 3”) e posterior sequenciamento para ser analisados filogenéticamente. Ap6s analise
de gqualidade, 88 clones foram comparados a outras sequéncias disponiveis no banco de
dados puablico Ribossomal Database Project para conhecimento ecologico da
biodiversidade associada. A analise destas sequéncias demonstrou a presenca de trés
grupos filogenéticos, a saber, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, além da
presenca de bactérias ndo classificadas (Figura 28). Este resultado corrobora o0s
resultados apresentados no Capitulo 1. Pode-se verificar a semelhanca entre o0s
resultados e até o aparecimento de um filo nas duas bibliotecas 16S rDNA que ndo
aparece na biblioteca 16S rDNA da validacdo (Figura 29). Nesta amostra a classe
predominante, com 45 clones, foi Bacteroidia, bactérias ja conhecidas por apresentar um
papel importante na degradacdo de fibras (Edwads et al., 2004). Esta diversidade de
filos bacterianos demonstra que os clones da biblioteca metagenémica capturaram a

diversidade presente na microbiota bacteriana ruminal.

%Y e M sdo nucleotideos degenerados onde pode se adicionado, C ou T e A ou C respectivamente.
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Figura 28 - Grupos filogenéticos encontrados na biblioteca de pequenos insertos de ramen de
caprinos segundo andlise de 16S rDNA. Dados gerados pelo RDP com confianga maior ou igual a

80% para sequéncias depositadas.
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Figura 29 - Comparacéo dos grupos filogenéticos através dos resultados gerados pela biblioteca 16S
rDNA feita com a fracdo liquida e s6lido — aderida (capitulo 1) e a validacdo da biblioteca de
pequenos insertos. Dados gerados pelo RDP com confianga maior ou igual a 80% para sequéncias

depositadas.
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6.4 Triagem da biblioteca metagendmica de expressdo de rumen de caprinos

paraatividade amiloliticas.

Com o intuito de bioprospectar clones com atividade amilolitica, plaqueamos a
biblioteca de pequenos insertos em LB agar, 0,5% amido. Apds o periodo de incubacao
de cinco dias a temperatura ambiente, obteve-se ao total 2.670 coldnias e destes, 41
clones apresentaram atividade amilolitica (Figura 30). Estas foram repicadas para novas
placas para confirmacdo da atividade, no entanto, apds cinco dias 13 das col6nias
repicadas ndo cresceram. Das outras 28 col6nias, foram confirmadas como amiloliticas
22 colonias, que foram nomeadas com a sigla “Ra” que significa “Rumen Amilase”.

Ao repicar os clones para fazer single colony assegurando-se a pureza do
material, dois clones né&o cresceram diminuindo o conjunto de clones positivos para 20.
Com a miniprep e digestdo dos clones positivos o padrdo de fragmentos dos insertos foi
obtido, mostrando que das 20 amostras (Ra 1, Ra 2, Ra 3, Ra 4, Ra 5, Ra 8, Ra 9, Ral0,
Ra 11, Ral2, Ra 13, Ra 17, Ra 19, Ra 20, Ra 22, Ra 24, Ra 31, Ra 32, Ra 33 e Ra 34)
tem-se 11 clones (Ra 1, Ra 2, Ra4, Ra5, Ra8, Ra9, Rall, Ral2, Ra13, Ral1l9 e Ra
33) com padrdes de digestao diferentes (Figura 31).

Para confirmar a estabilidade do fendtipo, foi feita uma retransformacéo em E.
coli EPI300 com o DNA plasmidial extraido e as células foram plaqueadas em LB &gar,
0,5% amido (Vetec), 20 ug/ml de tetraciclina (20 pg/mL) e arabinose 0,02% (indutor).
O mesmo foi feito com o vetor pCF430 para controle negativo. Mesmo aparentemente
havendo 11 clones com padrdes de digestdo diferentes foram incubados overnight a
37°C, 15 clones (Ra 1, Ra 2, Ra 3, Ra 4,, Ra 11, Ral2, Ra 13, Ra 19, Ra 20, Ra 22, Ra
24, Ra 31, Ra 32 e Ra 33) e depois colocados a temperatura ambiente por cinco dias
para comprovar novamente a atividade amilolitica. No sexto dia, a placa foi exposta a
vapor de iodo e notou-se a formagdo de halos translicidos em volta das seis colonias
(Ra 4, Ral2, Ra 13, Ra 24, Ra 33 e Ra 34) provenientes da transformacdo com o
plasmideo do clone, mas nenhum halo se formou ao redor da colénia do controle
negativo (E. coli + pCF430) (Figura 32). Em muitos estudos tem sido utilizada a
estratégia de triagem de bibliotecas metagenémicas baseadas em funcdo e tem sido
possivel varias proteinas biocataliticas como lipases, amilases e proteases em
bibliotecas (Desantis et al., 2002; Yun et al., 2004).
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Figura 30 — Clones apresentando halo indicativo de atividade amilolitica em placa LB agar com

amido 0,5% corada com iodo. Setas indicam clones com halo indicativos de atividade amilolitica.
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Figura 31 — Analise em gel de agarose 0,8% do padrao de restricdo enzimético com Pst | do DNA
plasmidial dos clones com atividade amilolitica para confirmar a inser¢do dos fragmentos no

plasmideo. M - Marcador 1kb plus DNA ladder; Ra- Clones positivos para atividade amilolitica.
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Figura 32 —Retransformacéo para confirmacéo da estabilidade do fen6tipo amilolitica. Plasmideos
de clones com atividade positiva inicialmente para amilase foram retransformados em células
competentes E. coli EPI 300 e plaquadas em placas de LB agar e amido 0,5%. O complexo iodo com

0 amido revela halo ao redor das coldnias capazes de hidrolisar o amido.

Apb6s o retransformagdo foi escolhido um clone para ser subclonado e
sequenciado. O clone escolhido foi 0 Ra33 (Figura 33). A escolha desse clone foi
baseada no tamanho dos fragmentos gerados ap6s a digestdo do clone com a enzima
Pstl. Este clone ao ser digerido libera dois fragmentos um com aproximadamente 1,7 kb
e outro com aproximadamente 3,5 kb (Figura 34).
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Figura 33 - Comparacéo da atividade clone Ra33. O controle positivo sendo E. coli EPi 300 + vetor

pCF430. Plaqueado em LB contendo tetraciclina (20pug/mL) e amido 0,5%.

12000 pb
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Figura 34 — Analise em gel de agarose 0,8% da digestdo do clone Ra33 com a enzima Pst I. M-
Marcador 1kb plus DNA ladder; 1- Clone Ra33 digerido com Pst 1.
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Para que ocorresse a subclongem foram feitas minipreps do clone Ra33 e sua
posterior digestdo com a enzima Pst | (Figura 35). Os fragmentos originados da
digestdo foram clonados no vetor pUC 19 que também foi digerido com Pst | (Figura
35). A ligacdo no vetor foi de acordo com o descrito na metodologia e assim foram
gerados dois subclones o Ra33 P, com o fragmento de 1,7 kb, e 0 Ra33 G, como o
fragmento de 3,5 kb. A selecdo dos subclones transformados foi feita através
plagueamento por um periodo de incubagdo de 16 horas a 37°C. Atraves da observagao
de colbnias brancas e azuis, as colbnias brancas, as quais devem conter o inserto, foram
selecionadas para realizacdo de uma nova miniprep para confirmacdo da insercdo do
fragmento no vetor. Para essa confirmagéo foi feita uma digestdo com a enzima Pst |

para a verificacdo da insergdo do fragmento (Figura 36).

