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RESUMO

Massini KC. Bioprospecgdo de genes biossintéticos de policetideos em DNA metagendmico
de solo de Mata Atlantica [Tese (doutorado)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo; 2009.

A Mata Atlantica brasileira é apontada como um dos mais importantes refigios da
biodiversidade em todo o planeta. Este bioma € extremamente importante sob o aspecto da
riqueza de espécies vegetais € animais na sua composi¢do e interagdes, porém ainda
poucoconhecido e explorado sob o ponto de vista microbioldgico. Um grama de solo pode
conter cerca de 10 bilhdes de micro-organismos de diferentes espécies. A maioria dos micro-
organismos presentes nos solos ndo € de facil cultivo em laboratério (somente 0.1-10% sdo
recuperados), sendo necessaria a utilizagdo de novas técnicas para superar este problema.
Muitos micro-organismos presentes no solo tem grande importancia biotecnoldgica por
produzirem compostos bioativos. O filo Actinobacteria € abundante em solos e de grande
importancia econdmica, tendo em vista que a maioria dos antibidticos comercializados é
produzido por membros deste grupo. Porém a biodiversidade microbiana da Mata Atlantica,
bem como, o seu potencial biotecnoldgico ndo tem sido plenamente estudado. Poucos
trabalhos mostram produtos do metabolismo microbianocom potencial em uso em industrias
e mostram menos ainda antimicrobianos produzidos por isolados bacterianos desta regido.
Dentro deste contexto, o presente trabalho buscou em duas alternativas metodoldgicas como
a técnica independente de cultivo, o metagenoma, verificar a presenca de genes de uma
importante via biossintética os policetideos sintases e com a técnica dependente de cultivo,
selecionar provaveis bactérias produtoras de composto bioativos. O metagenoma propde
fazer uma andlise do DNA total de amostras do solo, visandoconhecer a informacdo génica
destes compostos na complexa diversidade microbiana. Desta forma, vérias abordagens
foram empregadas para conseguir um DNA de alto peso molecular e de qualidade suficiente
para construir bibliotecas metagendmicas, e procurar nestas, genes das vias de sinteses dos
policetideos (PKS) tipo I e tipo II, que ficam agrupados em clusters que variam de tamanho
entre 20 a 100 kb. Foi otimizado um método de extracdo de DNA do solo e conseguimos
obter um DNA de aproximadamente 50kb, que foi amplificado por PCR utilizando primers
para regides conservadas dos genes policetideos sintases tipo I e II (acetosintase o) de
Actinomicetos. Os fragmentos obtidos, PKS I e PKS II, com tamanho entre 600pb a 700pb,
foram clonados, construido-se duas bibliotecas metagendmicas (KSI e KS II). Os clones
foram sequénciados e analisados em uma arvore filogenética. A andlise filogenética de genes
policetideos tipo I demonstrou similaridade com estes genes de diversas divisdes de
bactérias, revelando a presenca de provaveis genes novos nao apenas relacionados a via de
PKSI, como também aos genes de PKSI hibridos com peptideos ndo ribossomais. Em
complemento a filogenia de policetideos tipo II apresentou uma similaridade com genes de
Actinobacteria, formando um grupo que também estd relacionados a presenca de provaveis
genes novos de importantes familias de antibidticos. Através docultivo utilizando meio
seletivo para o crescimento de bactérias “nao cultivadas”, sete isolados foram selecionados
para verificar quanto a producdo de metabdlitos secunddrios. Os isolados apresentaram
atividade antibacteriana e/ou antifingica.

Palavra-chave: Metagenoma; Bioprospeccao; Policetideos sintases; DNA do solo;
Actinobacteria; Biodiversidade.



ABSTRACT

Massini KC. Polyketide biosynthestic gene bioprospection in metagenome DNA from
Atlantic Forest [Ph. D. Thesis] Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo; 2009.

The Brazilian Atlantic Forest is considered as one of the most important reservoir of
biodiversity in the planet. This biome is extremely important for its richness of plant and
animal species but although with their composition and interactions poorly known and
unexplored from a microbiological perspective. One gram of soil can contain near 10 billion
microorganisms of different species. The majority of the soil microorganisms is not
cultivable in laboratory (only 0.1-10% are recovered), being necessary to use new techniques
to overcome this problem. Many of the soil microorganisms are biotechnologically important
for the production of bioactive compounds. The Actinobacteria phylum is abundant in soil
and important economically due to the capacity of synthesize many antibiotics. Nevertheless,
the Atlantic Forest microbial biodiversity has not been properly study. Few works show
microbial metabolic products with potential use in industries and, still less, antimicrobials
isolated from this biome. The present work searched two new methodological alternatives:
one culture independent, the metagenome, to verify the presence of polyketide synthases
biosynthetic genes; and the second, the culture dependent, to select potential bacteria
producers of bioactive compounds. The metagenome intend the total DNA analysis of a
sample, focusing in to know the genetic information of the complex microbial diversity.
Several approaches were used in order to obtain DNA of high molecular weight and quality
toconstruct metagenomic libraries and search for polyketide synthases (PKS) genes types I
and II, that usually are organized in clusters of 30 to 100 kb. A DNA extraction method was
optimized obtaining DNA of approximately 50 kb, and used for the detection of PKS gens by
PCR approaches using primers based in polyketide synthases type I and II (ketosynthase a)
conserved regions of Actinomycetes. The PKS I and PKSII amplicons (600-700 bp) were
cloned and two metagenoic libraries were obtained (KS I and KS II). The clones were
sequenced and analyzed in a phylogenetic tree. Phylogenetic analysis of PKS I genes reveled
high similarities with genes of several divisions of bacterias pointing the presence of
provable new genes related with the synthesis of polyketides produzrd by PKS I and hybrid
PKS with non ribosomal peptides (NRPs). Polyketide type I genes showed similarity with
Streptomyces and “uncultered bacteria”. The analysis of polyketide II genes showed high
similarity with genes of Actinobacteria gruped in two main groups, one of them with
possible new genes related with the production of important antibiotics. Using selective
medium for “uncultered bacteria”, seven isolates were obtained being studied taxonomically
and tested for the production of secondary metabolites with antibacterial and antifungal
activities.

Keywords: Metagenome; Bioprospection; Polyketide synhtase; DNA soil; Actinobacteria;
Biodiversity.
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1 Introducao

A diversificacdo ambiental na Mata Atlantica propiciou uma evolu¢do de um complexo
bidtico de natureza vegetal e animal altamente rico. E por isso que este bioma e considerado
um dos mais ricos em termos de diversidade bioldgica do Planeta, porém pouco explorado.
Devido seu alto nivel de endemismo das espécies e a constante reducdo de habitas foi
considerada um dos prioritdrios “hotsopts” para a conservacdo da biodiversidade mundial
(Myers et al., 2000). Muitos micro-organismos presentes no solo tem grande importincia
biotecnoldgica por produzirem compostos bioativos. A biodiversidade microbiana do solo
mesmo sendo poucoconhecida é responsével pela producdo de centenas de substancias como
enzimas, antibidticos, entre outros. Tornandocada vez maior o interesse por micro-
organismos como fonte potencial na producdo desses compostos naturais. A dificuldade
encontrada em estudar a diversidade em ambientes como o solo estd nocultivo destes micro-
organismos. Desde os primeiros processosde isolamento de micro-organismos do solo no
inicio do século XX, t€m-se desenvolvido novas técnicas genéticas para a identificacdo da
comunidade microbiana. Somente, de 0,1 a 10% dos micro-organismos do solo, sdo
recuperados e cultivados em laboratério (Torsvki, 1980). Isto pode ser explicado pela
presenca de espécies ainda ndoconhecidas no ambiente, para as quais as condi¢des de cultivo
aplicadas ndo sdo adequadas, também pela presenca de organismos que entraram num estado
metabdlico e fisiolégico ndo-cultivdvel, ou ainda pela diferenca nociclo de vida dos
componentes de um bioma especifico. Assim, a escolha do meio de cultura é uma etapa
critica nas avaliacOes quantitativas, visto que somente parte das populagdes € contabilizada
em funcdo da diversidade nutricional apresentadas pelos micro-organismos. Tém sido
estabelecidos diversos protocolos para cultivo de micro-organismos “nao-cultivdveis” muitos
deles com sucesso, mas de qualquer forma ndoconseguem acessar a extensa biodiversidade.
Virias técnicas genéticas tem sido aprimoradas para permitir o acesso a estes micro-
organismos ndocultivdveis, através da extragcdo do DNA total de amostras do solo. Desta
forma, € possivel realizar estudos das alteracdes da comunidade microbiana num meio
ambiente especifico. Também, realizar agrupamentos taxondmicos baseados na filogenia que
permitem identificar genes funcionais especificos e, podem fornecer respostas sobre

questdes, como por exemplo, os mecanismos de conjugacado, transformacio e transducao; e
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principalmente, permitem a identificacio de genes importantes para a sintese de novos
compostos bioativos.

Apesar do poucoconhecimento existente sobre a biodiversidade do solo, a produgdo
industrial de importantes antibidticos como as tetraciclinas, eritromicinas, vancomicinas,
cefalosporinas, rifamicinas e diferentes B-lactdmicos a partir de micro-organismos do solo é
bem desenvolvida (Osbune et al., 2000). Motivo pelo qual, faz com que o solo seja apontado
ainda como o mais promissor ambiente para estudos de bioprospeccdo (Lorenz et al., 2002).
Contudo, o nimero de linhagens utilizadas em biotecnologia e o nimero de produtos naturais
bioativos microbianos obtidos sdo relativamente limitados. Nas udltimas décadas devido ao
uso irracional de medicamentos (antibacterianos e/ou antiflingicos) tem levado ao aumento
de cepas microbianas multiresisténtes, estimulando novas pesquisas na descoberta de novos
farmacos. Dentre os compostos do metabolismo secunddrios, presentes em organismos pr
oCaridticos e eucaridticos, a classe dos policetideos tem-se destacado pela sua ampla
atividade bioldgica, sendo um dos alvos preferenciais para estudo de bioprospeccao.

O metagenoma € uma técnica independente de cultivo que tem se destacadocomo uma
alternativa vidvel e inovadora em estudos de biosprospec¢dao de ambientes como os solos
para a triagem de genes biossintéticos importantes. Esta técnica consiste na construgido e
selecdo de bibliotecas de DNA ambiental, possibilitando o acesso mais global aos micro-
organismos presentes no ambiente contribuindo, assim, para a pesquisa de novas moléculas
bioativas para utilizacdo industrial, médica e ambiental (Rondon et al., 2000; Ld mMle et al.,
2006). Esta técnica pode ser utilizada para analisar de genomas coletivos em diversos
ambientes (Kim et al., 2008; Purohit e Singh, 2009).

Podemos verificar na literatura, que a biodiversidade de genes relacionados as vias
biossintéticas em especial a dos policetideos sintases, sdo em geral pobremente amostrados
em estudos que utilizam métodos independentes de cultivo utilizandocomo amostra solo de
regidocom clima tropical. Essa abordagem metodoldgica juntocom as ferramentas de
bioinformatica e biologia molecular permite a prospeccio in silico de informagdes a partir de
dados gendmicos em bases de dados e a andlise de micro-organismos sem a necessidade de
isolamento e cultivo a partir da clonagem direta de DNA de amostras ambientais. Com isso, é
possivel a caracterizacdo e descoberta de novos genes, enzimas, metabdlitos bioativos e
farmacos associados a rica diversidade de organismos ainda nio-cultivados, bem como, o
desenvolvimento de novas estratégias de selecio de novos produtos alvos e ensaios a partir

doconhecimento da gendmica e expressao génica de organismos diversos.
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Devido a estrutura dos dominios das enzimas policetideos sintases que consistem
de um ou mais polipeptideos com multidominios com seus respectivos sitios ativos, o qual
dependendo da natureza dos constituintes destes sitios cataliticos, estas megasintases geram
uma variedade e complexidade de estruturas quimicas. Considerando-se a grande diversidade
estrutural destes compostos na natureza, podemos esperar que a diversidade destas enzimas
seja significativa. O nosso maior interesse € estudar a presenca de novos genes
correspondente a essas vias que geram uma diversidade de produtos de interesse
biotecnolégico, utilizando a técnica independente de cultivo, o metagenoma. No presente
estudo utilizamos esta técnica para verificar a biodiversidade de genes catabdlicos ativos no
metabolismo secundario dos micro-organismos como uma estratégia para identificacdo de
novas sequéncias em amostras ambientais, contribuindo para oconhecimento a cerca da
diversidade de genes importantes para a producdo de compostos naturais em solo de Mata
Atlantica. Para se obter o DNA metagendmico os protocolos para a extracdo e amplificacio
do DNA ambiental foram otimizados e conseguimos obter um DNA com alto peso
molecular. Desta forma, foi realizada uma analise do DNA ambiental pela técnica do PCR
utilizando primers para regides conservadas de genes jd caracterizados. Estes genes
codificam para regides complementares as enzimas policetideos sintases (KSo) da via dos
policetideos do tipo I e II. Os fragmentos amplificados para os genes que codificam para as
enzimas policetideos sintases tipo 1 e II foram clonados gerando duas bibliotecas
metagendmicas. Alguns clones tiveram suas sequéncias analisadas em relacdo as sequéncias
depositadas no Genbank para formagdo da arvore filogenética. O emprego de primers
degenerados para o estudo da diversidade de genes catabdlicos foi eficiente, revelando a
presenca de diversos genes de interesse biotecnoldgico evidenciando que estudos de
diversidade em ambiente como o solo pode contribuir e muito na busca de novos produtores
de compostos bioativos.

Devido a elevada diversidade da microbiota do solo somados aos nossos estudos
sobre a diversidade de genes que codificam as policetideos sintases buscou-se isolar micro-
organismos com potencial de produzir esses compostos. Para este objetivo utilizamos
algumas técnicas que visam a selecdo de organismos ainda ndo identificados resultando na
identificacdo de sete bactérias potenciais produtoras de compostos bioativos devido sua
atividade antifingica e/ou antibacteriana. Neste sentido buscamos estudar os genes
metabdlicos para a via de sintese dos policetideos tanto em espécies isoladas do solocomo no

DNA ambiental extraido do solo de Mata Atlantica.



O diversificado nimero de espécies bacterianas presentes no solo, que sintetizam
antibidticos policetideos, aliado ao pouco que se conhece sobre a microbiota real do solo, por
si j4 justifica esse trabalho. Os genes de policetideos sintases I e II descobertos neste trabalho
abrem perspectivas para buscar os clusters génicos numa biblioteca metagénomica em BAC.
Esses genes podem ser utilizados como sondas moleculares para hibridar na biblioteca e,
assim, elucidar a via biossintetica para compreensdo do mecanismo de sintese dos
policetideos, bem como, producdo de novos compostos através de técnicas como, por

exemplo, a biossintese combinatorial.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Diversidade Microbiana do Solo

O solo € um ecossistema complexo e, do ponto de vista fisico, € composto de material
mineral (argila, silica e areia), poros cheios de ar ou 4dgua e matéria organica (dcidos
hdmicos, ligninas, hemicelulose e celulose, amido, pectina, lignina, lipideos, etc.). Este é um
componente ativo importante delimitado por trés fragdes: a primeira, um componente
macroscOpicocomposto de restos de plantas e animais em diferentes estigios de
decomposicdo; a segunda retine varios compostos organicos como, proteinas, carboidratos e
aminoacidos, derivados de residuos de vegetais e animais; a terceira compreende um material
escuro, um composto aromético e polimérico, denominado himus, relativamente resistente a
degradacdo (Melo e Azevedo, 1997). O solo é amplamente habitado por populacdes
microscopicas de bactérias, fungos, protozodrios, algas e popula¢des macroscopicas, tais
como, anelideos e artropodes formando uma complexa teia de comunidade alimentar. A
microbiota do solo tem um papel importante nos processosde nitrificacdo, denitrificacdo e
mineralizacdo docarbono. Nos processosde reciclagem os fungos sdo efetivos, tendo a
capacidade de degradar polissacarideos, tais comocelulose, hemicelulose, lignina, amina,
quitina e glicogénio. Por outro lado, as bactérias sdo efetivas na degradacdo de produtos
soliveis (Racke, 1990). Em termos de fluxo energético os micro-organismos sdo o0s
principais responsdveis pela mineralizacdo dos nutrientes, cerca de 90%, tornando-os
disponiveis na solucdo do solo (Lavelle, 2000).

Stenberg (1999) enfatiza que nenhum indicador individual pode quantificar e
descrever todos os aspectos da qualidade do solo, ja que deve haver uma relacio entre todos
os seus atributos. Assim, um nimero minimo indicador deve ser selecionado. Os critérios
para a sele¢@o de indicadores relacionam-se com a sua utilidade em definir os processosdo
ecossistema. Estes integram as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, além dos fatores
como polui¢do, manejo e variagdoclimdtica. Estas variacdes podem contribuir para o

N

decréscimo da diversidade microbiana, devido a extincdo de espécies ndo adaptadas ao

19



estresse imposto. Entretanto, pode favorecer o aumento de uma espécie particular mais
adaptada a esse estresse. Desta forma, a diversidade microbiana tem figuradocomo um
importante indicador da qualidade do solo. Em um agroecossistema com alto teor de matéria
organica tende a manter sua populacdo microbiana mais estdvel ao longo do ano,
provavelmente pela riqueza de nichos ecoldgicos e pela heterogeneidade das fontes de
carbono (Grayston et al., 2001).

A biodiversidade do solo pode ser definida como abundancia da vida, indicada pela
variedade da biota e inter-parentesco dos processosbioquimicos do solo. O estudo da
diversidade microbioldgica do solo pode auxiliar na identifica¢do de alteragdes ambientais
associadas a disturbios, pela ac@o antrdpica, além de contribuir para a compreensio sobre os
recursos genéticos disponiveis, sua distribuicdo sobre a Terra e aumentar o
nossoconhecimento sobre o papel funcional dessa diversidade (Kennedy e Smith, 1995).

O bioma continental brasileiro de maior extensdo, a Amazdnia, € o de menor
extensdo, o Pantanal, ocupam juntos mais de metade do Brasil: o Bioma Amazdnia, com
49,29%, e o Bioma Pantanal, com 1,76% do territdrio brasileiro. Mapeados pela primeira
vez, 0s seis biomas continentais brasileiros - Amazdnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica,
Pantanal e Pampa - sdo apresentados no Mapa de Biomas do Brasil (mapa revisado em
2003), resultado da parceria entre o IBGE e o Ministério do Meio Ambiente ( MMA) (Figura
1).

No pais ocorrem dois grandes conjuntos vegetacionais: um florestal, que ocupa mais
de 60% do territrio nacional, e outrocampestre. As formagdes florestais saoconstituidas: 1)
Florestas Ombroéfilas (em que ndo falta umidade durante o ano) que abrangem as matas
pluviais montanas, submontanas, de baixada e Florestas Costeiras em terras baixas e solos
arenosos; 2) as Florestas Ombroéfilas Mistas, que correspondem as matas sulinas com
predominancias de araucdrias e laurdceas; e 3) as Florestas Estacionais e Semideciduas, que
abrangem as matas subtropicais dos estados do Sul e as matas deciduas do Nordeste (em que
falta umidade num periodo do ano) situadas tanto na regido amazdnica quanto nas areas
extra-amazoOnicas, mais precisamente na Mata Atlantica. Na Mata Atlantica predominam as
Florestas Estacionais Semideciduais (em que 20 a 50 % das arvores perdem as folhas no
periodo seco do ano), e as Florestas Ombrofilas densas e mistas (com araucéria). Em ambos
os conjuntos florestais ocorrem, em menor propor¢ao, as florestas estacionais deciduais (em
que mais de 50% das arvores perdem folhas no periodo seco). As temperaturas médias

variam de 14-21 °C, chegando a uma temperatura maxima de 35 °C e minima de 1 °C
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embora, no Sul, possa cair até — 6 °C. Atualmente restam apenas cerca de 7% da cobertura
original da floresta da Mata Atlantica, tendo sido inclusive identificada como a quinta 4rea
mais ameacada e rica em espécies endémicas do mundo (Camara, 2005). A Serra do Mar
abriga os principais remanescentes da Mata Atlantica que recobre a costa leste brasileira,
desde o Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul.

A Mata Atlantica brasileira ¢ um dos 25 centros de biodiversidade reconhecido no
mundo. Estes centros sao areas que perderam pelo menos 70% de sua cobertura vegetal
original, mas que, juntas, abrigam mais de 60% de todas as espécies terrestres do planeta

(Myers et al., 2000).
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Figura 1. Representacdocartografica da abrangéncia dos seis biomas continentais brasileiros (Fonte:
www.ibge.gov.br). A foto ao lado evidencia a regido de IlhaBela municipio de Sao
Sebastido, estado de Sdo Paulo, 1 oCal da coleta para o estudo de bioprospecgio.

Segundo dados do IBAMA (http://www.ibama.gov.br/) na Mata Atlantica existem
1.361 espécies da fauna brasileira, com 261 espécies de mamiferos, 620 de aves, 200 de
répteis e 280 de anfibios, sendo que 567 espécies s6 ocorrem nesse bioma. Possui, ainda,
cerca de 20 mil espécies de plantas vasculares, das quais 8 mil delas s6 ocorrem na Mata

Atlantica. No sul da Bahia foi identificada a maior diversidade de plantas lenhosas do
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mundo, sendo registradas 454 espécies em um unico hectare. J4 o Ministério do Meio
Ambiente relaciona 20 mil espécies de plantas, 250 de mamiferos, 1020 de aves, 197 de
répteis e 340 de anfibios. Quanto aos invertebrados ja foram catalogadas mais de 990.000
espécies. O que esses dados apresentam em comum ¢ uma lacuna em relagdo a
biodiversidade microbioldgica presente na Mata Atlantica. As bactérias e Arqueas
representam dois ter¢cos da vida no planeta e, no entanto, menos de 1% das espécies
saoconhecidas. Grande parte desta diversidade estd nas comunidades microbianas do solo
que até pouco tempo atrds eram inacessiveis aos pesquisadores.

O solo sustenta uma diversidade de micro-organismos que ainda ndo foi totalmente
explorada. Estimativas apontam que em apenas uma tnica grama de solo existam de 2000 a
8,3 milhdes de bactérias (Gans et al, 2005; Schloss & Handelsman, 2006), sendo que uma
parcela significativa corresponde a bactérias naocultivadas. Até recentemente, a deteccdo e
identificacdo de micro-organismos em amostras ambientais era baseada em técnicas de
plaqueamento e cultivo em meios seletivos e/ou ndo-seletivos e, métodos de observagio
direta em microscépio (Torvisk et al, 2002). Os micro-organismos que conseguem crescer
em meios artificiais ndo sd@o necessariamente metabdlica ou numericamente dominantes no
meio natural de onde foram retirados, havendo uma forte selecdo em func@o da habilidade
dos micro-organismos em se desenvolverem em meios com altas concentragdes de nutrientes
e geralmente em condigdes aerdbias (Hugenholtz, 2002; Myuzer e Ramsing, 1995).
Entretanto, considerando-se que todos os meios de culturas sdo seletivos para os diversos
grupos de micro-organismos e que nem todos podem ser recuperados do ambiente, as
contagens de células vidveis raramente sdo quantitativas e representativas da diversidade de
organismos em uma amostra. Nocaso de comunidades microbianas que degradam compostos
toxicos e xenobidticos, as interagdes fisicas e quimicas entre as espécies podem levar ao
estabelecimento de comunidades microbianas mistas estdveis, representando uma variedade
de habilidades catabdlicas interdependentes. Neste contexto, tornam-se evidentes as
limitacdes impostas pelos estudos de culturas puras em cultivo de laboratério. Métodos para
contagem direta de células ao microscépio ndo dependem docultivo de micro-organismos e,
consequentemente, sdo mais adequados para uma andlise quantitativa de comunidades
microbianas em amostras ambientais. Por outro lado, estes métodos sdo pouco
discriminatorios e, portanto, ndo sdo adequados para o estudo da estrutura e distribui¢do de
populacdes ou comunidades microbianas (Pickup, 1991).

A complexidade gendmica que é recuperada por técnicas de cultura no laboratério é
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inferior a 40 genomas (Torsvik e Ovreas, 2002). Isto representa uma informagio incompleta
em relacdo a complexidade gendmica da biota no solo, ndo fornecendo detalhes sobre a
variabilidade funcional e diversidade taxonomica.

Os micro-organismos tem evoluido a 4 bilhdes de anos e em virtude a essa trajetdria
evolutiva e da necessidade de adaptagdo aos mais distintos ambientes, acumularam uma
impressionante diversidade genética, que excede, em muito, a diversidade de organismos
eucaridticos (Ward, 1998).

Uma nova perspectiva surgiu com o advento da biologia molecular, que tem
permitido interpretar mais facilmente a diversidade estrutural e funcional dos micro-
organismos nos solos. Viarios métodos tém surgido para caracterizar a comunidade
microbiana, incluindo os micro-organismos ndo-cultivaveis, produzindo sequéncias de novas
linhagens filogenéticas, através da utilizacdo do DNA genOmico extraido diretamente de
amostras ambientais.

A diversidade microbiana estrutural vem atualmente sendo estudada através de
métodos que se baseiam na investigacdo de parte da sequéncia do DNA ambiental,
notadamente o gene 16S rDNA (assinaturas moleculares) em bactérias, e 18S rDNA para
fungos, que é amplificado por PCR e posteriormente caracterizado através da clonagem e
sequénciamento ou entdo analisado por eletroforese, por meio das técnicas de Ardra, T-
RFLP, RAPD, RISA, DGGE/TGGE e SSCP, obtendo-se um perfil da comunidade
microbiana. Este tipo de andlise tem-se tornado muito popular para auxiliar a identificagcdo de
bactérias ndoconhecidas (Elsas e Smalla, 1995; Derakshani et al., 2001; Torsvik e Ovreas,
2002). O gene rDNA 16S € rotineiramente aplicado, por ser uma molécula com propriedades
adequadas, uma vez que: (i) estd presente em todas as bactérias, (ii) apresenta tanto regides
conservadas, como regides varidveis, o que torna possivel o desenho de primers e sondas
com diferentes niveis de especificidade, (iii) sua sequéncia tem informagdo suficiente para
realizacdo de andlises de inferéncia filogenética, e (iv) um grande nimero de sequéncias ja se
encontram disponiveis em bases de dados de livre acesso (Muyzer, 2000).

Os solos de florestas tropicais possuem ecossistemas riquissimos e explordveis em
termos de diversidade devido a rica e complexa interag@o entre o meio ambiente, fauna, flora
e microbita. Conseqiientemente, a diversidade de genomas pr oCaridticos em solos de
floresta, estimada ao redor de 6.000 genomas por cm’, é maior que a observada em solos
utilizados para fins agricolas, estimada entre 140-350 genomas cm™, ou para pastagens, entre

3500-8800 genomas cm” (Ovreas e Torsvik, 1998; Torvisk, et al.,1998).
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A Mata Atlantica brasileira possui uma grande diversidade, juntamente com as
florestas Amazdnica e Cerrado, mas dados sobre a biodiversidade presente na Mata Atlantica
sdo preliminares e para poucos grupos microbianos (Moreira et al., 1993; Attili, 1994). A
maioria dos estudos sobre a diversidade tem sido em solo de pastagens, agricultura
(Duineveld et al., 2001; LaMontagne et al., 2003; Diallo et al., 2004) e em solos de florestas
temperadas (Axelrood et al., 2002; Chow et al., 2002; Hackl et al., 2004) e poucos sdo os
estudos que caracterizaram a diversidade de bactérias de solos de florestas tropicais. Estudos
recentes tem identificado a microbiota de solo de Mata Atlantica, utilizando a técnica de
sequénciamento de genes 16S rDNA, verificando a predominincia dos seguintes tdxons:
Streptomyces sp. (26,5 %); Bacillus sp. (10,3 %), Brevibacillus sp. e B. pumilus (8,8 % cada
um); Paenibacillus sp. (7,35 %); S. venezuelae e S. viridobrunneus (5,9 %); e B. agri e P.
larvae (4,4 %), Alfa-Proteobacteria (4,4 %); Acidobacteria (2,95 %), Gama-Proteobacteria
(1,5 % cada) e bactérias nao-cultivadas e ndo-classificadas (7,35 %) (Andrielle, 2008). A
abundancia de espécies como Streptomyces e Bacillus, e outras bactérias Gram-positivas
relacionadas, tal como Paenibacillus e Brevibacillus, tem como nicho ecoldgico principal os
solos (Madigan et al, 2004). Neste ambiente desempenham atividades metabdlicas
fundamentais, incluindo a degradacdo e reciclagem de matéria orgénica, pois ambos 0s
géneros sdo saprofitos e liberam enzimas extracelulares para a degradacdo de compostos
organicos presentes neste ambiente. Sendo esperado encontrar esses géneros em ambientes

como florestas naturais (Andrielle, 2008).

A versatilidade bioquimica e diversidade de bactérias representam uma enorme
variedade de genes que sdo ainda desconhecidos. Muitas fun¢des gé€nicas estdo sendo
descobertas, particularmente, para remediacdo ambiental e propdsitos industriais. Assim, o
uso de bactérias abre diversas areas de exploracdo biotecnoldgicas, que dita a necessidade em
tentar isolar novas linhagens ou espécies microbianas do solo, bem como, estudar seu

metabolismo.

Os produtos naturais sdo responsaveis direta ou indiretamente, por cerca de 40% de

todos os farmacos disponiveis na terapéutica moderna (Calixto, 2001)

O género Streptomyces, abundante em solos, tem merecido destaque em estudos de
bioprospeccdo, devido a sua versatilidade na produg¢do de diversos produtos naturais de
ampla atividade bioldgica. Sdo bactérias Gram-positivas filamentosas que formam pseudo-
micélios e apresentam um ciclo de vida complexo (Hodgson, 2000). Sdo bactérias que podem

desenvolver micélio superficial e submerso, por vezes fragmentdvel, com hifas de 0,5 a 2,0
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um de diametro, fato que as levou a serem inicialmente classificadas como fungos. Muitas
apresentam ainda a formacdo de esporos aéreos, conidios, dispostos em cadeia ou em
esporangios (Figura 2). A natureza pleomoérfica destas bactérias também contribui para a
manuten¢do da estrutura dos solos, assim como, ocorre com as hifas de fungos. De fato, a
capacidade de suprimir ocrescimento de outros micro-organismos, pela producdo de
metabdlitos secunddrios, € uma grande vantagem para a sobrevivéncia destas espécies nos
solos, em virtude da extrema competicao por recursos limitados que ocorrem em decorréncia
da abundancia de micro-organismos neste ambiente (Osburne et al., 2000). Ainda, diferentes
compostos organicos presentes nos solos sdo degradados por Streptomyces, incluindo lignina,

compostos hiimicos, queratina, pectina e amido (Hodgson, 2000; Madigan et al, 2004).

s
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Figura 2. Representacio esquemadtica de uma coldnia de um Actinomiceto na qual se evidenciam: o
micélio submerso, o micélio superficial e as cadeias de conidios.

Outro género de bactéria como os Bacillus também sao efetivos na produgdo de uma
ampla variedade de antimicrobianos ndo se restringindo apenas a producdo de enzimas
(amido, celulose, hemicelulose e xilana) (Yilmaz et al., 2006). A familia pseudomonadaceae
produz diversos compostos bioativos, como por exemplo, o antibidtico ferrazina (Campbell,
et al., 1993).

Dentre os compostos do metabolismo secunddrios, presentes em organismos
procardtiocs e eucaridticos, a classe dos policetideos tem-se destacado pela diversidade de
moléculas com ampla atividade biolégica. O processo de busca e descoberta de produtos
naturais a partir de micro-organismos vem sofrendo alteracdes nos modelos desencadeados
pelos avangos da biologia molecular, gendmica, metagendmica e bioinformatica (Bull, 2000).

A exploragado da diversidade metabdlica, fisioldgica e genética dos micro-organismos,
resultou, nos dltimos 50 anos, numa ampla gama de compostos bioativos de aplicacdo na

medicina, inddstria e agricultura (Rondon et al., 1999; Gillespie et al., 2002; Rodriguez-
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Valera, 2004).

A busca pela biodiversidade e bioprospec¢do de novos micro-organismos tornou-se
uns dos principais focos da era biotecnoldgica, onde a utilizagcdo destes organismos na busca
de solugdes vem crescendo, ndo apenas pela sua extraordindria capacidade em produzir uma

grande variedade de metabdlitos, mas também pela sua adaptabilidade genética.

2.2 Metabolismo Microbiano e Vias Metabolicas

As atividades metabdlicas associadas ao crescimento celular compdem o metabolismo
primério, onde os metabdlitos produzidos sdo principalmente enzimas, dcidos organicos,
etanol, entre outros. No, entanto, a sintese de metabdlitos secundarios, nio essenciais
aocrescimentocelular, é produzida no final ou durante a fase estaciondria podendo ser
sintetizado via ribossomal ou nao-ribossomal (Kleinkauf e Von Dohren, 1996).