12000 pb Plasmideo PCF 430

5000 pb

Plasmideo pUC 19
2000 pb

Figura 35 — Anélise em gel de agarose 0,8% da digestdo dos vetores pCF430 e pUC 19 com a enzima
Pst | a serem utilizados para clonagem de fragmentos. M- Marcador 1kb plus DNA ladder; 1-
Plasmideo pCF 430 digerido com Pst I; 2- Plasmideo pUC 19 digerido com digerido com Pst I.
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Figura 36 — Anélise em gel de agarose 0,8% da digestdo dos subclones com a enzima Pst | par a
confirmag&o da inserc¢éo dos fragmentos. M- Marcador 1kb plus DNA ladder ; 1- Subclone Ra33 P;
2- Subclone Ra33 G.

Com o0 sucesso da insercdo dos fragmentos, os suclones foram testados
separadamento para a atividade amilolitica. Para isso os subclones foram plaqueados LB
Agar contendo ampicilina (150 pg/mL) e amido (0,5%) por um periodo de incubacéo de
16 horas a 37°C em e cinco dias em temperatura ambiente. Apds os seis dias de
incubacdo ao revelar a placa observou-se que o subclone Ra33 G apresentou halo
comprovando atividade amilolitca e enquanto que o subclone Ra33 P ndo apresentou
halo (Figura 37). O aparecimento de halo para um subclone é um resultado muito
importante, pois como o vetor pUC 19 utilizado para subclonagem ndo possui um
promotor (Figura 23) e mesmo assim a atividade enzimatica continua a aparecer isso
indica que o fragmento do subclone Ra 33 G carrega o seu proprio promotor. Com o
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intuito de encontrar o gene responsavel pelo aparecimento da atividade amilolitica e de
conhecer os clones Ra33 G e Ra33 P por inteiro foi realizado o sequenciamento de

ambos os subclones.

A

Figura 37 - Comparacdo da atividade entre o subclone Ra33P e Ra33 G. Plagueado em LB
contendo ampicilina (150pug/mL) e amido 0,5%. A- Ra33P; B- Ra33 G.

6.5 Sequenciamento dos Subclones

Os dois subclones foram mandados para 0 sequenciamento, a primeira reacdo de
sequenciamento foi feita através de oligonucleotideos desenhados a partir das
sequéncias localizadas na porcao final do vetor de clonagem (M13 Forward e M13
Reverse) (Tabela 4), ou seja, sequenciando as pontas do inserto. Logo em seguida a
estratégia utilizada para o total sequenciamento do inserto foi por “Primer walking”.
Como os subclones sdo de tamanhos diferentes, um de 1,7kb e outro de 3,5 kb, a
quantidade de rodadas (desenho de primers e sequenciamento) para o

btermos os fragmentos por completo foram diferentes.

6.6 Ra33 P

Para o subclone Ra33 P foram feitos trés rodadas de sequenciamento para ter o
contig completo de 1,7 kb (Figura 38). Os sequenciamentos foram nomeados com Ra33
P Fwd para os primer forward e Ra33 P Rev para 0S primer reverse, com Seus

respectivos nimeros. A medida que as leituras das sequéncias foram obtidas, as

121



sequéncias consensos da subclonagem com os primer M13 Forward (Ra33 P fwd 1) e
M13 Reverse (Ra33 P Rev 1) (Tabelad) foram submetidas & construgdo de primers
internos, Ra33 P fwd 2, Ra33 P fwd 3, Ra33 P Rev 2, Ra33 P Rev 3 (Tabela 4). Para
verificar com qual sequéncias este subclone se assemelha utilizou-se a ferramenta
BLASTN. Com esta ferramenta nao encontramos similaridade com nenhuma sequéncia
depositada no banco de dados (Figura 39). Apds a andlise das sequéncias, comprovou-
se que os valores “score” sdo muito altos para este fragmento, variando de 667 a 70
(Figura 38). Contudo, mesmo considerando um alto score entre duas sequéncias, nem
sempre podemos inferir um alto grau de homologia entre elas, devido a aleatoriedade no
processo de alinhamento feito pelo BLAST. Dada a variabilidade entre as sequéncias
comparadas e as estratégias do BLAST, utiliza-se assim o e-value, que procura fornecer
aos usuarios a seguranca de que a pontuacdo dada para um determinado hit ndo ocorreu
aleatoriamente.

O valor e-value de um hit para um dado score correspondem a probabilidade de
se obter, com outra sequéncia aleatéria de mesmo tamanho e composicdo de
nucleotideos ou residuos de aminoacidos, outro alinhamento com score igual ou
superior. Desta forma, quanto mais proximo de zero for o e-value, mais confiavel sera a
consulta (Sousa et al., 2007). Por exemplo, para um hit com e-value = 1, significa que
para a mesma sequéncia de consulta, comparada com outra sequéncia aleatéria de
mesmo tamanho e composicado, vai gerar um alinhamento com score igual ou maior ao
obtido. Neste trabalho o e-value sempre apareceu com altos valores indicando que as
sequéncias obtidas provavelmente sdo provenientes de organismos ainda néo cultivados

e/ou sequenciados anteriormente.

Consensus

deniy R
Ra33P Fwvdl |

Ra33P Fwd2 ]

Ra33P Fwd3 |

Ra33P Rev3 ]

Ra33P Rev? |

Ra33P Revl |

Figura 38 - Resultado da montagem das sequéncias para o subclone Ra33 P através da combinacdo
das sucessivas rodadas de sequenciamento. Esta Figura foi gerada pelo programa Geneious
utilizando a ferramenta "Assembly'. “Consensus” é a sequéncia gerada pela jungdo dos

fragmentos sequenciados; “Identity” é a qualidade de semelhanca entre as sequéncias.
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Color key for alignment scores

=40 40-50 50-80 BO-200 200
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| | | | | |
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Accessi Description Max score Total score | Query coverage |_ E value Max ident
CBL17006.1 hypothetical protein [Ruminococcus sp. 18P13] 100 160 33% de-19 36%
ZP 06616708.1 | putative lipoprotein [Bactercides ovatus SO CMC 3f] =ablEFFS3301 55.4 99.4 31% le-18 35%
ZP 05581478.2  ubiquitin family protein [Subdoligranulum variabile DSM 151761 =qt 59.4 95.4 32% le-18 36%
ZP 02071851.1  hypothetical protein BACUNI 03393 [Bactercides uniformis ATCC & 59.4 99.4 31% le-18 35%
ZP 04548583.1  conserved hypothetical protein [Bacteroides sp. 2 2 4] =ablEEOS38 98.6 98.6 31% 2e-18 34%
ZP 04848355.1  conserved hypothetical protein [Bacteroides sp. 1 1 6] =ablEESE7! 57.8 97.8 31% 4e-18 34%
ZP 04543432.1  conserved hypothetical protein [Bacteroides sp. D11 =ref|ZP 0608¢ 85.9 95.9 30% le-17 36%
ZP 05548116.1  conserved hypothetical protein [Parabacteroides sp. D131 =abl|EEU: 855 95.5 31% 2e-17 35%
ZP 048438356.1  conserved hvoothetical protein [Bacteroides sp. 1 1 61 =ablEESET! 94.7 94,7 30% 3e-17 35%
ZP 02068418.1 | hypothetical protein BACOVA 05434 [Bacteroides ovatus ATCC 84£ 94.7 94,7 30% 3e-17 35%
ZP 02205380.1 | hypothetical protein COPEUT 00139 [Coprococcus eutactus ATCC 2 53.2 133 45% ge-17 259%
£ZP 06735541.1 | putative lipoprotein [Bacteroides ovatus SD CC 2al »ref|ZP 06768! S2.4 92.4 31% 2e-16 33%
CBL17493.1 hypothetical protein [Ruminococcus sp. 18P131 91.7 452 40% 3e-16 33%
ZP 04548584.1  conserved hypothetical protein [Bacteroides sp. 2 2 4] =ablEEOS38 51.3 91.3 30% 3e-16 35%
ZP 05414086.1 | The GLUG metif protein family protein [Bactercides fineqoldii DSM 1 81.3 91.3 30% 3e-16 34%
ZP 05347020.1  The GLUG motif protein family protein [Brvantella formatexigens D¢ 81.3 91.3 36% 3e-16 34%
ZP 02418024.1 | hypothetical protein ANACAC 00591 [Anaerostipes caccae DSM 14€ 50.5 151 55% Se-16 27%
CBL17726.1 The GLUG motif. [Ruminococcus sp. 18P13] 89.7 221 45% le-15 33%
ZP 02070378.1  hypothetical protein BACUNI 01798 [Bactercides uniformis ATCC 8 89.4 9.4 30% le-15 32%
CBL17134.1 hypothetical protein [Ruminococcus sp. 18P131 89.0 220 45% 2e-15 33%
ZP 02068415.1  hypothetical protein BACOVA 05435 [Bacteroides ovatus ATCC 84¢ 89.0 89.0 31% 2e-15 34%
ZP 06725540.1 | putative lipoprotein [Bactercides ovatus SD CC 2al =ref|ZP 067681 86.3 86.3 31% le-14 33%
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ZF 05414087.1 The GLUG motif protein family protein [Bacteroides fineqoldii DSM 1

82.8 82.8 31% le-13 35%
¥P 001556445.1 GLUG domain protein [Chloroherpeton thalassium ATCC 351101 =a 80.1 80.1 33% ge-13 31%
¥YP 003250214.1 GLUG domain protein [Fibrobacter succinogenes subsp. succinogens 79.3 266 27% le-12 39%
EES53456.1 putative filamentous hemeaagalutinin family protein lLeptospirillum f 75.0 122 27% 2e-12 30%
YP 753757.1 Ig-like domain-centaining protein [Syntrophemenas wolfei subsp, w 77.8 238 28% 4e-12 34%
¥P_003452855.1 filamentous haemaaalutinin outer membrane protein [Azospirillum s 75.9 235 25% 2e-11 35%
YP 220401.1 hypothetical protein p433879 1p24 [Leptospirillum ferrooxidans] =at 74,3 168 26% 4e-11 33%
YE 003130880.1 GLUG domain protein [Halorhabdus utahensis DSM 129407 =gb|AC) 73.6 513 38% Je-11 32%
ZP 06344633.1  putative halomucin [Clostridium sp. M62/1] =gb|EFEL4509.1| putati 73.2 73.2 34% le-10 27%
ZP 03645245.1  hypothetical protein BACCOPRO 03642 [Bacteroides coprophilus Dt 72.8 72.8 24%, le-10 35%
YP 001100131.1 hypothetical protein HEAR1853 [Herminiimonas arsenicoxydans] e 72.8 130 28% le-10 31%
ZP 04853573.1  conserved hypothetical protein [Paenibacillus sp. oral taxon 786 str, 72.0 72.0 31% 2e-10 24%
EES53455.1 putative filamentous hemeaagalutinin family protein [Leptospirillum f 72.0 117 25% 2e-10 31%
YP _002287183.1 the GLUG motif domain protein, putative [Rhedospirillum centenum 72.0 375 29% 2e-10 50%
YP 001678767.1 multidomain protein with s-layer homology reqgion, glug motif, ig mc 716 71.6 26% 3e-10 34%
YP _D01772507.1 filamentous haemaaalutinin cuter membrane protein [Methylobacte: 1.2 667 28% 4e-10 35%
¥P 001335353.1 filamentous haemaaglutinin outer membrane protein [Marinomenas 70.9 209 30% Se-10 35%
ZP 0D6615817.1  putative lipoprotein [Bactercides ovatus SD CMC 3f] =gblEFF54190 70.5 70.5 17% 6e-10 36%
YP 393521.1 GLUG [Sulfurimonas denitrificans DSM 1251] =qb|ABB44286.1] GLL 70.5 122 33% Ge-10 32%
NP 501141.1 adhesin [Chromobacterium violaceum ATCC 124721 =qb|AAQ5914¢ 70.5 70.5 22% Ge-10 31%
ZP 06650114.1  conserved hypothetical protein [Achromobacter piechaudii ATCC 43 701 70.1 28% 8e-10 32%
ZP 06615821.1  glycosyl hydrolase family 32 [Bacteroides ovatus SD CMC 3f] =abll 70.1 70.1 17% ge-10 36%
ZP 064587411  filamentous hemagalutinin outer membrane protein [Burkholderia s 69.7 63.7 23% 1e-09 35%
¥YP 001621105.1 hypothetical protein ACL 1119 [Acholeplasma laidlawii PG-8AT =abl 68.6 433 32% 2e-09 36%
¥P _001353305.1 heme utilization/adhesion protein [Janthinobacterium sp. Marseille] 68.6 170 25% 2e-09 37%
YP 001353308.1 large exoproteins involved in heme utilization or adhesien [Janthino 68.2 68.2 23% 3e-09 36%
YE 001556765.1 filamentous haemagalutinin family outer membrane protein [Chloro 67.4 249 33% Se-09 30%

Figura 39 - Resultado da busca por similaridade para o subclone Ra33 P para as sequéncias
geradas utilizando os primer Forward e Reverse, através da ferramenta BLASTn. A- Cor da
sequéncia de acordo com a nota dada para o alinhamento; B- Sequéncias que produziram

alinhamentos significantes.