A diversidade microbiana do solo permite fazer uma ampla anélise de varios genes
(metagenoma) de diversas vias do metabolismo secunddrio, importantes, envolvidas na
produc@o de compostos bioativos. Os metabdlitos secunddrios sdo sintetizados por micro-
organismos e plantas, através de uma via complexa com miltiplos passos, envolvendo
reacOes enzimadticas e ndo enzimaticas (Figura 3). Nos micro-organismos, a capacidade de
produzir metabdlitos secunddrios estd relacionada com a taxa de crescimento vegetativo
(formacdo de conidios e esporos). A taxa maxima de producdo de antibidticos e outros
metabdlitos secunddrios (pigmentos, alcaldides, micotoxinas, inibidores de enzimas e outros)
tem sido observada, quando hd uma diminuicdo de quantidades de nutrientes no meio, e
quando ocorre uma invasdo ou defesa. Este fendmeno foi chamado de
“regulagdocatabdlica” (Demain, 1992). Isto pode ser uma reag¢do fase-dependente na
biossintese de muitas drogas.

Uma variedade de condicdes estressantes no meio ambiente pode contribuir para a
produc@o de metabdlitos secunddrios, como: temperatura, pH, radiagdo e concentracio de
oxigénio. Durante o processo de adaptacdo, devido a falta de nutriente no meio, ocorre a
producdo de metabdlitos e consequentemente acimulos de intermedidrios metabdlitos
(precursores) que induzem a produgdo de drogas (Demain, 1992). Os precursores em
excesso, podem ser excretados para o meio ou convertidos em produtos que sdo

metabolizados.
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Figura 3. Vias do Metabolismo Secundario.

A produgdo de metabdlitos tem muitas fungdes exdgenas e enddgenas, como: (i)
protecdo contra organismos competidores; (ii) regulacdo nos processosde comensalismo,
simbiose e antagonismo; (iii) protecdocontra radiacdes nocivas (luz ultravioleta); (iv)
detoxificagdo; (v) regulacdo enddgena de sinais para a morfogénese e tr oCa de material
genético; (vi) formacdo de um biosistema como sinalizacdo interespecifica entre micro-
organismos, plantas e animais; (vii) fornece material para a construcdo da parede celular;
(viii) producdo de feromdnios; (ix) fornece suplemento de reserva que nio estd acessivel para
outros micro-organismos; (x) producdo de compostos inibidores docrescimento de
organismos competidores (Kleinkauf e Dohren, 1997).

A biossintese dos metabdlitos secunddrios envolve uma interagdo entre atividade
enzimdtica e formacdo de proteinas complexas (Von Dohren ef al., 1997). A estrutura das
enzimas envolvidas na biossintese desses metabdlitos é caracterizada pelo arranjo modular,
encontrando-se de forma correspondente, blocos de sequéncias repetidas nos genes que as
codificam (Etchegaray et al., 2004).

Os genes responsdveis pela biossintese de antibidticos encontram-se agrupados em
“clusters” (agrupamento génico), que ocupam entre 15 a 100 kb, nesta regido génica
encontram-se também os genes reguladores e de resisténcia ao antibidtico (Hutchinson,
1998). Sao conhecidos apenas dois antibidticos que possuem genes biossintéticos que ndo
estdo localizadosnocromossomo e, sim em plasmideos, s@o eles: metilomicina (Kinashi,

1987) e lancacidina (Hayakawa, 1979).
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Os fatores de transcricdo, codificados por genes que ndo estdo presentes nocluster
biossintético, podem regular a produ¢do de metabdlitos secundérios. Esses genes regulam
multiplos processos bioldgicos e geralmente respondem a estimulos ambientais, como pH,
temperatura e nutricio, como por exemplo, o AreA um regulador do metabolismo de
nitrogénio que auxilia na produc@o de fumonisinas B1 em Fusarium verticillioides (Kim et
al., 2008).

O metabolismo secundario torna-se interessante devido a produgdo de uma variedade
de compostos de interesse comercial (antibidtico, antifiingicos, imunossupressores,
antitumorais, inibidores de enzimas, toxinas, pigmentos, entre outros) os quais sdo moléculas
organicas complexas produzidas por uma cadeia de reacio enzimatica.

O significado bioldgico da producio de antibidticos e seu mecanismo de expressdo
génica no micro-organismo produtor ainda ndo € muito claro, embora do ponto de vista
ecoldgico a producdo destes compostos estd relacionado a sobrevivéncia do micro-organismo
na natureza. Tanto quanto se sabe, os micro-organismos produtores de antibidticos
distribuem-se por trés grupos de organismos formadores de esporos: fungos filamentosos (ex.
Penicillium chrysogenum), bactérias formadoras de enddsporos (ex. Bacillus subtillis) e
bactérias Actinomicetos (ex. Streptomyces griseus).

Sdo numerosos os exemplos de antibidticos atualmente em uso produzidos pelo
género Streptomyces (Actinomiceto) e que possuem uma genética e bioquimica bem
caracterizada, como € ocaso de linhagens de S. griseus que metabolizam a estreptomicina,
estreptidina, candimicina e outros. J4 foram descritos mais de 25 clusters génicos que
codificam para biossintese, regulacio e transporte de antibidticos (Egan et al. 1998). Dois
genomas de Streptomyces ja foram sequenciados, o de S. coelicolor (Bentley et al., 2002)
produtor de actinorrudina e S. avermitilis (Ikeda et al., 2003) produtor de avermectina.

Streptomyces é um dos géneros de micro-organismo mais abundante no solo, de fécil
isolamento e de grande importincia econdmica, tendo em vista que cerca de 70% dos
antibidticos comercializados sdo produzidos por esse género (Chater, 1989; Egan et al.,
1998). Desta forma, hd um enorme interesse sobre este g€nero devido a vasta gama de
metabolitos secunddrios produzidos pelas diversas espécies, tais como: antibidticos,
antitumorais, anti-helminticos, inseticidas, moduladores da resposta imune, inibidores de
enzimas, surfactantes e outros compostos naturais (Vinning, 1990).

Os micro-organismos que produzem antimicrobianos uteis também estdo entre os

géneros Bacillus, Penicillum e Cephalosporium. Ambos os processos, biossintéticos e o
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mecanismo de resisténcia podem ser transmitidos entre vérias espécies e gé€neros
heterogéneos. Um exemplo disto, a produgdo de giberelina e dcido jasmonico,
exclusivamente em plantas, tem sido encontradas em muitos micro-organismos. A
transferéncia lateral de genes biossintéticos bacterianos, em seu habitat natural, t€ém sido
verificado em andlises comparativas de sequéncias 16S rRNA e sequéncias do gene que
confere resisténcia a estreptomicina, strA, e observou -se a transferéncia desse gene em seis
isolados de Streptomyces (Egan, 1998). Este € um processo interessante que evidéncia a
variabilidade genética em relacdo a producdo de antibidtico, aumentando as chances de
encontrar novos produtos bioativos. Entretanto, chama a atenc¢do para um problema que vém
aumentando que € o processode resisténcia adquirida aos antibioticos.

Os Actinomicetos s3o uma fonte excepcional na produgdo de metabdlitos
secundarios, sendo responsavel por mais da metade de todos os antibidticos descoberto até a
data (Berdy, 2005). Fato que incentivou grupos de pesquisas a explorar as sequéncias do
genoma de Streptomyces coelicolor (Bentley et al., 2002) e Streptomyces avermitilis (Omura
et al., 2001), os quais revelaram informagdes sobre os clusters biossintéticos, demonstrando
que, o mesmo tidxon estudado tem potencial para producdo de novos metabdlitos. Dados
gendmicos juntamente com as ferramentas de bioinformaética tem sido utilizados ndo somente
para prever a estrutura quimica dos metabdlitos anteriormente observados, mas também para
desenvolver métodos de fermentacdo para aumentar a sua producdo (Lautru et al, 2005;
Gross et al, 2007; McAlpine et al., 2005). Estes métodos possuem um potencial para eliminar
a redundancia de isolamento de compostos previamente descritos permitindo estudos
detalhados de fermentagdo ou experimentos moleculares através da clonagem focalizando
linhagens com alta probabilidade em produzir compostos com novas estruturas quimicas.

Uma classe de metabdlitos secundarios em destaque e bastante estudada em
Actinomicetos sdo os policetideos (PK), que possuem uma ampla atividade biolégica por
produzirem diversas estruturas de substincias naturais e um mesmo produtor é capaz de
produzir mais de um composto policetidico. Este filo constitui um enorme grupo de bactérias
com 5 subclasses e 14 subordens, exibindo uma diversidade quanto a sua fisiologia e
morfologia (Boone, 2001; Gao et al., 2006). Os compostos policetideos possuem diversas
atividades farmacoldgicas importantes como potentes antibidticos, antitumorais,
antifingicos, agentes imunossupressores, antifingicos, antivirais (Yadav et al., 2003; Das e
Khosla, 2008).

Os policetideos s@o uma grande familia de produtos naturais encontrados em
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bactérias, fungos e plantas, e incluem muitos medicamentos importantes clinicamente, como
a tetraciclina, daunorrubicina, eritromicina, rapamicina e lovastatina. Grande parte da
investigacdo sobre a biossintese dos policetideos é devido a diversos fatores: a) o seu
potencial biolégico onde esses compostos produzem uma infinidade de substidncias com uma
ampla atividade; b) pelo seu enorme valor comercial; c¢) o interesse em estudar a estrutura
destas moléculas que fornecem dados sobre a reatividade catalitica das enzimas policetideos
sintases (PKS), bem como, elucidar seu mecanismo molecular de interacao proteina-proteina;
d) pela versatilidade e receptividade destas enzimas PKS que permitem a geracdo de novos
compostos, tornando dificil o acesso a estas substincias, como por exemplo, através da

biossintese combinatorial (Shen, 2003).

2.2.1 Vias Biossintéticas dos Policetideos

Os policetideos constituem uma grande classe de metabdlitos secundarios,
apresentando uma das maiores diversidades estruturais entre os produtos naturais (Figura 4).
A maioria desses compostos estd ativa em diversos sistemas bioldgicos. Portanto, a busca de
policetideos em micro-organismos em ambiente pouco explorado vem sendo apontada como

uma boa estratégia para pesquisas de substancias bioativas.
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Figura 4. Exemplos de estruturas dos metabdlitos secundérios policetidicos (Staunton e Weissman,

2001).

Cerca de 570 genomas ji foram sequénciados (Benson et al., 2008) contribuindo para
o entendimento e busca de novos genes biossintéticos. Uma grande quantidade de genes
envolvidos na sintese de produtos naturais tem sua estrutura definida sendo possivel predizer
a especificidade do substrato através de ferramentas in silico (Yadav, et al., 2003), onde é
possivel definir as regides dos dominios das enzimas nas vias biossintéticas.

Tem sido observado que a distribuicdo dos genes policetideos nos genomas
bacterianos ndo € proporcional ao tamanho do genoma tendo uma distribui¢do desigual entre
os taxons (Tabela 1). Postula-se que os genes policetideos sdo raros ou ausentes em genomas
menores de 3 Mb e, acima de 5 Mb parece haver uma correlacdo linear entre o tamanho do
genoma e oconteudo de genes PKS. Evidente que mais sequéncias dos genomas devem ser

obtidas antes que possamos entender qualquer correlacdo entre o tamanho do genoma e
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oconteudo de genes PKS (Donadio et al., 2007).

Tabela 1. Andlise de genomas por Filo.

Filo Genoma® Tamnho® Genes PKS°  Densidade®
Actinobacteria 18 70 044365 452991 1.940
Aquificae 1 1590791 0 0.000
Bacteroides 5 11 776893 2628 0.035
Chlamidiae 9 11 601785 0 0.000
Chlorobi 1 2 154946 0 0.000
Cyanobacteria 8 26 666055 51 826 0.583
Dein oC oCci 2 5411638 0 0.000
Firmicutes 63 1 58832396 133511 0.251
Fusobacteria 1 21 74500 0 0.000
Planctomycetes 1 7 145576 11197 0.470
a-Proteobacteria 25 77 768614 39940 0.154
p-Proteobacteria 13 59 473882 236438 1.193
v-Proteobacteria 59 247393752 540 029 0.655
0- Proteobacteria 4 15 226925 0 0.000
¢-Proteobacteria 6 10 640511 0 0.000
Spir oChaetes 6 15 806532 0 0.000
Thermotagae 6 1 860725 0 0.000
Total 223 737 569 886 1468 560 0.597

*Quantidade de genomas sequénciados; "Tamanho do genoma (pb); “Tamanho dos
genes policetideos; ¢ Porcentagem de genes policetideos obtidos, dividindo o
tamanho dos genes pelo o tamanho do genoma.

Fonte: Donadio et al., 2007.

A sintese dos policetideos é dividida em trés grupos de acordo com os arranjos dos
dominios das sintases, tipo I, II e III, neste trabalho focalizamos somente as vias
biossintéticas dos policetideos tipo I e tipo II. Os policetideos sdo uma grande familia de
produtos naturais medicinalmente importantes, com sintese similar a via dos acidos graxos,
que sdo formadas através da condensacdo de unidades de aciltioester como a malonil-CoA e
metilmalonil-CoA. O esqueleto de carbono é sintetizado devido a vdrios passos de
condensagdo descarboxilativa de pequenas 4cidos carboxilicos tioesteres, utilizando um
coordenado grupo de sitios ativos (Yadav et al., 2003).

A molécula policetidica na sua sintese inicial é composta de uma cadeia aglicona

(sem agucares) constituindo o esqueleto policetidico sintetizado a partir de precursores como
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o acil-coA apés varios ciclos de condensacdo e posterior reducdo dos grupos ceto e a outra
parte da molécula podem conter vérios actcares derivados de glicose 1-fosfato. Desta forma,
pequenas moléculas acil sao adicionadas na cadeia em crescimento e sdo modificadas. Esta
via forma diversas estruturas com diferentes atividades bioldgicas. Conforme a atuagdo
doconjunto dos dominios das policetideos sintases (PKS) durante a biossintese, os
policetideos podem ser compostos aromdticos polihidroxilados (como a maioria dos
pigmentos fingicos), compostos alifaticos pouco oxigenados (ou policetideos parcialmente
reduzidos, como a lovastatina) e alifaticos altamente reduzidos (e.g. dcidos graxos) (Shen,
2003; Moss et al., 2004). O entendimento de como esses fatores de expressdo génica atua é
um grande desafio.

Os macrolideos, as antraciclinas, as estatinas, tetraciclinas, os polienos e poliéteres,
todos esses grupos de compostos sdo policetideos sintetizados a partir de moléculas
precursoras de acil-CoA.

Desde os primeiros relatos sobre PKS I em bactérias em 1990 (Cortes et al.1990,
Donadio et al, 1991), PKS tipo II em 1984 (Malpartida e Hopwood, 1984; Motamedi e
Hutchinson, 1984) e PKS tipo IIl em 1999 (Funa et al., 1999), tem servidocomo um
paradigma a comunidade cientifica explicar a complexidade da diversidade estrutural destes
compostos e um desafio para produzir compostos sintéticos através das ferramentas
biotecnoldgicas.

O médulo da PKS ¢ sintetizado por um conjunto de enzimas possuindo no minimo
trés dominios denominados de PKS minima: as enzimas, cetosintase ou cetoacil sintase (KS)
catalisa a reacdo de elongacdo sendo responsidvel pela condensacdo descarboxilativa
(condensacdo tipoclaisen); aciltransferase (AT) dominio que seleciona e ativa o substrato;
proteina carregadora de grupo acil (ACP), transporta o substratocom unidades acil
participando da elongagdo da cadeia, possui uma regido com fosfopantenil (PP); outros
dominios podem ser encontrados entre os dominios AT e ACP como: cetoredutase (KR);
dehidratase (DH), enoil redutase (ER) e a metiltransferase (MT) que sdo capazes de
modificar a unidade acil apds sua condensacdo (Shen, 2003; Foestner et al., 2008).
Usualmente pode conter outro dominio, o tioesterase (TE) responsavel pela ciclizacdo
completa da cadeia acil. Normalmente este dominio encontra-se na dltima posi¢do no ultimo
moédulo. Neste sentido, a molécula policetidica pode sofrer modificagdes pds-sintese, tais,
como, metilagdo, ciclizagdo, alquilacdo e glicosilagdo. Estes dominios adicionais geram uma

diversidade de estrutura de moléculas. Os dominios apresentam sitios cataliticos distintos
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com motivos estruturais conservados importantes para a atividade catalitica. A atividade da
PKS estd relacionada com a presenga de sequéncias de aminodcidos cisteina presente em
ambas PKS I e II (Shen, 2006). Apresentam uma similaridade na estrutura modular dos
dominios cataliticos € no mecanismo de montagem linear.

H4 dois tipos de PKS I, o modular (normalmente em bactérias), que sintetiza
compostos reduzidos, representada pelos compostos: eritromicina, avermectina, rapamicina e
sorafeno; PKS 1 iterativo (fungos) representado pela lovastatina, avilamicina e 6-dcido-
metilsalisico. A compreensio de como o PKS I modular e o iterativo atuam ainda é limitado.
No entanto, € evidente que essas vias possuem um potencial em produzirem uma diversidade
de estruturas de metabdlitos policetidicos e, portanto, é uma importante ferramenta no
desenvolvimento de drogas através da biossintese combinatdria, seja pela utilizacdo dos
genes conhecidos ou através da descoberta de novos genes. Como uma alternativa
metodoldgica teria a reprogramacgdo da biossintese, através de mutagdes, delecdes, insercio
de médulos, inativacdo de dominios entre outros experimentos (Staunton e Weissman, 2001;
Yadav et al., 2003; Moss et al., 2004). O alvo mais utilizado para estudos de biodiversidade é
a enzima KS cujo dominio é conservado entre as espécies.