6.7 Ra33G

Com o subclone Ra33 G foram realizadas duas rodadas de sequenciamento até o
momento (Figura 39). Os sequenciamentos foram nomeados com Ra33 G Fwd para 0s
primer forward e Ra33 G Rev para 0s primer reverse, com seus respectivos nimeros. A
medida que as leituras das sequéncias foram obtidas, as sequéncias consenso da
subclonagem com os primer M13 Forward (Ra33 G fwd 1) e M13 Reverse (Ra33 G
Rev1) foram utilizadas para a construcdo de primers internos, Ra33 G fwd 2, Ra33 G
Rev 2 (Tabela4).

Os resultados provenientes do sequenciamento dos primers forward do subclone
gerou um fragmento de 976 pb (Figura 40A). Ao colocar esse contig no NCBI
utilizando a Ferramenta BLASTnN verificou-se que o menor e-value (0,15) encontrado
foi para a “RNA polymerase Rpbl C-terminal repeat domain-containing protein” com

um méaximo de identidade de 27%. Apesar de que de ter encontrado um e-value com um
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valor consideravel, a maioria dos outros valores de e-value sdo muito altos para algumas
das sequéncias similares. Esta discrepancia nos valores indica que as sequéncias obtidas
provavelmente s&o provenientes de organismos ainda ndo cultivados e/ou néo

sequenciados anteriormente (Figura 41).

A

Consensus
[dentity

Ra33G Fwadl u
Ra33G Fwd2 '

B
Consensus
ldentity

Ra33G Revl *
Ra33G Rev2 '

Figura 40 - Resultado da montagem das sequéncias para o subclone Ra33 G através da combinacao
das sucessivas rodadas de sequenciamento. Esta Figura foi gerada pelo programa Geneious
utilizando a ferramenta '"Assembly'. “Consensus” é a sequéncia gerada pela juncdo dos

fragmentos sequenciados; “Identity” é a qualidade de semelhanca entre as sequéncias.
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Accession | Description | Maxscore | Totalscore | OQuery coverage | Evalue | Maxident
EEE26844.1 RMNA polymerase Rpbl C-terminal repeat domain-containing protein 41.6 41.6 43% 0.15 27%
MNP _001018272.1 ' sequence orphan [Schizosaccharomyces pombe] »sp|Q8TFG4.1(YL! 35.0 59.3 75% 0.37 26%
EAW62535.1 zinc finger, A20 domain containing 2, isoform CRA c [Homo sapien: 40.0 40.0 47% 0.45 29%
EAW62537.1 zinc finger, A20 domain containing 2, isoform CRA d [Homo sapien: 40.0 40.0 47% 0.45 29%
EEE31096.1 chloride channel protein k, putative [Toxoplasma qondii VEG] 38.5 38.5 44°% 1.3 25%
ZP 02146683.1 | hypothetical protein RGEBS107 04451 [Phaeobacter gallaecignsis BS 38.5 38.5 20% 1.3 4%
ZP 02145421.1 | hypothetical protein RG210 05662 [Phaeobacter gallasciensis 2.101 38.5 38.5 20% 1.3 4%
MP_523475.3 zalivary gland secretion 1 [Drosophila melanogaster] =gb| AAFS095 38.5 38.5 74% 1.3 23%
MP_827663.1 hypothetical protein SAV 6487 [Streptomyees avermitilis MA-46801 38.1 38.1 29% 1.7 26%
YP 161136.1 hypothetical protein ebA7253 [Aromatoleum aromaticum EbN1T =er 38.1 38.1 46% 1.7 29%
ZP 03266168.1 | methyl-accepting chemotaxis sensory transducer [Burkholderia sp. 37.4 37.4 19% 2.9 32%
YP 583843.1 methyl-accepting chemotaxis sensory transducer [Cupriavidus meti 37.4 37.4 23% 2.9 23%
XP_002369225.1  hypothetical protein TGME49 085910 [Toxoplasma gondii ME49] =q 37.0 37.0 44°% 3.8 27%
BAES1504.1 hypathetical protein [Pichia minutal 37.0 37.0 38% 3.8 26%
CBISB047.1 unnamed protein product [Sordaria macrosporal 36.2 36.2 43% 6.4 30%
XP_002315162.1  predicted protein [Populus trichocarpal »qb|EEF01333.1] predicted 36.2 36.2 52% 6.4 28%
XP_002368679.1  voltage gated chloride channel domain-containing protein [Toxoplas 36.2 36.2 44°% 6.4 26%
ABAS1707.2 expressed protein [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] =dbilBA 36.2 36.2 42% 6.4 24%
AAT01235.1 MNADH dehvdrogenase subunit 2 [Telophorus sulfureopectus] 36.2 36.2 19% 6.4 28%
YP 447405.1 tyrosyl-tRMA synthetase [Methanosphaera stadtmanae DSM 30917 - 36.2 36.2 33% 6.4 24%
CAA36550.1 precursor TRG1 protein [Saccharomyces cerevisiae] »gb|AAA3ZS16! 36.2 36.2 33% 6.4 26%
XP 957236.1 hypothetical protein NCUDD112 [Neurospora crassa OR74A] =ablEA 36.2 36.2 21% 6.4 30%
ADCE2478.1 MNADH dehvdrogenase subunit 2 [Pachveoephala soror] 35.8 35.8 19% 8.4 30%
ADCE2474.1 MADH dehvdrogenase subunit 2 [Pachveoephala inornatal 35.8 35.8 20% 8.4 30%
ZP 06182931.1 | hypothetical protein HMPREFOS78 1567 [Mobiluncus mulieris 28-11 35.8 35.8 14% 8.4 33%
ZP 04706109.1 | L-carnitine dehvdratase/bile acid-inducible protein F [Streptomvees 35.8 35.8 42% 3.4 25%
ZP 03934474.1 | conserved hypathetical protein [Mobiluncus mulieris ATCC 35243] = 35.8 35.8 14% .4 33%
YP 0027742351  putative ADP-ribose pyrophosphatase [Brevibacillus brevis NBRC 1( 35.8 35.8 16% 8.4 30%
XP 0022575701 | predicted protein [Thalassiosira pseudonana CCMP1335] >gb|EEDS 35.8 35.8 54% 8.4 7%
ACA35115.1 NADH dehydrogenase subunit 2 [Pachycephala sp, CEM22] 35.8 35.8 19% 8.4 30%
XP 001607788.1 | PREDICTED: similar to LOC524155 pratein [Nasonia vitripennis] 35.8 35.8 20% 8.4 29%
YP 7111611 hypathetical protein FRAALDZSS [Frankiz alni ACN14a] =emb|CAISE 35.8 35.8 32% 3.4 31%

Figura 41 - Resultado da busca por similaridade para o subclone Ra33 G para as sequéncias
geradas utilizando os primer Forward, através da ferramenta BLASTn. A- Cor da sequéncia de
acordo com a nota dada para o alinhamento; B- Sequéncias que produziram alinhamentos
significantes.

Para as sequéncias resultantes da utilizagdo dos primers reverse foi gerado um
fragmento de 1,015 pb (Figura 40 B). Ao colocar esse contig no BLASTn obtivemos
um resultado ja esperado, pois apresentou um e-valeu de 0,24 porém, tendo um
similaridade de 30% para “keratin associated protein 1-4” (Figura 42). Este resultado ja
é esperado pelo fato de que, como visto no Capitulo 1, uma grande parte das bactérias
encontradas no ramen de caprinos sdo ainda ndo conhecidas, pois pouco se sabe da
microbiota encontrado em rumen de caprinos que se alimentacdo de uma vegetacao
nativa da caatinga brasileira. Recentemente a diversidade microbiana de ruminantes
estdo sendo estimadas por meio de abordagens de cultura independente (Rondon et al.,

1999). Abordagens de estudo utilizando o metagenoma tém sido feitas para diferentes
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habitats e aos poucos tem sido revelado como uma forma potente de identificar genes

para serem usados em processos biotecnolégicos (Roh, 2008).

Color Key for alighment scores

G e ry | —
| | | | | |
0 200 400 600 S00 1000

B Accession Description ‘ Max score Total score ‘ Query coverage |A E value Max ident
NP _001034551.1  keratin associated protein 1-4 [Mus musculus] =dbi|BAE20862.1] wi 41.2 41.2 18% 0.24 30%
XP 002724552.1 PREDICTED: keratin associated protein 1-3-like [Rattus norveaicus’ 38.9 38.9 18% 1.2 29%
XP 850026.1 PREDICTED: similar to keratin associated protein 1-3 [Canis familia 38.9 38.9 18% 1.2 30%
XP 850039.1 PREDICTED: similar to keratin associated protein 1-3 [Canis familia 38.9 38.9 18% 1.2 30%
BAADS5731 hiah sulfur protein B2E [Rattus norveaicus] 38.9 38.9 18% 1.2 29%

1 OTTMUSG00000002180 protein [Mus musculus] 38.5 38.5 15% 1.5 34%

XP 001917552.1 PREDICTED: similar to keratin-associated protein 4-6 [Equus caball 38.1 38.1 18% 2.0 28%
YP 002540515.1  ABC transporter related [Kosmotoaa olearia TBF 19.5.11 >gblACR7 37.7 23% 2.6 29%
XP 0027191595.1 PREDICTED: keratin associated protein 4-7-like [Oryctolagus cunict 74.3 15% 3.4 36%
outer membrane autotransporter barrel domain protein [Sebaldella 37.0 34% 4.5 28%

short chain dehydrogenase [Granulibacter bethesdensis CGDNIH11 37.0 20% 4.5 27%

XP 001497223.2 PREDICTED: similar to keratin associated protein 9.3 isoform 1 [Eq 36.6 36.6 17% 5.9 27%
NP _001092782.1  keratin associated protein 4 family member [Mus musculus] =emb| 36.6 36.6 15% 5.9 32%
AAID4355.1 OTTMUSG00000002180 protein [Mus musculus] >ab|AAID4360.1] O 36.6 36.6 15% 5.9 32%
NP _001094084.1  hypothetical protein LOCE70496 [Mus musculus] =emb| CAM17659.: 36.6 36.6 15% 5.9 31%
keratin associated protein 1-3 [Mus musculus] =emb|CAM19188.1] 36.6 36.6 18% 5.9 29%

hypothetical protein MK0&39 [Methanopyrus kandleri AV19] =gblAA 36.6 36.6 18% 5.9 29%

XP 001056463.2  PREDICTED: hypothetical protein [Rattus norveaicus] 36.2 36.2 21% 7.7 29%
ZP 05441351.1  phophatidvlinositol-4-phosphate 5-kinase [Fusobacterium sp. D111 36.2 36.2 40% 7.7 26%
#P 001555514.1  hypothetical protein BC1G 05589 [Botryotinia fuckeliana B05.1071 = 36.2 36.2 54% 7.7 23%
XP 726654.1 hypothetical protein [Plasmodium voelii yvoelii str. 17XNL] =agb|EAAL 36.2 36.2 32% 7.7 25%
ZP 06750151.1  phosphatidvlinositol-4-phosphate S-kinase [Fusobacterium sp. 3 1 35.8 35.8 44%, 10.0 22%
ZP 04574354.1  phophatidvlinositol-4-phosphate 5-kinase [Fusobacterium sp. 7 11= 35.8 40% 10.0 25%
XP 002613363.1  hypothetical protein BRAFLDRAFT 68348 [Branchiostorna floridae] = 35.8 28% 10.0 25%
NP 0011157%4.1  hypothetical protein LOC100040276 [Mus musculus] =ref|XP 00147 35.8 35.8 18% 10.0 30%
XP 420625.2 PREDICTED: similar to fraaile site-associated protein [Gallus gallus] 35.8 35.8 32% 10.0 27%

Figura 42 - Resultado da busca por similaridade para o subclone Ra33 G para as sequéncias
geradas utilizando os primer reverse, através da ferramenta BLASTn. A- Cor da sequéncia de
acordo com a nota dada para o alinhamento; B- Sequéncias que produziram alinhamentos

significantes.
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6.8 Disposicao dos fragmentos no vetor pCF430

Para montar a sequéncia completa do Ra33 é nescessario saber a disposi¢cdo do
fragmento Ra33 P e Ra33 G no vetor de expressdo pCF430, que é o seu vetor de
origem. Para isto, sequenciamos as pontas do clone Ra33 com os primers PCF forward
e PCF reverse (Tabela 4) e comparamos com as sequéncias ja obtidas nas subclonagens.

Comparando as sequéncias obtidas no sequenciamento das pontas do pCF430
Ra33 com as sequéncias ja obtidas dos subclones, foi possivel mostrar que o Ra33G
estd posicionado a frente do Ra33 P e apds o promotor do pCF430 (Figura 43).
Observou-se também que o subclone Ra33 P esta clonado de forma reversa no pUC 19,

0 que ndo interfere na montagem da sequéncia completa.

Ao todo foram sequenciados aproximadamente 2kb para o subclone Ra33 G
iremos continuar o sequenciamento, o fragmento menor (1,7kb) ja foi totalmente
sequenciado, entdo sera continuado o sequenciando do subclone Ra33 G para concluir a
descricdo deste fragmento (Figura 43) e posteriormente comecar a caracterizagdo deste

gene com atividade amilolitica.