As policetideos sintases tipo I modular, sdo enzimas multifuncionais, que podem
atuar de forma sucessiva como um sistema modular Unico, com numerosos dominios
(m6dulos distintos) com um tnico sitio ativo, cada mddulo € responsdvel pela adicdo das
unidades de acetiltioester para o elongamento da cadeia B-ceto. Cada dominio € utilizado
uma vez durante todo o processoonde cada sitio ativo faz uma reacdo bioquimica, ou seja,
um moédulo é responsdvel por um round de extensdo da cadeia. Na via biossintética,
encontramos varios clusters génicos de PKS I. Um exemplo, a via de sintese da eritromicina,
onde hé necessidade da atuac@o de trés genes ery I, ery I e ery IlII, que codificam para as
enzimas DEBS 1, 2 e 3, chamadas de eritromicina sintase. Cada proteina carrega e condensa
unidades acil nocomposto eritromicina (Moss et al. 2004; Ginolhac et al., 2005) (Figura 5).
Os médulos DEBS 1, DEBS 2 e DEBS 3, com aproximadamente 350kDa cada, possui uma
homologia estrutural com a sintese de dcidos graxos de vertebrados, possuindo vdrias
atividade enzimaticas capaz de promover um ciclo de condensa¢iio e um certo nimero de
reducdes, que variam segundo a posi¢do da molécula que o mddulo sintetiza, assim, em
posicdes do macrolideo que sdo totalmente reduzidas formando uma ligacdo alifética (C-C),
como nos acidos graxos. Cada moédulo atua em uma etapa de condensacdo de precursores

acil-coA e processa ocarbono 3 especificamente segundo os dominios existentes no médulo.
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Figura 5. Representacdo docluster génico da sintese da eritromicina (PKS I) (Staunton e Weissman,

2001).

Em geral na via PKS I modular ha uma linearidade dos moddulos na sintese do
produto, baseando-se em andlises do produto sintetizado e ndo nas ORFs. Entretanto, as
ORFs podem ser transcritas no mesmo sentido tendo uma linearidade, ou seja, os genes estao
na mesma ordem nocromossomo (Moss et al. 2004). Dentro deste contexto, a unidade
extensora acil em um moédulo passa para a KS a dowstream do médulo com alta fidelidade.
Uma caracteristica importante que auxilia no estudo de bioprospeccdo de novos clusters
biossintéticos. Exceto na biossintese dos compostos avermictina e rapamicina, os genes nao
estdo na mesma ordem nocromossomo, entretanto, os genes estdo programados para atuarem
de uma forma linear na formacdo da cadeia policetidica (Schwecke et al.,1995; Omura et al.,
2001).

O sistema PKS I iterativo, utiliza cada sitio ativo do médulo repetidamente para
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condensar a cadeia de carbono do acetato ou do malonato (como na sintese da lovastatina)
(Hutchinson et al., 2000; Castoe et al., 2007). Na via de sintese docomposto policetideo I, o
dcido 6-metilsalicilico (6-MSAS), modelo de estudo deste grupo de moléculas, necessita de
quatro unidades cetidicas iniciadoras (uma molécula de acetato e trés de malonato). Os
dominios de 6-MSAS estdo na seguinte posicdo: KS, MT, DH, KR e ACP. Apesar do
mecanismo de sintese ndo estar totalmente elucidado, na via ocorre em trés passos para
catalisar a extensdo da cadeia em niveis diferentes de reducdo da cadeia em cada fase. Por
exemplo, na primeira fase ocorre a direta condensacdo do grupo malonato, enquanto na
segunda condensagdo ocorre uma reducdo e desidratacdo do recém grupo cefo formado; no
terceiro ciclo, a cadeia sofre ciclizacdo, desidratacdo e enolizagdo para formar o composto
aromatico 6-MSAS. Neste caso ndo ha o dominio tioesterase, um mecanismo para a liberagdo
da molécula tem sido proposto, no final da sintese hd participacdo de unidade ceteno
intermediaria (Staunton e Weissman, 2001).

Entretanto, devido as defini¢cdes dos tipos de PKS alguns autores discutem sobre a
definicdo para os compostos sintetizados pelo sistema PKS tipo 1. Bechthold e colaboradores
(1997) publicaram um trabalho sobre a biossintese da avilamicina em Streptomyces
viridochromogenes Tu57. A avilamicina A(2) é um antibidtico oligossacarideo, que contém
uma grupo 4cido dicloroisoeverninico. O interessante é que em se tratar de uma bactéria o
mais sensato seria esperar que, este antibitico é produzido pelo sistema de PKS II
responsavel pela sintese de compostos aromaticos. No entanto, quando o cluster génico da
avilamicina foi clonado e os genes sequénciados, o cluster foi claramente identificado como
do sistema PKS T iterativo. Isto é, apresentou alta homologia com o dcido metilsalicilico 6-
sintase (MSAS) de Penicillium patulum. Outros exemplos desta natureza t€m desde entdo,
sido descritos.

A acgdo dessas enzimas PKS em conjunto ou uma expressdo diferenciada de alguma
delas deve resultar em diferentes classes de policetideos. Dada a grande importincia dos
policetideos, esfor¢cos vém sendo feitos para se conseguir a expressdao controlada dos genes
que codificam as enzimas PKS. Na natureza, a expressdo dos genes PKS é dependente de
uma série de fatores ainda poucoconhecidos.

Um numero de policetideos aromadticos € sintetizado pelo sistema PKS II em
Actinomicetos presentes em solos. Estes exibem atividades, tais como, anticincer (ex.
doxorrubicina), antibacteriana (ex. oxitetraciclina), antinfiingica (ex. pradimicina), antiviral

(ex. A-74528), antiparasitario (ex. frenolicina), entre outros (O’Hagan, 1991; Das e Khosla,
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2008). Os policetideos sintases tipo II, similar as sintases de acidos graxos de bactérias e
plantas, possuem proteinas conservadas com tamanho que variam de 5 a 50 kDa (Das e

Khosla, 2008).

As bactérias que sintetizam policetideos do sistema PKS tipo II, sdocompostos por
enzimas mono ou bifuncionais responsaveis pela biossintese dos policetideos aromaticos que,
ndo requerem extensos ciclos de reducdo e desidratacdo. A atividade enzimdtica para a
elongacdo e processamento da cadeia de policetideos estd presente em polipeptideos
separados (Castoe et al., 2007). A PKS minima é composta por 3 genes relativamente
conservados nocromossomo, que codificam enzimas cetosintases que possuem duas
subunidade KSa e KSP e a proteina ACP (Figura 6). As subunidades KSa e KS B (ou KS-
CLF) sdo heterodimeros de [P-cetoacil sintases e atuam catalisando as reacOes de
condensagdo entre o aciltioéster e ocrescimento da cadeia carbonica (fator de elongagdo de
cadeia). A proteina ACP por sua vez, age como uma ancora durante a sintese da cadeia e nos
passos subsequentes de modificagdo do esqueleto carbdnico. No entanto, a acdo das enzimas
codificadas pela PKS minima ndo ¢ suficiente para a forma¢do do composto final. Para isso
sd0 necessdrios passos subseqilentes, onde enzimas como as ciclases, aromatases e
cetoredutases, sintetizam as dobras e ciclizagdes necessdrias para a formacdo da estrutura
policiclica presente nos compostos policetideos tipo II (Metsa-Ketela er al., 1999).
Subunidades adicionais, incluindo cetoredutase, ciclases (CYC) e aromatases (ARQO) definem
o padrdo do intermedidrio nascente poli-B-ceto. As enzimas PKS II atuam de uma forma
coordenada na formagdo do esqueleto policetidico de tamanho varidvel que como
mencionado nao é reduzido antes que os ciclos de condensacdo terminem e a molécula seja
liberada pela PKS (Figura 7).

Os policetideos tipo I siocomumente encontrados em Actinomicetes e somente dois
exemplares de bactéria gram-negativa sdoconhecidos (Brachmann et al., 2007 ; Sandmann et
al., 2007).

Hopwood e colaboradores (1990) foram pioneiros na descoberta do cluster
biossintético docomposto Actinorodina produzido por S. coelicolor, auxiliando na

compreensdo de como atua a enzima PKS II.

Uma classe de moléculas policetidicas tipo II amplamente estudadas, sdo as
antraciclinas, os quais possuem um amplo espectro de agdo sendo indicadas para o
tratamento de diversas neoplasias. O modo de agdo destas substincias € baseado na sua

habilidade de se intercalar ao DNA de forma nao covalente, impedindo a sintese de DNA e
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RNA, além de alterar a membrana e produzirem radicais livres. A teoria que vém sendo
muito estudada € de que essas substincias atuam impedindo a acdo da topoisomerase II.
Dentre as antraciclinas destaca-se a cosmomicina D, produzida por S. olindensis que tem sido
estudada por nosso grupo de pesquisa (Furlan et al, 2004; Garrido et al., 2006). Também se
verificou que esta substancia intercala no DNA e induz apoptose em células tumorais (Furlan

et al, 2002 e 2004).

PKS minima

I

Actinorodina

Figura 6. Via biossintética de produ¢do do policetdnico actinorodina em Streptomyces coelicolor,

indicando a atuac@o da policetideos sintase (CLF-KS ou KSa e Kf) do sistema PKS tipo
II. (Keatinge—Clay et al., 2004).

O ndmero de novos compostos identificados como antraciclinas chega a 2.000, mas
apenas 6 sdocomercializados. Um dos compostos que tém sido mais estudado, devido sua
importante atividade quimioterdpica, é a doxorubicina. Este composto € andlogo a

daunorubicina produzida por S. peucetius.

Muitos clusters génicos para o PKS tipo II t€ém sidocaracterizados, tornando possivel
a expressdocombinatoria de varios genes de diferentes clusters, gerando metabdlitos

aromaticos hibridos, processochamado de biossintese combinatdria (Reeves, 2003). Devido a
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complexidade das moléculas e a dificuldade de modificacdo de sua estrutura, esta técnica

permite a formacdo de um novo produto biossintético natural.

actl
actlll actVIl actlV

N 35;5;

ORFI1 ORF2 ORF3

KEY: g KS, I:l I:I ﬂ . Cyclase/aromatase
[[] ks, { MinimalPKs KR
. ACP I:I other

Figura 7. Organizacdo docluster biossintético PKS tipo II (Staunton e Weissman, 2001).

Ja foram caracterizados mais de 500 policetideos aroméaticos em Actinomicetes,
entretanto, poucas moléculas possuem estruturas similares. A diversidade das moléculas PKS
IT € devido & modificagdo apds a formacdo da cadeia policetidica (p6s-PKS) (Moore e Piel,
2001).

O desenho racional de novos produtos policetideos através da manipulagdo de clusters
biossintéticos tem sido alvos de estudos de vdrios pesquisadores (McDaniel et al., 1995;
Khosla et al.,, 1996; Ranganathan et al., 1999). A versatilidade funcional das multienzimas
modulares tem sido demonstrada em experimentos através da manipulacdo através da
inativacdo, substituicdo ou adicdo de dominios (Yadav et al, 2003). A base para
compreender a especificidade na formagdo da molécula de policetidica estd na elucidagio das
sequéncias de aminodcidos dos varios dominios.

Os policetideos sintases possuem regides conservadas sendo alvos para screening de

novas moléculas.
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Atualmente a taxa de descoberta de novos organismos produtores destes compostos
tem diminuido. Sendo necessdrias novas abordagens para acessar esta biodiversidade de
micro-organismos produtores presentes nos solos (Wawrik et al., 2004). Seow e
colaboradores (1997) construiram primers homoélogos a regides consenso presentes nos genes
KSpB e ACP de policetonicos tipo II. Analisando os fragmentos clonados, encontraram novas
sequéncias de sintase de policetonicos. Uma estratégia semelhante foi utilizada por Metsa-
Ketela e colaboradores (1999), que construiram conjuntos de primers degenerados
homoélogos ao gene KSo de Streptomyces de solo para a triagem de micro-organismos
produtores de policetdnicos.

Courtois e colaboradores (2003) utilizaram primers degenerados homoélogos a PKS
tipo I de policetideos como sondas moleculares para a triagem de 5000 clones de uma
biblioteca metagendmica. Ao final, obteve 11 novas sequéncias sintases de policetideos e
dois novos compostos policetideos tipo I.

Kellner e Zak (2009), estudaram a diversidade de genes de PKS tipo I que sdo
transcritos por micro-organismos presentes em amostra de solo de floresta através da
extragdo de RNA ambiental e constru¢ido de uma biblioteca de cDNA. Os autores analisaram
20 clones contendo fragmentos do gene PKS I (cetosintase) contendo 663 a 941 pb que
foram amplificados com primers degenerados desenhados para fungos. Na andlise
filogenética feita através do alinhamento com sequéncias de aminodcidos dos genes parciais
de PKS I evidenciaram a presenca de 22 clones que foram agrupados com fungos produtores
de moléculas reduzidas e 2 clones agrupados com grupos de bactérias. Os autores ressaltam
que mesmo utilizando primers especificos para KS de fungos foi possivel amplificar PKS de
bactérias. Portanto, estd técnica tem sido vidvel para o estudo da diversidade dos genes de
PKS e o uso das sequéncias obtidas para expressdo heteréloga.

Através destes estudos de diversidade de genes policetidicos fornece a possibilidade
em postularmos sobre a homologia das sequéncias e sua origem entre os diversos grupos
microbianos.

A sintese de compostos policetideos € uma via diversificada com ampla atividade
bioldgica estando presente em varios organismos; sO este fato gera motivagdo para
entendermos como essas moléculas evoluiram e tem se diversificado na natureza. Um fato
bastante intrigante e que tem levado os pesquisadores a postularem uma teoria a cerca do
surgimento dos genes biossintéticos, é devido a sua similaridade com a sintese de 4cidos

graxos, e a presenca de genes similares em organismos distintos. Andlises sobre a evolugdo
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de PKS microbiano revelaram um processoevolutivo entre PKS e sintases de 4cidos graxos

(FAS) (Jenke-Kodama e Dittmann, 2009).

2.2.2 Evolucao dos genes PKS

Alguns autores t€ém postulado sobre a evolugdo da via de PKS, acreditando-se que
exista uma conexdo entre as via de dcidos graxos (FAS) e PKS. A via de biossintese de
dcidos graxos (FAS) estd presente em todos os organismos e, tanto a via de FAS como PKS
usam o mesmo nucleo de atividade enzimatica (Kodama et al., 2005). O passo inicial de
sintese na via de FAS e PKS € muito similar, onde se utilizam unidades acil, como molécula
precursora acetil e malonil, muitas vezes é a mesma molécula precursora que € condensada
de forma sequéncial durante os passos de elongacdo na cadeia de carbono em crescimento
(Figure 8). As diferencas entre PKS (entre as diversas sinteses de policetideos) e FAS séo o
ndmero e tipo de precursores acil, a redugdo dos grupos ceto e o passo final de ciclizacdo
(p6s-PKS) (Hpwood and Sharman, 1990; Hutchinson e Fujii. 1995; Revill et al., 1996).
Kodama e colaboradores (2005) realizaram um estudo filogenético dos dominios KS das vias
de FAS e PKS e verificou que as classes de policetideos sintases sdo similares a estrutura das
FAS de acidos graxos, havendo uma similaridade das enzimas KS tipo I com as FAS tipo |
de fungos e animais, enquanto que as enzimas KS tipo II assemelham-se as FAS tipo IL
Andlises filogenéticas dos vérios tipos de FAS e PKS de diferentes organismos revelam um
processode evolugao em conjunto destas duas importantes vias biossintéticas (Figura 8).

O sistema de PKS I modular parece em muitos genomas bacterianos sequénciados,
em maior frequéncia em genomas de S. avermitilis e B. subtilis. Entretanto, ndo aparecem
nos genomas de Clamidia e Spirochaetales, sendo encontrado nos genomas Firmicutes,
Proteobactérias, Cianobactérias e Actinobacteria (Kodama et al., 2005). Em estudos de
filogenia revelam uma relagio entre os genes de PKS entre diferentes grupos microbianos.