100 200 300 400 00 600 700 800 o900 983

Consensus

Id entity

Ra33G Fwdl

Ra33G Fwd2 |
1 200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,802

Consensus e ——————————————————————

ldentiy -
1 200 470

_Ra33 PCF Rew ————
1,733 1,603 1,403 1,203 1,003 803 603 403 203
Contig Ra33P 1.7Kbfireversed

Figura 43 — Esquema mostrando o alinhamento das sequéncias das pontas do pCF430 Ra33 com as
sequéncias ja obtidas dos subclones. Resultado obtido do programa Geneoius utilizando a
ferramenta ""Assembly"'. Consensus é a sequéncia gerada pela juncéo dos fragmentos sequenciados;
“Identity” é a qualidade de semelhanca entre as sequéncias. A- Ra33 PCF Forward alinhado com
as sequéncias do Ra33 G Forward; B- Ra33 PCF 430 Reverse alinhado com a sequéncia completa
do Ra33 P.
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Pstl

Pstl Pst
PBAD
Forward Reverse
Ra33G 3.5kb Ra33P 1.7 kb
—> > B
CF430

Figura 44 - Esquematizacdo do processo de sequénciamento do clone Ra33. O esquema esta sendo
ilustrado no vetor de origem pCF430. As setas vermelhas reresentam as rodadas de sequenciamento

e a seta azul o promotor do vetor Pgap.
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7. Discussao

A aplicacdo de técnicas moleculares revolucionou o campo da microbiologia
(Pace, 1997), por melhorar a capacidade de analisar e investigar comunidades
microbianas naturais. Apesar de quase 20 anos de pesquisa nesta area, ainda ndo ha
consenso sobre o método mais eficaz de extracdo de &cidos nucléicos a partir de
amostras ambientais (Forney et al., 2004). Nenhum dos métodos disponiveis sdo
perfeitos, todos sdo métodos empiricamente desenvolvidos que sdo aceitaveis porque
eles atuam satisfatoriamente nas amostras de interesse. No entanto, é possivel
determinar os melhores métodos disponiveis para cada amostra, considerando que o
acido nucléico é necessario, que tipos de &cidos nucléicos precisam ser extraidos, a

qualidade exigida e 0 nUmero de amostras a ser processado (Purdy, 2005).

Cada tipo de amostra traz seus proprios problemas, que em certa medida explica
a variedade de métodos que podem ser encontrados na literatura. A maioria das
amostras sdo problemaéticas para trabalhar como as que contém altas concentra¢Ges de
produtos de degradacdo organica, como acidos fulvicos e humicos, que sdo facilmente
co-extraidos (Tebbe et al., 1993). Sendo assim, o tipo de amostra, a biomassa dentro da
amostra e todos os potenciais contaminantes devem ser considerados quando iniciar
uma extracdo (Purdy, 2005). Levando em consideracdo todas essas probleméticas a
metodologia gerada para esta biblioteca, de acordo com os resultados obtidos, foi
eficiente para a confeccdo de uma biblioteca metagenémica de pequenos insertos para

amostras ruminais.

O processo de construcdo de bibliotecas metagenémicas envolve as seguintes
etapas: 1) fragmentacdo do DNA extraido por enzimas de restricdo ou quebra mecanica,
2) insercdo dos fragmentos de DNA em um sistema de vetor adequado e, 3)
transformacdo do vetor recombinante em um hospedeiro apropriado (Daniel, 2004).
Bibliotecas podem ser classificadas em dois grupos de acordo com o tamanho médio de
seus insertos. Bibliotecas contendo grandes insertos de DNA (acima de 20 Kpb) séo
construidas em vetores como cosmideo, fosmideo, cromossomo bacteriano artificial
(BAC) e cromossomo de levedura artificial. Bibliotecas com pequenos insertos podem
ser construidas em plasmideos (menos que 10 Kb) (Handelsman, 2004). As estratégias
para construcdo da biblioteca variam de acordo com o alvo de estudo, para estudos
filogenéticos ha a necessidade em obter clones com insertos grandes de DNA em
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contraste, para 0 pirosequenciamento utilizam-se fragmentos pequenos de DNA
(Handelsman, 2004).

O hospedeiro utilizado para a construcdo da maioria das bibliotecas publicadas é
Escherichia coli, mas outros hospedeiros tais como espécies de Streptomyces (Courtois
et al., 2003), Pseudomonas (Martinez, 2004) e Rhizobium (Li, 2006) também séo
usados. Diferentes hospedeiros apresentam diferentes capacidades e sistemas para
expressar genes heter6logos. Gabor et al. (Gabor et al., 2004) estimam que somente 7%
dos genes representativos da classe das Actinobacterias seriam expressos de maneira
independente em uma E.coli, comparado com 73% dos genes de origem dos Firmicutes.
Duas abordagens gerais, analise funcional e anélise baseada na sequéncia, tem emergido
para extrair informacdo bioldgica de bibliotecas metagenémicas (Schloss et al., 2004).

Para a biblioteca de rimen de caprinos utilizamos como hospedeiro E. coli e
como plasmideo o vetor pCF430 e obtivemos 50.000 clones. A analise dos fragmentos
liberados tornou possivel calcular o tamanho médio dos insertos como sendo de 5 kb.
Antes da utilizacdo dessa biblioteca para fins de bioprospeccdo de enzimas com
finalidade biotecnologicos, utilizamos dois tipos de técnicas para a comprovagdo da
eficiéncia da biblioteca. Para a validacdo da riqueza da comunidade bacteriana
pertencente a biblioteca pdde ser confirmado os filos comumente encontrados em
ramen: Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, além da presenca de bactérias ndo
classificadas (Figura 28). Este resultado corrobora os resultados apresentados no
Capitulo 1 (Figura 29). Pode-se verificar a semelhanca entre os resultados e até o
aparecimento de um filo nas duas bibliotecas 16S rDNA que nédo aparece biblioteca 16S
rDNA da validacdo. Nesta amostra a classe predominante foi Bacteroidia, porém para o
resultado da fracdo soélido-aderida da biblioteca 16S rDNA os Bacteroidia foram
sengunda segunda classes mais representante. Esta diversidade de filos bacterianos
demonstra que os clones da biblioteca metagendmica capturaram a diversidade presente

na microbiota bacteriana ruminal.

Com o objetivo de comprovar o potencial biotecnolégico desta biblioteca
metagendmica de ramen de caprinos, foi realizada uma bioprospeccdo para atividade
amilolitica. Obteve-se ao total 2.670 col6nias e destes, 41 clones apresentaram atividade
amilolitica (Figura 30), porém somente 11 tinham diferenca em relagdo ao padréo de
restricdo. Um clone de cerca de 5kb foi escolhido para ser subclonado e sequenciado
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por primer walking, o Ra33 (Figura 33). Até agora, 74% do clone Ra33 foi sequenciado
(Figura 44). Com os resultados obtidos da validagdo e do potencial metab6lico pode-se
concluir que a biblioteca gerada possui a riqueza de filo esperado para uma amostra

ruminal demonstrando que a metodologia de extracao utilizada foi satisfatoria.

No que se refere a biopospeccdo, as espécies de herbivoros selvagens
demonstram uma habilidade superior para processar alimentos que tem baixos teores de
proteinas e toxinas e rico em fibras, quando comparados com 0s seus parentes
domesticados (Nelson et al., 2003). Sendo o ramen considerado um potente sistema de
fermentacdo de fibras, esse foi identificado como fonte valiosa de enzimas fibroliticas
(hemicelulases, xilanases, celulases, endoglucanases e acetil-xilana esterases, amilase,
etc.) que podem ser utilizadas na fabricacé@o de alimentos para animais (sacarificagdo da
biomassa vegetal, fornecendo nutrientes criticos para 0s animais com baixa qualidade
nutricional), industria téxtil e transformacdo de celulose em papel. O progresso na
exploracdo do ecossistema ramen € lento, principalmente pela impossibilidade de se
abranger todo o ecossistema ruminal utilizando técnicas tradicionais de cultura

microbiologicas (Palackal et al., 2007).

Nessa abordagem, a biotecnologia moderna tem uma constante procura de novos
biocatalizadores, que levou ao desenvolvimento de novas abordagens experimentais
para encontrar e identificar novos genes que codificam biocataliticos. S recentemente
foram iniciados estudos para investigar o metagenoma (Rondon et al., 2000), como uma
fonte rica para o isolamento de muitos novos genes (Voget et al., 2003). O amido é um
composto de aglcares no estado polimerizadas que contém relativamente pouca agua.
Este composto pode ser hidrolisado em acgucares sollveis. O amido serve para
armazenar carboidratos para uso na alimentacdo, a formacdo e a digestdo ocorrem
facilmente e rapidamente em conformidade com as necessidades nutricionais (Hungate,
1985). O amido é o principal polissacarideo de reserva dos vegetais, sendo um polimero
formado por mondmeros de glicose. Estd presente em diferentes partes da planta: no
caule, na raiz ou nos frutos. Seu local de origem na planta reflete as necessidades de
armazenamento deste acucar, ou entdo, faz parte da estratégia de dispersdo de sementes
do vegetal por uso do fruto (Qian et al., 2005). Sua constituicdo molecular, seu grau de

polimerizacdo e sua solubilidade variam de acordo com os locais da planta onde ha o
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seu armazenamento, assim como variam entre diferentes estirpes de uma mesma cultura

e entre diferentes culturas (Oates, 1997).

Diante do exposto, as amilases tém sido relacionadas entre as mais importantes
enzimas industriais em muitos campos, principalmente na industria alimentar, como na
panificacdo, na industria de cerveja, no processo de fabricacdo dos cereais para
alimentacdo infantil, tais como farinha lactea (a base de trigo), mingau de milho, arroz e
misturas de cereais (Spier, 2005; Queji, 2006). A aplicacdo de amilases industriais em
reacOes depende das suas caracteristicas Unicas, tais como sua acdo padrao,
especificidade com o substrato, temperatura 6tima e pH. Encontrar novas amilases é
importante tanto no que diz respeito a economia quanto para a ciéncia (Yun et al.,
2004).

Conforme conceituadas por Reed (1975), as enzimas responsaveis pela
degradacdo de amido estdo amplamente distribuidas na natureza. Entre elas estdo as
amilases, que atuam sobre o amido, glicogénio e polissacarideos para hidrolisar as
ligagdes glicosidicas o-1,4. As amilases podem ser divididas em trés grupos: as o-
amilases, as quais rompem as ligacGes no interior do substrato (endoamilases); as f-
amilases, que hidrolisam unidades das extremidades ndo redutoras do substrato
(exoamilases); e as glucoamilases (amiloglicosidases), as quais liberam unidades de
glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato.

Outro conceito dado por Gupta et al (2003) mostra que as amilases sdo divididas
em duas categorias, endoamilases e exoamilases. As endoamilases catalisam as
hidrélises de forma aleatéria no interior da molécula de amido. Esta acdo causa a
formacédo de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios comprimentos. As
exoamilases hidrolisam a partir das extremidades nao-redutoras da cadeia resultando em

produtos finais pequenos.

As enzimas amiloliticas sdo o foco de uma série de estudos metagenémicos. Pelo
menos cinco artigos publicados relatam a deteccdo e caracterizagcdo de novas enzimas
amilolitica através de bibliotecas metagenémicas de solo e ramen (Richardson, 2002;
Voget et al., 2003; Yun et al., 2004; Ferre et al., 2005). Destes, 14 clones amilolitica
foram encontrados e apenas 4 foram purificadas e caracterizadas (Richardson, 2002;
Yun et al.,, 2004). Para esta abordagem € necessario a criacdo de bibliotecas

metagendmicas grandes para obter de 1 a 5 clones positivos por screening enzimatico
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(Ferre et al., 2005), por exemplo, foram analisados 5 Gb para obter cinco enzimas
degradantes 4-hidroxibutirato (Henne et al., 1999); cerca de 6 Gb foram rastreados obter
quatro enzimas lipolitica (Henne et al., 2000), e 150 Mb foram triados para obter uma
amilase (Yun et al., 2004).

Bactérias amiloliticas sdo as responsaveis pela degradacdo do amido (que se da
pela enzima amilase), que é fermentado por espécies do género Bacteroides, dentre
estas, Bacteroides amylophilus utiliza amido, mas é incapaz de utilizar glicose ou outros
monossacarideos. Ja Streptococus bovis e Selenomonas ruminantium fermentam amido
e acucares soluveis produzindo acetato (Russell et al., 1986).

Pelo menos 100 genes diferentes, a maioria codifica enzimas envolvidas na
degradacéo de fibras, foram clonados a partir de microrganismos ruminais. A maioria
destes foram isolados de um pequeno grupo de espécies de bactérias, incluindo
Butyrivibrio  fibrisolvens, Fibrobacter succinogenes, Prevotella ruminicola,

Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens e Actinomyces (Cheng et al., 1999).

De uma biblioteca metagendmica de ramen bovino pode ser demonstrado que
uma gliocosil hidrolase multifuncional tem potencial industrial para aplicacdes em
processamento de vegetais, incluindo alimentos para animais como reforco alimentar,
para industria téxtil, de celulose e processamento de papel (Palackal et al., 2007). As
bactérias do rimen com relevancia para a fibra degradacdo, para as sequéncias do
genoma que estdo disponiveis, sdo Succinogenes Fibrobacter, Ruminococcus albus e
Prevotella ruminicolla, F. succinogenes, tém sido destacadas como potentes bactérias
ruminais para a biodegradacdo de lignocelulose em reatores anaerdbios de biogas
(Lissens et al., 2004). A andlise desta biblioteca metagenoma revelou dados
significativos no ramen, conseguindo dados de pelo menos 24 genes que codificam
endoglucanases e celodextrinases. Estes foram identificadas por comparacdo com seis
genes identificados por DNA recombinante através de estratégias convencionais (Liles
et al., 2003).