Tem sido relatada a participagdo de alguns genes do sistema FAS que sdo homoélogos
a determinados genes no sistema PKS, como, por exemplo, o gene fabD que codifica para a
enzima AT do sistema FAS tipo II, este enzima participa na biossintese dos policetideos
aromadticos actinorhodina em Streptomyces coelicolor (Revill et al., 1996) e tetracenomicina
em Streptomyces glaucescens (Su mMers et al., 1995; Florova et al, 2002). Também

enzimas envolvidas na biossintese do ®-3-acidos graxos polinsaturados de Shewanella sio
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similares as enzimas de PKS I iterativo, assim como, as enzimas envolvidas na sintese da
avilamicina, neocarzinostatina e mixocromide em Mixobactéria e Strepromyces (Metz et al.,

2001; Wenzel et al., 2005).

PKS minima e FAS minima:
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Figure 8. Biossintese PKS e FAS mostrando as fungdes das diversas atividades realizadas pelas
subunidades ou dominios das policetideos sintases. O dominio da TE pode estar presente
ou ndo no ultimo médulo da policetideo sintase. Note-se que esses dominios estdo
também presentes na tipica estrutura dos dominios das sintases de dcidos graxos (FAS).
(KS: Ketosynthases; AT: Acil transferase; KR: Cetoredutase; DH: Desidratase; ER:
redutase Enoil; TE: Thyoesterase) (Adaptado de Janke-Kodama, 2005).

Em andlises filogenéticas dos dominios presentes em FAS e PKS revelam
similaridades entre diversas espécies. Alguns autores postulam que hd uma tnica origem
comum para a via de FAS e PKS, a hipétese de que uma enzima ancestral tenha evoluido

adquirindo novas fungdes para se tornar mais eficiente. Neste sentido, uma proteina
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carregadora de acil, a acil transferase poderia ter dado origem a uma PKS rudimentar. Outra

hipétese é de que houve condensacdo da enzima PKS tipo II dando origem a PKS tipo I

multifuncional, sendo esta caracteristica herdada para as células eucaridticas (Hopwood,

1997; Kodama et al, 2005; Ridley et al., 2009). Virios eventos genéticos contribuem para

diversidade quimica dos policetideos tipo I, como mutagdes, recombinacdo homologa,

duplicacdo génica e transferéncia horizontal. Todos estes eventos sdo mecanismos vidveis

que contribuem para a diversidade dos PKS multimodular (Ridley, et al., 2009).

FabH
Archaea

FabH
Bactera

FAS-|
|_ Animals
10
L Iterative PKS-
g9 Fungi
Modular PKS-1
| (cis-AT)
Bacteria
Modular PKS-|
| (trans-AT)
Bactena
6
Iterative PKS-|
Bacteria
Glycolipid
— synthases
Bactera
FAS-
Fungi
FAS-|
Bacteri
FabF

Bactena
Chloroplasts
Mitochondria

PKS-II
Bacteria

iterative

non-
iterative

iterative:

Figura 9. Representacdo esquematica da relac@o filogenética entre FAS (em cinza) e PKS (em
branco) (Jenke-Kodama e Dittmann, 2009).
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2.2.3 Prospeccao Biotecnolégica do Metagenoma

Estd evidente que a natureza, mas precisamente, os solos possuem uma diversidade
ainda inexplorada devido a dificuldade em acessar esta biodiversidade, metodologias
alternativas tem sido atualmente empregadas para andlise da diversidade metabdlica destes
organismos ndocultivdveis. O metagenoma € uma técnica inovadora, mas ainda de dificil
aplicabilidade, exigindo esforcos de varios grupos de pesquisa para adequar as metodologias
que sdo publicadas.

O metagenoma é uma técnica que visa a andlise do genoma da comunidade
microbiana do meio ambiente através da andlise do DNA ambiental, que compreende cerca
de 99% dos organismos que ndo sdocultiviveis em laboratério, cerca de 10° células pr
oCaridticas e mais de 2.000 tipos de genomas/g de solo. Com a biblioteca metagendmica
gerada com esta técnica podem-se fazer dois tipos de andlise para se obter informagdes sobre

0 metagenoma, que sdo: a) andlise funcdo-especifica, onde a identificacdo de clones que

z

expressam uma determinada caracteristica é analisada. Estd técnica tem vdrias limitagcGes
durante a expressao, em relag@o a linhagem hospedeira sendo necessario todo ocluster génico
para a expressdo; o tamanho do insertoclonado é primordial, onde bibliotecas com
fragmentos de insercdo de 2 a 10 kb sdoconstruidos em plasmidios ou vetores de expressdao
lambda e clusters génicos preferencialmente exigem biblioteca com insercéo entre 20 e 40 kb
em cosmidios e fosmidios e até 100 a 200 kb em cromossomos artificial bacteriano (vetor
BAC). Normalmente a linhagem hospedeira mais utilizada para clonagem E. coli pode
ndoconter as sequéncias promotoras para expressdo do gene ambiental, ou seja, ocddon usage

dos micro-organismos do ambiente pode ser diferente ao da linhagem hospedeira impedindo

a transcri¢do do gene alvo; b) Outra técnica refere-se a analise sequéncia-especifica, onde se

utilizam sequéncias conservadas do DNA de interesse, através de sondas para hibridacdo ou
produtos de PCR (primers), para analisar a biblioteca gendmica e, assim, identificar clones
que contenham a sequéncia de interesse (Figura 10) (Schloss e Handelsman, 2003). Nesta
metodologia quanto mais complexa a comunidade estudada mais esforcos com
sequenciamentos sdo necessarios. Hoje com o surgimento de novas tecnologias, como o
pirosequenciamento, é gerada uma maior quantidade de dados gendmicos dando uma maior
cobertura sobre a diversidade de espécies dentro de uma comunidade. Uma desvantagem da

técnica € seu altocusto.
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Figura 10. Técnicas utilizadas para obter informagdo da biblioteca gendmica gerada pelo
metagenoma (Schloss e Handelsman, 2003).

Devido as limitacdoes e dificuldades com a técnica de andlise das bibliotecas
metagendmicas, tem sido aplicado outra abordagem como o screening direto de genes
biossintéticos especificos, como a amplificacio do DNA com primers e construgdo de
bibliotecas metagendmicas do gene biossintético, fornecendo informacdes sobre a
biodiversidade metabdlica em um determinado ambiente. Alguns trabalhos utilizam esta

metodologia (Morinoto e Fuji, 2009). Em geral, os produtos obtidos por técnicas baseadas

45



em PCR sio fragmentos parciais de um gene alvo e para obter um gene funcional completo é
necessdrio recuperar regides de acompanhamento do fragmento parcial. Uma solucdo é
“metagenome walking” (Eschenfeldt et al., 2001; Uchiyama e Watanabe 2006; Yamada et
al., 2008), onde sdo desenhados primers para o fragmento alvo que foi parcialmente
amplificado (Morinoto e Fuji, 2009).

Por esta razdo, um amplo leque de abordagens descritas como a gendmica ambiental
(metagenoma) tem sido desenvolvidas para estudar as comunidades dificeis de cultivar ou de
organismos individuais, apesar de sua complexidade e variabilidade (Ferrer et al., 2008)
(Figura 11). Portanto, o termo metagenoma tem sido utilizado amplamente em pesquisa que
vio desde andlise funcional, identificacdo de um determinado gene de interesse de um
pequeno grupo em um meio ambiente (Tringe et al., 2005) até a descoberta de drogas (PLE

ver Schmeisser et al., 2007).
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Figura 11. Abordagens metodoldgicas utilizadas para analisar o DNA metagendmico.

Desde sua introducdo, a tecnologia de metagenoma tem identificado um ndmero

significativo de novos genes envolvidos em biocatilise e moléculas com alto potencial para

aplicacdo farmacéutica (Streit et al., 2004) (Tabela 2).
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Tabela 2. Identificacdo de genes utilizando diversas técnicas de metagenoma.

Alvo DNA Tipo Tamanho do | N° de Clones | Clones Positivos | Referéncia

(gene ou metagénomico | de vetor | inserto

enzima)

Agarase Solo Cosmidio | 25-40 kb 1.523 12 Yun et al.,

2004

Amilase Meio ambiente | Lambda | --------- 50.000 15 Richardson
(Patente et al., 2002
5,958,672)

Amilase Solo da jungdo | Plasmidio | 2-7 kb 30,000 1 Yun et al.,
de dguas 2004
subterraneas

Celulase Agua de Lago Lambda 2-10kb 114.000 4 Rees et al.,

2003

Esterase Solo Fosmidio | 30-40 kb 60.000 1 Ferrer et

al., 2005

PKS I, | Solo (lise direta) | Fosmidio | 35-40 kb 15.000 5 (PKSI) Van Elsas

NRPS et al., 2008

Atividade | Solo Fosmidio | ----- 113.700 1 Chung et

antifingica al., 2008

A maior parte dos trabalhos que utilizam a tecnologia de metagenoma tem focado

esforcos no estudo de um pequeno grupo de enzimas, incluindo lipases, esterases,
oxidoredutases, proteases, nitrilases, agarases entre outras (Lorenz et al., 2002; Voget et al.,
2003; Streit et al., 2004). Também sdoconhecidos estudos de metagenoma dirigidos para o
isolamento de genes envolvidos na biosintese de vitaminas (Streit et al., 2004). Foram
também encontrados novos genes de resisténcia a antibiéticos e que codificam proteinas de
membrana (Schloss et al, 2003). E, finalmente, trabalhos que visam o isolamento ou
expressdo de genes ou clusters biossintéticos de compostos bioativos, dos quais se destacam
a descoberta dos antibidticos turbomycin A e B a partir de metagenoma de solo (Gillespie et
al., 2002); de um antibacteriano da familia indirubina, com propriedades antileucémicas e
inibidores de tirosina-quinases (Osburne et al., 2000) e dois novos compostos de policetideos
da classe dos PKS tipo II (Seow et al., 1997).

Com a técnica do metagenoma antibiéticos como indirubina utilizada no tratamento de
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leucemias (Lim et al., 2005)e isocianida foram descobertos (Brady e Clardy, 2005). Brady e
colaboradores (2004) analisaram sete diferentes solos e dados do metagenoma revelaram 11
clones produzindo o antibidtico N-acitiltirosina e estudos sobre as suas sintases revelaram
que dez destes eram novas enzimas.

No entanto, poucas classes de genes biossintéticos de antibiticos, possuem regides
com similaridade suficiente para o desenho de primers ou sondas (Schloss et al., 2003). Uma
exce¢do sdo os genes que codificam as policetideos sintases (PKSs), presentes nas vias
biossintéticas de compostos policetdnicos. As PKSs sdo enzimas modulares que repetem
dominios contendo regides divergentes que possibilitam a sintese das variacdes estruturais
encontradas nesses compostos. (Schloss et al., 2003; Handelsman, 2004).

A arquitetura dos genes que codificam as PKSs contempla regides altamente
conservadas, ideais para a constru¢do de sondas ou primers como ja descrito em Vvarios
artigos na literatura (Seow et al., 1997; Metsa-Ketela er al, 1999; Courtois et al., 200;
Schirmer et al., 2005).

Nao héd na literatura estudos sobre a diversidade de genes de PKS I e PKS II
utilizando abordagens de metagenoma em amostras de solo de Mata Atlantica. Como
relatado nesta revisdo fica evidente que solos apresentam uma diversidade ainda inexploravel
e que as diversas metodologias para analisar o DNA ambiental, como a do metagenoma, € a

mais vidvel para estudos sobre a diversidade e genes metabdlicos ainda ndoconhecidos.

Com o desenvolvimento de novas biotecnologias e ferramentas de bioinformatica, a
descoberta de genes através das abordagens metagendmicas potencialmente
pode contribuir significativamente para a producio de novos compostos bioativos.

A busca de genes para novos anti-microbianos é provavelmente ocampo que mais
avanga
na metagenomica. Em sintese, deve-se salientar que no DNA ha novas sequéncias que
codificam para novas enzimas, mas que ainda sdo desconhecidas. Portanto, um dos desafios

do metagenoma € relacionar a tecnologia em descobrir novas fun¢des e implementar o

processode producdo das enzimas identificadas.
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3 Objetivo

Verificar a diversidade de genes das vias dos policetideos tipo I e tipo Il em

amostra de solo de Floresta Tropical. Para isso, as seguintes etapas foram necessarias:

1. Adequar as metodologias para extragdo de DNA ambiental da amostra de solo;

2. Detectar a presenca de genes de policetideos do sistema PKS tipo I e Il no DNA

metagendmico em uma amostra de solo de Mata Atlantica;

3. Construir as Bibliotecas de PKS I e PKS II e analisar com as sequéncias
depositadas no Genbak e posterior constru¢do de darvore filogenética para

bioprospeccdo metabdlica;

4. Isolar e identificar micro-organismos “néo cultiviveis”; verificar a producdo de

compostos bioativos dos isolados.
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4 Delineamento Experimental

5.1. SOLO DE MATA ATLANTICA

Metodologia independente de cultivo

Metodologia dependente de cultivo

5.2.0btenc¢iao do DNA metagenomico

de alto peso molecular

5.6. Selecao de microrganismos
desconhecidos (“nio cultivavel”)

Padronizacg@o dos protocolos de
extracdo de DNA em amostra de solo.

Deteccdo de genes biossintéticos da via
dos policetideos

Padronizag@o dos protocolos para cultivo
de microrganismos “ndo cultivavel”

5.3. Screening por PCR dos genes
de PKS I e PKSII no DNA de solo

Padronizagéo dos protocolos de
amplifica¢do por PCR para populagdes
mistas em DNA de alto peso molecular

5.4. Construcao de bibliotecas
metagenomicas para PKS I e PKS 11

Sequenciamento dos clones positivos e
andlise das sequéncias no Genbank

5.5. Construcio das arvores para o
gene PKS I e PKS I1

5.6.1. Selecao de bactérias e
analise da atividade dos extratos

5.6.5. Sequenciamento e
identificacio molecular por
16S rDNA

Figura 12. Fluxograma das principais estratégias utilizadas no presente trabalho.
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5 Material e Métodos:

5.1 Amostra de solo

As amostras de solo de Mata Atlantica foram coletadas na regido da Ilhabela
onde a biodiversidade da Mata Atlantica estd preservada. Recentemente, Ilhabela e Ubatuba
apareceram empatadas em primeiro lugar no ranking dos municipios brasileiros que
conservam o maior percentual de vegetacido nativa da Mata Atlantica em seus territérios, de
acordocom a quinta edicao do Atlas dos Municipios da Mata Atlantica, trabalho realizado em
parceria pela Fundagdo SOS Mata Atlantica e Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(Inpe). Ambos os municipios, de acordocom o Atlas, contam com 85% de seus territérios
cerca de 348,3 e 712,1 kmz, respectivamente cobertos pela Mata Atlantica, com Sao
Sebastido aparecendo em terceiro lugar no ranking nacional, com a floresta abrangendo 84%
de seus 401 km” de territério.

Para a coleta foi delimitado no solo um espaco de 2m’ e retiradas amostras
aprofundando no méaximo até 15 cm do solo. Para o armazenamento, o solo foi peneirado
para a retirada de fragmentos de vegetacdo e raizes, sendo armazenada a — 20 °C, para

preservacdo dos microorganismos (Berry et al., 2003).

5.2 Extracao de DNA total das amostras de solo:

Este passo foi o mais critico do projeto. O maior desafio foi estabelecer um
protocolovidvel para a amostra de solo rica em compostos organicos, o que dificulta ndo sé
na extracdo de DNA, mas em sua purificacdo, ja que estes compostos, como por exemplo, 0s
dcidos hdmicos podem ser co-extraidos. Foram testados varios protocolos com a finalidade
de obter um DNA de alto peso molecular, acima de 40 kb, e sem contaminacdes como:
presenga de 4cidos hudmicos, o que prejudicaria os passos subseqiientes de amplificagcdo e
clonagem. Para tal finalidade, varias metodologias foram empregadas segundo a literatura,

sendo estes utilizados na integra e com modificacdes (Tabela 3).
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Tabela 3. Métodos utilizados para extracéo e purificacio de DNA de solo de Mata Atlantica.

Método de Método de Purificacio Teste de Amplificacio de 16S
Extracao Resultados da Extracio rDNA ou Digestaocom Enzimas
de Restricao
Utilizagdo de PVPP ocorreu  extragdo de | As amostras apresentaram | As amostras nio foram
+ Bead-beater vel | DNA de todas as amostras | coloragdo marrom e ndo | amplificadas.
oC. 4, 30 s, com | de solo, porém estavam | foram purificadas.
pérolas de vidro 0,5 | bastante fragmentados
mM. (~15 a 20kb)
Lisozima + bead- | As amostras de solo que | As amostras apresentaram | Nao  ocorreu amplificacdo das
beater: (idem | que foram utilizadas no | coloragdo marrom e ndo | amostras.
anterior) Bead- | método 1, foram utilizadas | foram purificadas
beater vel oC. 5, 30 | novamente nessa
s, pérolas de vidro | extragdocom condigdes
1,0 mM. diferentes do bead-bader.
ocorreu extracdo de DNA
de todas as amostras
utilizadas. Fragmentos de
DNA entre 6 e 20 kb
aproximadamente.
PVPP + Lisozima + | ocorreu a extracdo de | Recuperacio de DNA da | As amostras nio foram
bead-beater (anexo | DNA, com rendimento | banda de gel de agarose | amplificadas.
II). Bead-beater: vel | muito inferior aos métodos | LMP 0,8%.
oCi. 4, 20 s, pérolas | 1e2.
de vidro 1,0 mM.
CTAB + proteinase | Pouca quantidade de DNA | As amostras ndo foram | As amostras nao foram
K+ bead-beater ou | extraido, porém a extracdo | purificadas. amplificadas.
shaker. foi maior quando utilizado
0 shaker. Grande
quantidade = de  DNA
degradado.
Lavagem prévias do | O DNA estava degradado.
solocom tampao
fosfato + CTAB +
proteinase K
(shacker)
protocolosegundo
Zhow
Protocolosegundo ocorreu  extragdo de | O DNA apresentava ainda
Zhow + Nycodens DNA, mas de baixo peso | uma coloracio marrom e
molecular de ~15 a 20kb. ndo foi purificado.
Protocolosegundo ocorreu extracdo de DNA | O DNA foi purificado | As amostras ndo foram
Zhow modificado com ~25kb. utilizando o kit GFX PCR: | amplificadas.
DNA  and  gel band
purification (Invitrogen). O
DNA fragmentou
ficandocom  baixo peso
molecular.
Idem ao 7 ocorreu extracdo de DNA | Foi  realizada o  prot | As amostras nao foram
em grande quantidade. | oColode eleroeluicio em gel | amplificadas.
Fragmentos de DNA ~ | de agarose. Pouca
25kb. quantidade de DNA e
algumas amostras
degradaram.
(Continua)
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Resultados da Extraciao

Método de Purificacio

Teste de Amplificacao

Método de de 16S rDNA ou
Extracido Digestaocom Enzimas de
Restricao
9 Idem ao 7 ocorreu extracdo de DNA | Duas purificacdes | As amostras nao foram
em grande quantidade. | sucessivas, sendo uma com | amplificadas.
Fragmentos de DNA 25kb. | o protocolode eletroeluicdo
e em seguidas modificagdo
no processode precipitacio
do DNA.

10 Idem ao 7 + adi¢do | ocorreu extracio de DNA | Duas purificagdes | A amostra de DNA foi
de guanidina 0,01M | em grande quantidade. | sucessivas, sendo uma com | submetida a
no tampdo de | DNA com fragmentos de | o protocolode eletroeluicdo | digestiocoma a enzima
extracao. 30kb. e em seguidas modificagdo | Hind III, ndo havendo

no processode precipitacdo | digestdo.
do DNA. Foi utlizado o kit

GFX ™DNA (Invitrogen)

para eluicdo do DNA, houve
fragmentagdo do DNA.

11 Protocolosegundo ocorreu extracdo de DNA | Foi realizado o protocolode | O DNA foi digeridocom
Zhow com | em grande quantidade. | eletroeluicio em gel de | a enzima BamHI. Nio
modificacdes  no | DNA com fragmentos de | agarose. houve digestio das
processode 30kb. amostras.
precipitagdo do
DNA

12 Protocolosegundo Nao houve extragdo de
Simonet et al., | DNA.

2001. Gradiente de
nycodenz

13 Extracdo de DNA | ocorreu a extracdo de Foram realizadas
utilizando kit Ultra | DNA. digestdes: somente com
Clean Mega Soil a enzima BamHI com a
DNA da Mo Bio enzima EcoRI e uma

dupla digestao
utilizando  EcoRI e
BamHI. Nao houve
digestdo do DNA.

14 Idem ao 13 com | ocorreu a extracio de (0) DNA foi
algumas alteracdes | DNA que ficou com amplificadocom primers
nos passos de | coloragdio mais clara. O 16S rDNA e houve

lavagem e
passagem pela
coluna(2x).

DNA obtido tem o tamanho
~de 50kb.

digestio do DNA com a
enzima HindIIIL.

(conclusao)

O protocolo ideal para a extragdo de um DNA com alto peso molecular foi obtido ao

utilizar o kit Ultra Clean Mega Soil DNA da Mo Bio. A principio a extracdo de DNA foi

feita utilizando na integra as recomendacdes contidas no kit, porém este DNA ndo apresentou

pureza suficiente, pois ndo ocorreu a digestdocom enzimas de restri¢do e nem a amplificacdo

por PCR, demonstrando a co-extragdo de contaminantes. Foram necessarias modificagdes em
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varias etapas durante a utilizagdo do Kit para a obtencdo de DNA de solo puro e de alto peso
molecular, incluindo: duas lavagens da amostra de solocom a solugido S4 para a remogao de
contaminantes; uma tripla purificacdo, sendo a primeira e a segunda feita em uma tUnica
coluna e a terceira numa coluna nova. Para complementar a purificagdo, o DNA foi
precipitado adicionando 10 mM Guanidina, etanol absoluto e NaCl 5M seguido de
incubagdo overnight a — 20 °C.

O DNA purificado foi observado em gel de agarose 6%. Como resultado foi obtido
DNA com alto peso molecular ~ 50kb e sem contaminantes observado através dos resultados
da amplifica¢do por PCR, utilizando primers universais ao Dominio Bactéria e, digeridocom
enzimas de restricdo. Para as amplificagdes e digestiocom enzima de restricdo Hind III, o

DNA foi diluido 1:10.

5.3 Amplificacdo dos fragmentos de DNA do solo com primers para o gene que

codifica para cetosintase das vias de PKS tipo I e tipo 11

Para a bioprospecgdo de genes biossintéticos de policetideos em DNA ambiental, foi
realizada a amplificacdo por PCR utilizando conjuntos de primers degenerados descritos na
literatura, especificos para os genes presentes nas vias de PKS I (Tabela 3) e PKS II (Tabela
4). Os primers utilizados para as amplificacdes sdocomplementares a regides altamente
conservadas de genes que codificam enzimas essenciais da biossintese de policetideos, as
sintases de policetdnicos (PKSs). Os primers para a deteccdo de PKS tipo II séo
complementares a regides homdlogas do gene KSa de Streptomyces spp. (Metsa-Ketela et
al., 1999). Para a deteccdo de PKS tipo I, os primers utilizados sdocomplementares a regides
com homologia aos genes que flanqueiam sitios ativos das enzimas PKS tipo I em

actinomicetos (Courtois et al., 2003).

A. Seqiiéncia dos primers para amplificacdo de genes relacionados a biossintese
de policetideos do tipo I:
Para amplificacdo de fragmentos relacionados a biossintese de PKs tipo I foi utilizada

a técnica de multiplex, sendo que, na mesma reacdo foram utilizados quatro primers (Tabela

4).
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Tabela 4. Seqiiéncias dos primers degenerados utilizados para a amplificacdo do gene KS de

PKS tipo L.
Seqiiéncia Autor
5’- CCSCAGSAGCGCSTSTTSCTSGA-¥ COURTOIS et al., 2003.
3’- GTSCCSGTSCCGTGSGTSTCS-5 COURTOIS et al., 2003.

5’- CCSCAGSAGCGCSTSCTSCTSGA-3” | COURTOIS et al., 2003.

3’- GTSCCSGTSCCGTGSGCCTCSA-5” COURTOIS et al., 2003.

(Simbolo dos primers degenerados: S= C ou G).

A padronizacao das reacdoes de PCR também foi realizada a partir da utilizacdo de diferentes
condicdes de amplificag@o e concentragdes de reagentes. O DNA somente amplificou quando
diluido 10X em uma solugéo de guanidina a 100 mM, tanto para a amplificacdo com primers
PKS I quanto PKS II. Para a amplifica¢do foi realizado um gradiente de temperatura de
anelamento do primer e a condicdo ideal para a amplificacdo foi: tampao de reacdo 1 X (20
mM Tris-HCL pH 8,4; 50 mM KCL); 2 mM de MgCl; 5% de DMSO; 200 uM de dNTP’s
(Inivitrogen); 0,6 uM de cada primer; 0,08 U de Taq polimerase (Invitrogen). Os parametros
usados no termociclador foram: 1 ciclo inicial de 96 °C por 5 minutos; 1 ciclo de 1 minuto a
64 °C; 1 ciclo de 72 °C por 1 minuto; 29 ciclos com desnaturacdo de 1 minuto a 95 °C,
anelamento de 1 minuto com temperaturas entre 55,8 °C a 61,1 °C, tempo de extensdo de 1
minuto a 72°C e 1 ciclo de extensdo final de 10 minutos.

As temperaturas ideais para a amplifica¢gdo do DNA do solo foram: 57,4 °C e 60,5 °C.
O fragmento amplificado na temperatura de 60,5 °C foi clonado no vetor pGem para a

construgdo da biblioteca.

B. Seqiiéncia dos primers para amplificacio de genes relacionados a

biossintese de policetideos do tipo I1:

A figura 13, ilustra ocluster génico que contempla os 3 genes, conhecidos como PKS

minima, presentes nas vias de produgdo de policetdnicos da classe PKS tipo II.
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Figura 13. Seqiiéncias e sitios de anelamento dos primers degenerados nocluster de PKS minima para
PKs tipo II de Streptomyces. KSa: B-cetoacil sintase, KSB: B-cetoacil sintase e ACP:
proteina carreadora de acil (Metsa-Ketela ef al., 1999).

A padronizagdo das rea¢des de PCR foi realizada a partir da utilizacdo de diferentes
condicdes de amplificacdo e concentracdes de reagentes. Foi realizado um gradiente de
temperatura de anelamento do primer e a condi¢@o ideal para a amplificacio foi: tampéo de
reacdo 1 X (20 mM Tris-HCL pH 8.,4; 50 mM KCL); 2 mM de MgCl; 5% de DMSO; 200uM
de dNTP’s (Inivitrogen); 0,8 uM de cada primer; 0,08 U de Taq polimerase (Invitrogen). Os
pardmetros usados no term oCiclador foram: 1 ciclo inicial de 96 °C por 5 minutos; 30 ciclos
com desnaturagio de 1 minuto a 94 °C, anelamento de 1 minuto com temperaturas entre 59
°C a 62,3 °C, tempo de extensdo de 1 minuto a 72 °C e 1 ciclo de extensdo final de 10
minutos. As temperaturas ideais para a amplificacdo do DNA foram de 59°C, 60,7°C e 62°C.
Estes trés fragmentos amplificados DNA podem conter seqiiéncias diferentes e, portanto,

foram clonados em vetor pGEM para construg@o da biblioteca metagendmica.

Tabela 5. Seqiiéncias dos primers degenerados utilizados para a amplificacdo do gene KSa

de PKS tipo II.
Seqiiéncia Autor
5’- TSGCSTGCTTCGAYGCSATC-3’ Metsa-Ketela et al., 1999.
3’- TCGCCBAAGCCGCCNAAGGT-5" Metsa-Ketela et al., 1999.

Simbolo dos primers degenerados: S=Cou G; Y=CouT; B=C,GouTeN=A, T, CouG.

C. Controles:

Tabela 6. Microorganismos utilizados comocontrole para as amplificacbes de genes
biossintéticos de policetdnicos PKS I e PKS II.

Microorganismos Caracteristicas docontrole
Streptomyces avermitilis Produtor de PKS tipo II
Streptomyces coelicolor Produtor de PKS tipo I e PKS tipo II
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5.4 Construcao da biblioteca metagenomica PKS I e PKS II

A partir dos produtos amplificados correspondentes aos genes catabdlicos da amostra
de DNA do solo, foram construidas duas bibliotecas metagendmicas para andlise de
similaridade dos genes das vias dos policetideos I e Il com as sequéncias referéncias
depositas no Genbank. Os fragmentos de DNA de solo amplificados com primers KS I e 11
nas temperaturas mencionadas foram clonadas utilizando-se o Kit pPGEM-T easy (Promega),
conforme instru¢des do fabricante. Ap6s o preparo da reacdo, o sistema de ligacdo foi
incubado por 7 h a 25 °C. Para a clonagem utilizou-se Sul da ligagdo, com a propor¢ao de
inserto:vetor de 3:1 e, para transformar células de E.coli XL1Blue competentes. A eficiéncia
de transformagdo foi de 10° transformantes ug'l DNA. A transformacio foi realizada por
choque térmico. Apds a adigdo da ligacdo nas células competentes, o tubo foi aquecido em
banho maria a 42 °C por 1 minuto e 30 segundos em seguida col oCado 1 minuto no gelo.
Para a recuperagdo das células foi adicionado ao tubo 500 ul de meio Luria-Bertani (LB;
Bertani, 1951) (NaCl 10 g/L; Triptona 10 g/L; Extrato de levedura 10 g/L) e levado a
incubagdo a 37°C por 1 hora. Em seguida a transformag@o foi plaqueada em meio LB Agar,
acrescido de ampicilina (USB; 100 pg/ml) e incubado a 37 °C por 16 horas, sendo
transferidas para geladeira até o repique das colonias transformantes. As colOnias
selecionadas foram passadas para placas de 96 pogos e crescidas em 150ul de meio LB com
ampicilina (USB; 100 pug/ml) a 37 °C por 16 horas e em seguida adicionados 50 pl de

glicerol 60%, para preservagdo das células, que sdo acondicionadas a temperatura de -70 °C.

5.5 Sequénciamento e analise filogenética dos genes PKS I e PKS II

A confirmacdo dos insertos foi realizada apds a extragdo do DNA plasmidial dos
clones tanto para a biblioteca PKS I e PKS II, utilizando o protocolo de MiniPrep (Maniatts,
1986) e amplificados por PCR com primers complementares aos sitios de clonagem do
plasmidio pGEM-T Easy Vector. Oconjunto de primers empregados para essa amplificacio
foi M13r (5-TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC-3"-) e M13f (5-
CGCCAGGGTTTTCCAGTCACGAC-3).
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Os plasmideos contendo inserto de aproximadamente 620 a 700 pb, tanto para PKSI,
quanto para o gene PKSII foram sequenciados em sequénciador automitico MegaBace
(Amersham Biosciences), empregando o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit fot MegaBace DNA Analysis Systems (Amersham Biosciences).

As sequéncias obtidas com cada com cada conjunto de primers empregados neste
estudo foram analisadas com auxilio do programa Phred/Phrap para verificacdo da qualidade
das bases. Para andlise de similaridade, as sequéncias de nucleotideos e aminodcidos foram
comparadas com as sequéncias depositadas no GenBank, utilizando respectivamente os
programas Blastn e Blastx (Altschul et al., 1997) docentro Nacional de Informacio
Biotecnoldgica (NCBI). Todas as anélises foram realizadas utilizando o programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (Mega 4). A obtencdo das sequéncias consenso foi realizada
utilizando o programa Chromas Procurrent Version 1:34.

Ap6s obtencdo das sequéncias “consenso”, as linhagens foram exportadas em formato
FASTA, formatagdo utilizada para inferéncia filogenética a partir do programa MEGA. As
construgdes das arvores filogenéticas para os clones das bibliotecas de PKS I e PKS 1I,
foram realizadas empregando o alinhamento multiplo dos nucleotideos dos genes de
policetideos sintase, respectivamente, com sequéncias recuperadas do Genbank. O
alinhamento foi feito utilizando o programa CLUSTALX (Thompson et al., 1997).

As darvores filogenéticas foram construidas pelo método de Neighbour-Joining
com teste de bootstrap em 1000 réplicas para calcular a confiabilidade da arvore. Nocaso do
método de Neighbour- Joining foi utilizado o modelo de distdncia p para comparacio de

topologia.

5.6 Isolamento de Bactérias do Solo

Para o isolamento de bactérias “ndo-cultivadas utilizamos dois protocolo descritos por

Janssen com modificagdes.

O primeiro protocolo (A) testado foi a utilizacdo do meio de cultivo AV 4gar (0.08
g/L de caldo nutriente; 15 g de gelatina e 0,6 mM de CaCl,; pH 6,0) (Jansen, 2000)
suplementado com ampicilina e cicloheximida (100 pg/ml). A adicdo de substdncias

quimicas inibidoras docrescimento de determinadas populagdes de micro-organismos no
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meio de cultura pode tornar as avaliagdes mais especificas. Utilizados 10 g de amostra de
solo que foi submetido as temperaturas de 37 °C e 70 °C por 1 hora. Em seguida o solo foi
ressuspenso em tampao fosfato de potdssio (1 M, pH 8,0) e, agitado a temperatura ambiente
nos tempos de 2h, Sh e 12h. Apds estes periodos o solo foi centrifugado a 10000 rpm por 20
minutos a temperatura ambiente. Aliquotas do sobrenadante foram semeados em meio de
cultura AV. As placas de cultura foram incubadas no escuro a temperatura ambiente por 6
semanas.