Do mesmo modo, em Ferrer et al. (2007), uma biblioteca de expressao
metagenémica do DNA extraido do contedo do ramen de bovinos foi criada usando
fago como vetor, e foi utilizada para explorar a atividade funcional de microrganismos
do rimen. A analise da sequéncia de enzimas recuperadas revelou que 36% das

sequéncias foram inteiramente novas e formaram linhagens filogenéticas ramificadas
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sem parentes proximos, entre as glicosil hidrolases. Os estudos tém demonstrado a
utilidade da abordagem metagendmica para identificar novas enzimas hidroliticas dos
ruminantes, enfatizando as aplicagdes potenciais das enzimas microbianas de rimen em
biocatalise industrial (Ferre et al., 2005; Ferrer et al., 2007). As comunidades
microbianas gastrintestinais de ruminantes, e outras espécies de herbivoros em que os
sistemas de absor¢do dos nutrientes € posterior & fermentacdo, sdo especialmente
eficazes para a conversdo de biomassa de plantas em nutrientes para o hospedeiro. Os
estudos iniciais sobre o ecossistema microbiano associado ao trato gastrointestinal tém-
se centrado na cultura baseada em técnicas de identificacdo e caracterizacdo das
comunidades microbianas habitantes. E evidente, porém que a extensdo total da
biodiversidade microbiana do trato gastrointestinal de herbivoro ndo é conhecida,
mesmo para as populacbes microbianas mais intensamente estudadas que estdo

presentes no ramen de gados leiteiros (Bos taurus) (Liles et al., 2003).

Em Duan et al. (2009) uma biblioteca ruminal metagendmica de grandes
insertos foi construida e funcionalmente selecionada para as atividades de celulase e 61
clones independentes, expressando as atividades da celulase, foram isoladas. A
subclonagem e sequenciamento de 13 positivos clones expressam endoglucanase e 14

genes para celulase em bufalos alimentados com cana de acgucar.

Recentemente, Beloqui et al. (2006) mostrou que uma biblioteca metagenémica
da comunidade microbiana ruminal de bovinos é uma fonte rica da enzimas, pois
caracterizaram uma nova lacase que nao exibiu qualquer similaridade com sequéncias
de lacases conhecidas e nem com motivos conservados para lacases funcionais. O mais
interessante, que uma proporcao significativa de hidrolases recuperado das bibliotecas
de ramen tem sequéncias com homologia muito baixa as proteinas conhecidas com o
mesma funcéo (Ferre et al., 2005) ou até mesmo melhor atividade em comparagdo com

homologos conhecidos

Brulc et al. (2009) utilizando pirosequenciamento, biblioteca 16S rDNA pode
concluir que na comunidade bacteriana ramen de bovinos a colonizagdo inicial de
bactérias nas fibras parece ser por organismos que tém enzimas que atacam as cadeias
laterais e ndo as cadeias principais mais recalcitrantes, especialmente da celulose.
Assim, propos que, enguanto as provas anteriores sugeriram que 0S organismos com

conjuntos de genes mais importantes e eficientes para a hidrolise de paredes celulares
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das plantas foram associados com a porcao de fibras na digesta ruminal (Forsberg et al.,
1997). O que parece ocorrer € um processo dindmico, com a colonizacg&o inicial por um
subconjunto de organismos, que é provavelmente mais tarde substituido por outro
subconjunto de organismos que degradam as principais cadeias de celulose e xilana.
Além disso, quando comparado com o intestino grosso da microbiota de cupins, existem
diferengas fundamentais nos contetdos gastrointestinais que aparecem na dieta a ser
dirigido tanto para o rimen de bovinos (forrageiras e leguminosas) ou do intestino

grosso de cupins (madeira) (Dethlefsen et al., 2007; Ley, 2008).

No que se diz respeito a utilizacdo de enzimas, o programa de biocombustiveis
nos Estados Unidos da América vem-se desenvolvendo com intensidade desde a
primeira crise do petroleo. A énfase desses programas foi colocada na fabricacdo do
alcool etilico produzido a partir do milho, orientado para as misturas com a gasolina. A
bioconversdo de amido em etanol ¢ um processo com dois passos. O primeiro é
sacarificacdo, onde o amido é convertido em acUcar utilizando um microrganismo
amilolitico ou que produza enzimas, como a glicoamilase e amilase. O segundo é a
fermentacdo, onde o agucar é convertido em etanol utilizando Saccharomyces cerevisiae
(Inlow, 1988; Nakamura, 1997). O uso de leveduras para a fermentacdo amilolitica
direta do amido é uma alternativa ao processo convencional multicelular que oferece
fraca viabilidade econémica. Embora existam mais de 150 espécies de leveduras
amiloliticas, a sua utilizacdo industrial é limitada devido a sua baixa tolerancia a etanol
(Ma, 2000). Portanto, a maior parte das pesquisas esta objetivando o desenvolvimento
de engenharia genética amilolitica para linhagens de S. cerevisiae, e nestas estirpes,
inserir genes de varios organismos que codificam amilase e glicoamilase (Oner, 2005).

O Brasil tem uma longa historia de producdo de etanol no mercado interno a
partir de cana-de-acucar. Em 2005, 4 bilhdes de galdes de etanol foram produzidos no
Brasil, que representaram 40% do transporte de combustivel vendido. Apesar do
sucesso do programa brasileiro de etanol em larga escala, com o grande contraste social
e regional, outras matérias-primas como o amido de mandioca pode ser uma opgao

interessante para a producdo regional de etanol no futuro (Nichols, 2008).
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8. Conclusao

Com o uso de técnicas moleculares foi possivel a construgdo de uma biblioteca
metagenémica em vetor de expressdo, a partir de uma amostra ambiental de ramen
caprino. A biblioteca é composta de aproximadamente 50.000 clones. A exploracao
desta biblioteca através de trabalhos de bioprospec¢do proporcionara a oportunidade de
ligacdo entre a comunidade microbiana em seu ambiente natural com o seu potencial
genético e de atividades in situ. Através da validacdo da biblioteca feita por meio de
amplificacdo do gene 16S rDNA e da triagem de enzimas amiloliticas, nos mostrou o
grande potencial que a biblioteca gerada pode propiciar. Assim a biblioteca de pequenos
insertos gerada utilizando a fracdo solido—aderida de ramen serd submetida a ensaios de
triagem para avaliacdo de atividades diversas, incluindo: diversas enzimas hidroliticas e

genes de resisténcia.
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9. Perspectivas Futuras

Como o protocolo para a construcdo de bibliotecas metagendmicas a partir de
amostras de rdamen foi realizado com sucesso nesse trabalho, foi escrito,
submetido, aceito e futuramente publicado um comunicado técnico na revista
interna da EMBRAPA-Agroenergia.

Aplicar estratégias para induzir e selecionar clones de interesse para producao de

amilase, lipase, celulase, protease e compostos com atividade antimicrobianos

Como somente aproximadamente 2000 pb foram sequenciados para o subclone
Ra33 G iremos continuar 0 sequenciamento para concluir a descrigdo desse

fragmento e posterior caracterizacdo desse gene com atividade amilolitica.

Durante o sequenciamento do clone iremos fazer uma caracterizagdo enzimatica

do gene responsavel pela atividade amilolitica.

Clonagem do gene responsavel pela atividade amilolitica para uma

caracterizacdo.
Modelagem da proteina.
Purificagdo da enzima para estudos mais direcionados a sua atividade.

Para concluir esse trabalho esta sendo redigido um artigo cientifico.
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