Foi utilizado outro protocolo (B) descrito por Jansen (2002) com as seguintes
modifica¢des: utilizamos 2,50 g de solo; ao solo foi adicionado 100 ml de dgua destilada
estéril e submetido a agitagdo em shacker (rotacdo de 200 rpm por 15 minutos), a
temperatura ambiente; sonicadas por 20 minutos. Ao final do protocolo aliquotas do
sobrenadante foram diluidos em tampdo PBS e plaqueados em meio DNB (0,08 g/l de

Nutrient Broth; 15 g de Gelatina; 0,6 mMol/l de Cacl,, pH 6,0). As placas foram vedadas e

incubadas no escuro a temperatura de 25 oc.

5.6.1 Extracao de Metabdlitos Intracelular e Extracelular das Bactérias Isoladas

do solo

a) Cultivo de Bactérias: Uma aliquota da suspensao de cultura das bactérias isoladas do
solo (armazenadas em glicerol a — 20 °C) foi adicionada em 50ml de meio R5 modificado
(R5M) (Tabela 6), cultivados a 28 °C por 48h em agita¢do a 200 rpm, para ativa¢do das
células. Apés o periodo um volume de Sml foi retirado deste meio e transferido para
50ml do mesmo meio R5M e cultivados a 28 °C por 4 dias em agitagdo a 200 rpm. Ao
final docultivo as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos a 10 °C, com o
sobrenadante (meio de cultura) segui-se o protocolo de extragdo de metabdlitos

extracelular e com o pellet celular segui-se com a extragdo intracelular de metabdlitos.
b) Extracao Intracelular e Extracelular de Metabdlitos:

«» Metabdlito Intracelular:

O pellet celular foi pesado e para a extracdo intracelular foi adicionado 2 vezes o peso do
micélio de Metanol, as culturas foram deixadas durante a noite em agitagcdo protegidas da

luz (evitar degradag@o). Apods este periodo o micélio foi filtrado para recuperar o solvente
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e concentrado em rotavapor. O frasco foi pesado para estimar a concentragdo do extrato e
foi recuperado eluindocom 2ml de metanol, proteger o frasco da luz. Os frascos foram

armazenados a -20 °C.

+» Metabdlito Extracelular:

Ao liquido fermentado (meio de cultura) foi adicionado 3% do volume de Acetato de Etila
(Taddei, 2006; Bonfim 2008), os frascos foram protegidos da luz e deixados durante a
noite em agitacdo a temperatura ambiente. O solvente foi recuperado em funil de
separacgdo, nesta etapa formam-se duas fases, o funil foi agitado para a separacdo e foi
adicionado 30% do volume de Acetato de Etila, desprezou-se o meio de cultura. O
solvente foi, entdo, recuperado. Ao solvente foi adicionado sulfato de s6dio anidro até
que o extrato fique transldcido, este foi filtrado e concentrar em rotavapor. Os frascos
foram pesados para estimar a concentracdo dos extratos e recuperados com 2 ml de

Metanol. Os extratos extracelulares foram armazenados a — 20 °C.

Em seguida prossegui-se com a leitura do extrato intracelular e extracelular em
espectofotdmetro para verificar os comprimentos de ondas dos compostos bioativos.

Furlan (2004) cita ocomprimento de onda para o antibidtico antraciclina.

Tabela 7. Formulagdo docaldo RS modificado (segundo Hopwood, 1985).

Componentes g/L
Glicose 10
Extrato de levedura 5
Casaminodcidos 0,10
Tris 3,09
Sulfato de potdssio 0,25
MgCl, . 6H,O 10,12

*0O meio foi esterilizado em autoClave por 15 minutos a 121 °C.

Apds a autoClavagem foram adicionados 2 mL de uma solu¢do de elementos tragos
(Hopwood, 1985), 10 mL de uma solugdo a 0,5% de KH,PO4 e 4 mL de uma solugdo a 5 M
de CaCl, . 2H,O0.
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5.6.2 Ensaio de Antibiograma Utilizando os Extratos Metabdlicos das Bactérias

do Solo

Foi realizado o antibiograma para verificar a susceptibilidade/resisténcia de uma
bactéria aocomposto bioativo, intracelular e extracelular extraidos das bactérias do solo. Para
isto, utilizou-se disco de difusdo de papel filtro depositado sobre a superficie do meio
Nutrient Brouht (NB, Gibco) onde se inoculou, por espalhamento, 100 ul de uma cultura
bacteriana previamente crescida em meio NB liquido a uma DO de 0,5-0,6 nm. A placa foi
incubada a 37 °C por cerca de 24 horas. A formacdo de um halo transparente sobre a
superficie do meio, ao redor do discocontento os extratos indica uma regidocom auséncia de
crescimento bacteriano, revelando a agdo inibitdria do agente antimicrobiano sobre a bactéria

teste. No nossocaso o meio NB e NA foram os melhores para este tipo de teste.

5.6.3 Ensaio de Antagonismocom as bactérias isoladas do solo

Foi realizado o ensaio de antagonismo das bactérias do solocontra os fungos, A.flavus,
Penicillum commune, Fusarim verticillioides, para verificar a capacidade de inibi¢do das
bactérias isoladas. As culturas de fungos foram cedidas pelo laboratério de Micologia do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.

Com a alg¢a de platina foi feito uma estria das linhagens isoladas do solo nocentro da placa de
petri contendo meio de cultura RSM. As placas forma incubadas a 30 °C por 4 dias. Apés o
periodo de crescimento, foi feito estrias dos fungos testes nas laterias da placa de petri. A
placa foi novamente incubada, mas a temperatura ambiente e no escuro de 3 a 4 dias. Como
resultado foi verificado a inibi¢do docrescimento dos fungos e feito a medi¢do da inibigéo.

Foi realizado o mesmo procedimento com as bactérias testes.
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5.6.4 Analise dos extratos brutos em CCD

A cromatografia de camada delgada (CCD) geralmente é o préximo passo, para uma
analise inicial para separar o extrato bruto e testar sua atividade. Consiste na separagdo dos
componentes de uma mistura através da migracdo diferencial. Técnica que permite a
separacdo de componentes em breve espaco de tempo, grande reprodutibilidade e baixo
custo. Desta forma, 10ul dos extratos intracelulares e extracelulares foram analisados em

diferentes sistemas de solventes (vide Resultados).

5.6.5 Analise dos extratos por CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)

As amostras dos extratos das bactérias isoladas do solo foram dissolvidas em
MeOH na concentragdo de 1mg/mL filtradas com filtros para seringa de teflon (3 mM,

0,45 pum) (Corning, NY).

A andlise por CLAE foi realizada em um sistema Shimadzu (Kyoto, JP)
constituida de duas bombas analiticas modelo LC 10AD, um detector de arranjo de diodos
SPD-M10Avp, um controlador SCL-10Avp, e um auto-injetor SIL 9A. O programa do
sistema Shimadzu Class VP foi empregado para o tratamento dos dados. Utilizou-se uma
coluna analitica Luna C18 (Phenomenex®, 25 cm x 4,6 mM, 5 um), sendo a fase mdvel
metanol e 4gua em um fluxo de 1 mL/min e eluida com o gradiente, no qual, de 0 a 2 min,
a porcentagem de metanol foi mantida em 20 %, em 25 min aumentada até¢ 100 % e

mantida até 30 min a 100%.

5.6.6 Analise dos extratos por CLAE/EM (Cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplado a um espectrometro de massas)

A andlise por espectrometria de massas foi realizada em um equipamento Quattro II
triploquadrupolo (Micromass, Manchester, U.K.) em modo “electrospray” positivo,
voltagem docapilar 4,5 kV e do ski mMer 40 V, os fluxos do gis nitrogénio
nebulizacdo e secagem foram de 250 e 30 L/h. O fluxo da amostra inserida no

espectrometro de massa foi de 180 pL/min. O sistema de CLAE (Shimadzu) consistia
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em duas bombas analiticas LC-10ADvp, um detector UV/Vis SPD 10ADvp em 280
nm, um controlador SCL 10Avp, injetor automdtico SIL 10ADvp e forno para colunas
CTO 10Avp. As amostras foram analisadas utilizando-se como fase mével MeOH (+
0,5 % de 4cido férmico) e H,O (+ 0,5 % de dcido férmico) em um gradiente, no qual de
0 a 25 min a porcentagem de metanol foi de 50 a 100 %, mantida nesse patamar até 30
min. O fluxo da fase mével foi de 1 mL/min porém o fluxo de inje¢cdo no massas foi de

100 pL/min utilizando-se um “splitter”.

5.6.7 Analise molecular das bactérias do solo através do gene rDNA 16S

Para verificar a filogenia das bactérias isoladas do solo, o DNA cromossémicro foi
extraido segundo proocolo para extracdo de DNA de Actinomicetos (Kieser, et al., 2000) e
foi amplificado por PCR utlizando primers para o Dominio Bactéria, 16S rDNA: 27f (5’
AGAGTTTGATCC/ATGGCTAG-3’, LANE, 1991) e 1401r (5-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3, HEUER et al, 1997). A reacdo de
amplificacdo foi otimizada e constitui-se de 0,2 UM de cada primer; 200 uM de dNTP's; 1X
de tampao para PCR (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl2 e 2,5 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen) totalizando um volume final de 25 pL.. Comocontrole positivo, foram utilizados
100 ng de DNA gendmico Streptomyces avermitilis. O programa de amplificacio inicia com
1 ciclo hot start de 5 minutos a 95 °C; 1 ciclo de 5 minutos a 94 °C; 34 ciclos de 1 minuto a
94 °C; 5 minutos a 63,5 °C e 1 minuto a 72 °C, com um ciclo de extens?o final de 10 minutos
a 72 °C. Todas as amplificagdes a partir da linhagem controle mostraram produtos com

tamanho esperado de ~1500 pb.
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6 Resultados e Discussao:

6.1 Analise Independente de Cultivo: Bioprospecc¢ao

Devido & grande biodiversidade de micro-organismos encontrada no solo e as
dificuldades técnicas em acessar uma por¢do significativa destes, optamos por utilizar a
técnica do metagenoma com o objetivo de caracterizar diretamente genes metabdlicos
presentes nas vias dos policetideos.

Este trabalho € inovador por utilizar amostras de solo de Mata Atlantica, uma fonte
ainda inexplorada de diversidade bioquimica, utilizando abordagem independente de cultivo
(metagenoma) e dependente de cultivo.

A amostra de solo foi coletada na regido da IlhaBela. O local da coleta apresenta uma
mata preservada. Esta amostra foi analisada, quanto a atividade microbiana e quantidade de
células bacterianas e flngicas (contagem por diluicio do solo nido sendo verificada a
viabilidade), pelo Departamento de solos e nutricio de Plantas da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo em Piracicaba (SP) (Tabela 8 e
Figura 14).

Tabela 8. Numero provavel de propdgulos por grama de solo.

Solo N°. de bactérias N°. de Fungos

Amostra 1 50,54 x 10° 5,05 x 10°

Producao de CO, da Amostra de Solo de Mata

0,60

mg de CO*/g
SE€CO S€Co

0,50
0,40 //
0,30

0,20

0,00

1° Dia 2° Dia 32 Dia 4° Dia 5° Dia 6° Dia 7° Dia 8° Dia

Figura 14. Producio didria de CO* na amostra de solo armazenada a — 20 °C.
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Os procedimentos na preservacdo e o periodo de armazenamento da amostra de solo
sao de grande importancia na avaliagdo da comunidade microbiana. As modifica¢des das
condicdes fisicas, quimicas e bioldgicas desta amostra devem ser minimizadas, visto que a
atividade dos micro-organismos é um processo dindmico ao longo do tempo dependendo das
condicdes ambientais (Andrade & Hamakawa 1994). A temperatura de armazenamento foi
significativa influenciando na atividade de micro-organismos no solo.

Metagenoma pode ser definidocomo andlise do DNA total (genomas) presente em
amostras do meio ambiente. Esta estratégia tem sido usada com bastante sucesso para acessar
qualquer informacdo genética disponivel em uma amostra até mesmo 0s micro-organismos
recalcitrantes estudados por outros métodos. O sucesso desta técnica depende basicamente da
eficiéncia de extracdo do DNA ambiental. A maior dificuldade foi em obter um DNA de
qualidade e com alto peso molecular ja que estdvamos procurando regides génicas que ficam

organizados em grupos (clusters) com tamanho que variam de 25 a 100 kb.

Os solos de florestas sdo ricos em matéria orginica, uma desvantagem para
purificacdo do DNA ja que muitos dos compostos, como os dcidos hiimicos, sdoco-extraidos
juntocom o DNA. Estes compostos orgénicos, geralmente presentes em amostras de DNAs e
RNAs de amostras ambientais, interagem com o DNA gendmico total, inibindo a acdo da
Tag DNA polimerase no PCR, interferindo na atividade de enzimas de restricdo, reduzindo a
eficiéncia de ligacdo e transformacdo e afetando a especificidade da hibridacdo do DNA
alvocom sondas (Zhou et al, 1996). Entretanto, muitos autores tem elaborado vérias técnicas
de extracdo de DNA do solo, para diversos estudos, porém ndo hd um protocolopadrio a ser
seguido ja que as amostras diferem quanto a quantidade de compostos organicos. Utilizamos
os dados da literatura para estabelecer um protocolo apropriado para nosso objetivo. Todos
os protocolos de extragdo de DNA ambiental testados utilizaram & lise direta das células na
matriz do solo, posterior extracdo e purificacdo. Foram testados 14 protocolos na integra e
com modifica¢des (material e métodos). Deparamo-nos com diversas dificuldades como:
rdpida degradacdo do material e impurezas que foram co-extraidas. Observamos que, em
geral, estes protocolos ndo eram ideais para nossa amostra de solo, pois obtivemos somente
DNA de baixo peso molecular e de baixa qualidade. Para inferir a pureza dos fragmentos de
DNA do solo obtidos, apds cada processo de extracdo e purificacdo testado, foram realizadas
digestdes com enzimas de restricdo e amplificacio por PCR com primers (iniciadores)

homologos as regides conservadas do gene rDNA 16S do Dominio Eubactéria (Bellicanta,
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2004).

Dentre os protocolos avaliados neste trabalho foram utilizados reagentes que
saocapazes de solubilizar os 4cidos hdmicos, como por exemplo, polivinilpolipirrolidona
(PVPP) e brometo de cetil-trimetilamdénio (CTAB). Porém, ndo foram eficientes para
purificar a amostra de solo. O protocolo amplamente utilizado para extracio de DNA de solo
descrito por Zhow (1996) foi empregado na integra e com modificagdes, nido sendo
apropriado para as amostra de solo de Mata Atlantica.

A obteng@o de DNA do solo livre de matéria orgénica e com alto peso molecular
ocorreu ao utilizar um kit de extracdo de DNA de solo (kit Ultra Clean Mega Soil DNA da
Mo Bio) (Figura 15). Nos primeiros experimentos ndo obtivemos DNA puro e precisamos
fazer algumas modificacdes no protocolodo kit. Este kit combina varios passos para a lise
completa dos micro-organismos, como: aquecimento, detergentes e ruptura mecanica por
pérolas (beads) especiais. Outros kits ja tinham sido utilizados como DNA Wizard clean up e

GFX ™DNA, na tentativa de purificacdo do DNA.

1 2 3 4 5

PM -—--';’_ ﬁ—'-'b _— T
- .

23kb 1

. R

Figura 15. Extracdo e amplificacdo por PCR do DNA ambiental. A) Extracdo de DNA do solocom
kit Ultra Clean Mega Soil DNA da Mo Bio: 1) PM: 2ul de A Hind 111; 2) e 4) 3ul de DNA
do solo digeridocoma enzima Hind III; 2 e 5) 2 pul de DNA do solo bruto; B)
Amplificacdo do DNA solocom primers tDNA 16S em gel de agarose 0,6%: 1) PM: 2ul
de A Hind 111; 2) 5 pl de DNA solo amplificado ~1500pb.

A etapa inicial para estudos metagénomicos como o isolamento do DNA ambiental é
a etapa crucial e dificil, onde é necessdrio fazermos algumas consideracdes. Primeiro, a
metodologia empregada para lise de células deve ser aplicada com cautela para evitar a

ruptura do DNA. A comunidade microbiana do solo é composta por arquaea, bactérias e
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protistas possuindo parede celular com caracteristicas proprias e, assim, variam em sua
susceptibilidade a lise. Em segundo, o DNA deve ser livre de substancias contaminantes que
interferem com seu processamento.

Apenas o método desenvolvido neste trabalho, foi adequado para obtencdo de DNA
livre de contaminagdo de uma amostra de floresta tropical. Com o método foi possivel obter
DNA >50 kb, com pureza suficiente para seguir com as andlises de bioprospeccao.

Devido as limitagdes das diversas técnicas abordadas para analisar o DNA em
bibliotecas metagendmicas, como baixa ou nenhuma expressdo docluster biossintético de
interesse, trabalhos da literatura evidenciam que um nimero grande de insertos ou sequéncias
repetidas na bactéria hospedeira como E. coli podem causar mutacdes no genoma do
hospedeiro, devido a instabilidade do genoma, inviabilizando a clonagem pela ndo expressio
do gene de interesse (Yang et al., 2006). Em se tratar de metagenoma este fato pode se tornar
um grande problema. A andlise abordada neste estudo € baseada na técnica da sequéncia-
especifica, onde o DNA ambiental foi analisado por PCR utilizando primers para as regides
conservadas das enzimas policetideos sintases I e II, para descoberta de novos genes.

Verificado a pureza e o tamanho do DNA do solo partimos para a segunda etapa do
nosso projeto a bioprospecgdo de genes marcadores policetidicos.

Obtivemos um DNA metagendmico com tamanho suficiente para iniciar a
bioprospeccdo de genes localizado sem clusters biossintéticos, sendo representativo da
diversidade microbiana. Para esta estratégia foram realizadas as amplificagdes parciais dos
genes, utlizando primers (iniciadores) degenerados especificos as regides conservadas do
gene presente na via biossintética de PKS I e PKS II em Actinomicetos. Os genomas de
alguns actinomicetos ji foram sequenciados, bem como, genes parciais dos clusters
biossintéticos de bactérias, auxiliando nos estudos comparativos das sequéncias e sobre
entendimento de como atuam essas sintases.

Os primers utilizados para a amplificacdo de genes PKS II foram desenhados por
Metsa-Ketela e colaboradores (1999) que utilizaram océdon usage para Streptomyces.
Inicialmente o DNA do solo ndo amplificou e tivemos que adequar o protocolode
amplificacdo. O DNA total do solo somente amplificou quando foi diluido em uma solugéo
de guanidina (material e métodos). Os dcidos humicos tem afinidade pela guanidina
minimizando sua interacdocom o DNA. Neste sentido, o DNA foi, entdo, amplificado em
diferentes temperaturas, tanto para o gene PKS I quanto para o gene PKS II (Figura 16).

Nestas diferentes amplificacdes pode haver genes de diferentes micro-organismos e, por isso,
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esses diferentes amplificados foram clonados em vetor pPGEM. Desta forma construimos duas
bibliotecas metagendomicas denominadas PKS I e PKS II. Na biblioteca PKS I o produto da
amplificacdo do gene na temperatura 60,5 °C (amostra 10) foi clonado em pGEM, (nio foi
possivel clonar o outro fragmento devido a pequena concentragdo de produto). Para a
biblioteca PKS II trés fragmentos amplificados para o gene foram clonados.

Com o fragmento clonadoconseguimos isolar 50 clones de PKS I, sendo que apds a
confirmacdo do inserto de 600 a 700 pb, através da extracdo plasmidial, selecionamos 31
clones para serem sequénciados. Um fato interesse ocorreu somente com a biblioteca de PKS
I, onde observamos uma inviabilidade da célula hospedeira E. coli linhagem XIL1Blue
utilizada para transformar. Ap6s 5 dias as células guardadas a 4°C ndocresciam mais em
meio de cultivo apropriado. Os plasmidios dos clones analisados foram armazenados a — 20
°C. No nossocaso as andlises com clones contendo os insertos de PKS I teriam que ser
estudados o mais breve possivel antes de perder a linhagem. Como ja mencionado hé relatos
somente de inviabilidade da célula hospedeira, nocaso particular do DNA metagendmico,
postulamos que os insertos de PKS I possam gerar algum composto toxico a célula

hospedeira.

Na biblioteca de PKS II, o DNA do solo foi amplificado em trés diferentes
temperaturas: 59 °C (amostra 1), 60,7 °C (amostra 5) € 62,3 °C (amostra 7). Estes fragmentos
foram clonados no vetor pGEM e foram gerados 70 clones dos fragmentos obtidos na

temperatura de 59°C; 70 clones dos fragmentos obtidos a 60,7 °C e 96 clones dos fragmentos

obtidos a 62,3°C.
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PM 57,4° 60,5°C 59°C 59°C 60,7°C 62,3°C

Figura 16. Amplificacio do DNA metagenomico pela técnica de PCR com primers para PKS I e
PKS II. A) DNA do solo amplificadocom primers para PKS 1, em diferentes temperaturas
de 57,4°C e 60,5°C e controle S.avermitillis; B) DNA do solo amplificadocom primers
para PKS II, nas temperaturas de 59°C, 60,7°C e 62,3°C. Gel de agarose 1%.

Com as bibliotecas geradas alguns clones foram selecionados e sequénciados em
Mega Base (material e métodos) em duplicata com os primers senso para os genes PKS I e
PKS 1II. As sequéncias com baixa qualidade de sequénciamento foram desconsideradas.
Obtivemos uma grande quantidade de sequéncias ruins em virtude dos primers utilizados
serem degenerados ocasionando erros, neste caso repetimos o sequénciamento utilizando
primers do vetor pGem M13. No total foram selecionados 31 clones da biblioteca PKS 1,
sendo que 18 clones tiveram boa qualidade de sequénciamento (duplicata) os quais foram
utilizados nas andlises de diversidade de genes PKS I.

Foram sequénciados 25 clones da biblioteca PKS II, sendo que 12 clones tiveram
bons resultados no sequénciamento sendo analisados quanto sua diversidade génica. Todas as
sequéncias em duplicata foram alinhadas utilizando o programa Mega e a sequéncia consenso
gerada foi analisada quanto a similaridade de sequéncias do Genbak.

As andlises de sequéncias obtidas da biblioteca PKS I mostraram aproximadamente
68% de identidade com sequéncias depositadas no Genbank para o gene cetosintase de PKS
I. Devido a complexidade e tamanho das sequéncias dos genes PKS I e PKS II (em torno de
14000 pb) as andlises de diversidade foram complicadas, sendo necessarios realizar multiplos

alinhamentos entre as sequéncias do Genbank e dos clones obtidos do solo.
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Na Tabela 9, estao representados resultados obtidos com as sequéncias depositadas no
Genbank, foi realizado alinhamento utilizando o programa Blastx.

Alguns trabalhos sobre diversidade de genes de PKS I em bibliotecas metagenomicas
nos forneceram pardmetros para a construgdo da drvore. A maioria dos trabalhos consegue
visualizar grupos de genes entra as divisdes de bactérias, sdo poucos 0s que conseguem
separd-los em grupos de compostos produzidos pelas bactérias referéncia, fazendo, assim,
uma correlaciocom os achados na amostra analisada (Pang, et al., 2008). A arvore foi
construida baseando-se no alinhamento de sequéncias de proteinas com as sequéncias
referéncias do Genbak

A maioria dos resultados obtidos com o alinhamento das sequéncias dos clones
revelou uma maior similaridade com PKS I modular presentes nas divisdes Actinobacteria,
Proteobactérias e Cianobactérias (Figura 17). Este resultado é um indicativo de que o
emprego dos primers degenerados desenhados para amplificar genes do género
Actinomicetes amplifica genes homodlogos pertencentes a  micro-organismos
filogeneticamente distintos. Uma vantagem para andlise de diversidade génica da cetosintase
de PKS L.

Os clones analisados apresentaram heterogeneidade sendo necessario estudar varias
sequéncias depositadas no Genbank. Entretanto, andlise filogenética mostrou que dentro da
divisdo Actinobacteria as espécies de Streptomyces foram as mais predominantes.

A presenca de organismos da mesma ordem em “clados” diversos é devido a

diferenca de composto produzido, podendo ter diferentes niveis de modificacdes pos-sintese.
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Tabela 9. Anélise da Biodiversidade das sequéncias de proteinas correspondentes aos genes

PKS 1
CLONES ? SIMILARIDADE | GENE Tamanho (pb) | LINHAGEM ®
KSI-1 80% angAl 736 Streptomyces eurythermus
(ABY21538.1)
KSI-5 80% PKS I 736 Bactéria “ndocultivavel”
(ACC99582)
KSI-6 85% fscE 736 Streptomyces sp. FR-008
Policetideo sintase (sintese (AAQ82567)
de Candicidina)
KSI-7 80% policetideos/ peptideo sintase 736 Myx oC oCcus xanthus DK
ndo ribossomal 1622
(ABG20988)
KSI-8 67% jerD 736 Polyangium cellulosum
(ABK32290)
KSI-13 78% Policetideo sintase 736 Scytonema sp. PCC 7110
(AAX44132)
KSI-14 81% onnB * 736 Bactéria “ndocultivavel”
Policetideo sintase (sintese Simbionte de Esponja
antitumoral) (AAV97870.1)
KSI-15 65% Dominio da  cetosintase Scytonema sp. PCC 7110
(PKSI) 736
(AAWS55365.1)
KSI-17 60% B-cetosintase 668 Nost  oC punctiforme PCC
73102
(YP_001866786.1)
KSI-18 67% PKSI 656 Bactéria ““ naocultivdvel”
(ABG20983.1)
KSI-20 59% PKS I 736 Chondromyces cr oCatus
(CAQ18833.1)
KSI-22 88% ChlA1 736 Streptomyces antibioticus
PKS I (AAZ77693.1)
KSI-23 80% B-cetosintase 736 Anabaena variabilis ATCC
29413
(YP325239.1)
KSI-24 74% PKS I 736 Nost oC sp. PCC 7120
(NP486686.1)
KSI-25 77% eritromicina sintase 736 Opitutus terrae PB90-1
(PKS I) hibridocom NRPS (YP_001818849.1)
KSI-30 82% PKS 736 Bactéria “ ndaocultivdvel”

(AAW84211)

@ Clones isolados da Biblioteca
® Entre parénteses nimero de acesso no GenBank.
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KSl-22 \

Saccharopolyspora erythraea DEBS3 CAA39583
Streptomyces antibioticus ChlAB AA277699

Streptomyces aureofaciens LipPks3 ABB05104
Streptomyces hygroscopicus HbmAl AY28225

S violaceusniger NigAlll ABC84457

Saccharopolyspora erythraea DEBS2 gi158430350 Grupo A
Saccharopolyspora erythraea DEBS1 YP001102988
1 Streptomyces cinnamoneus KS| BAHETA1T Dominio PKS I de
Streptomyces triostinicus KS| BAHET423 ACTINOBACTERIA

Streptomyces hygroscopicus FkbB AF235504-14
Strepmmyces hygroscopicus RapKS CAAB0549
Streptomyces eurythermus AngAl ABY215236
KSl-6
35 Streptomyces natalensis PimS1 CAB41041
Streptomyces cyaneogriseus BAFG5839
KSI1
KSI- 8
Sorangium cellulosum JerD ABK32290
Sorangium cellulosum AmbD ABK32258
Sorangium cellulosum JerC ABK32289
Sorangium cellulosum AmbC ABK32257
KSl-5
S1-30
MNostoc punctiforme ATCC 29133 AAWS5385
Stigmatella aurantiaca MtaE AF188287.5
Myxococcus xanthus DK 1622 YPG32575
KSl-15
Stigmatella aurantiaca stiC CAD19087
Theonella swinhoei OnnB AAVITET0 Gmpo B
] i—: Paederus fuscipes KSI AAR19304
100 KSl-14 Dominio PKSI de
Burkholderia pseudomallei KS| ZP0495376 nao ACTINOMICETOS

L a0 KSI-7
B —|:Roseovarius sp. ZP01878022

100 Cystobcter fuscus CtaD AAW03327
1o 4'——Stigmatella aurantiaca MtaD ZP01467099

| —————— KSk25

A

Cylindrospermopsis raciborskii CyrB ABX60161
Herpetosinphon aurantiacus ATCC 23779 YP001545184
Nostoc sp. NosB AF204805.2

KSl- 24
Gleothece sp. PCC 6909 AAX44106
Begguita sp. ZP01998719 j
(I
7

Figura 17. Anilise filogenética das sequéncias dos genes de PKS tipo I a partir da amostra do solo.
As linhagens referéncias foram obtidas do Genbank.
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Na analise das sequéncias dos clones apresentaram uma regidoconservada composta
dos seguintes aminodcidos CSSS sitio ativo do gene cetosintase da via PKS 1. Com excegdo
dos clones KSI-24 e KSI-25 que apresentaram a sequéncia CSTS.

A arvore filogenética demonstra um primeiro grupo (A) formado exclusivamente por
Actinomicetes evidenciando uma alta homologia entre os dominios de PKS entre espécies de
Streptomyces (bootstrap de 94%). Este cluster estd bem delimitado quanto a similaridade de
sequéncias KSI, revelando uma variabilidade genética intra-especifica (Figura 18 do ramo 1
da arvore). Neste agrupamento somente trés clones apresentam similaridade com os
Actinomycetes sendo KSI-22, KSI-8 e KSI-1. Oclone KSI-22 possui similaridade com o
moédulo DEBS1 de Saccharopolyspora erythraea produtor da eritromicina, no entanto, na
arvore observamos que a sequéncia doclone parece ter alguma divergéncia com as sequéncias

do modulo DEBS3.

Eritromicina
alon Clorotricina
J-£L \
Saccharopolyspora erythrasa DEBS3 CAA39E83— P Li L.
Streptomyces antibioticus ChlAB AA277699 1.mp(.)n.nc1na
Nigericina

Streptomyces aureofaciens LipPks3 ABB05104 —> > 1A

M Streptomyces hygroscopicus HomAl AY28225

5 violaceusniger MigAll ABCB4457
Saccharopolyspora erythrasa DEBSZ gi158430350
Saccharopolyspora erythraza DEBS1 YP001102983

Ascomicina FK520
100 Streptomyces cinnamoneus KS| BAHE7417 (PKSI ndo usual)
|: Streptomyces triostinicus KSI BAHBT423
_—|: Streptomyces hygroscopicus FkbB AF235504-14 —> Angolamjcina
33 Streptomyces hygroscopicus RapKS CAAB0S49 > 2A

Pimaricina (macrolideo)

E Streptomyces eurythermus AngAl ABY21536
% Streptomyces natalensis Pim51 CAB41041 Y
Streptomyces cyaneogriseus BAFG5839
34 e ]

Figura 18. Primeiro grupo (A) da drvore filogenética (Actinobactéria).

b

No subgrupo 2 A obtivemos um resultado interessante onde micro-organismos
produtores de macrolideos agruparam-se com oclone KSI-6. Podemos observar que houve
uma proximidade da KS doclone KSI-6 com o gene angl de S. erythermus ATCC 23956,
produtor de angolamicina (Quadro 1). Os macrolideos sao formados via ciclizacio pela acao
da policetideo sintase tipo I. Esta enzima realiza varias condensac¢des descarboxilativas nos
dcidos carboxilicos iniciando sua sintese (Zotchev et al., 2006; Borgos et al., 2006).
Estruturas como os macrolideos produzidos por Streptomyces, sdo amplamente estudados

devido a sua importante atividade antibactericida, antifingica, inseticida, nematocidial e
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imunosupressora. A variabilidade da estrutura dos macrolideos estd relacionada com o
tamanho do anel macrolactona, um exemplo, o antibidtico quinolidomicina. Esta estrutura
permite a ligacdo de vdrias subunidades, como, peptideos, acgicares e outros (Kleinkauf e

Doher, 1997).

Quadro 1. Alinhamento parcial do gene cetosintase doclone KSI-6.

Dominio PKS I de S.erythermus:

1 00 1000 1500 2000 2500 F000 3500 4000 4436

fuery seq. e P P e

active site Gy = 44 active site bk active site § Ty

specific hits Fq T--
Super.‘l'aml.}es ,fond_enzumes E:gl,t»an;] @ ng,en:gms = Ecgumns] @ PKS_DH AOE @
Hulti-domains / C0G3321 PKS_KS~ _ | fabD PKS_KS
’ S
’ S~ -
7’ S~ -
7’ S~ -
’ S~
KSI-6 —~PQERVLLEVAWEAVERAGIDATALRGTKTGVF IGTNGQDYAHLVMQSSRDIEGHASTGL 59
AngAI_S.eurythermus DPQQORLLLETSWEALERAGIDPHSLRGSRTGVYVGAMSQEYGPRLYEHAQGYEGYLLTGN 60
Kok kg kkk | skkk gk sAAK g XKKLih: L kik 3 3 siL kky  kk
KSI-6 AAAVISGRLSYTFGLEGPALTVDT. ALHLATQSLRRGESSLALVGGVTIVMSTPM 119
AngAI_S.eurythermus TASVASGRISYVLGLEGPAVSVDT. ALHLAVQALRQGECDLALTGGVTIVMASPG 120

sk ek kkk o kk s AAA KKk s kkkkkk kAR AR KKKK  Kokk ook | kkk Kkkkkk .k

11
KSI-6 NFVGFTAQGGLAADGRCRAF SDDAAGTGWSEGVGVLVVERLADAREHGHPILAVVKGSAL 179
AngAI_S.eurythermus MFVEFSRQRGLAADGRCKAFSDAADGTGWAEGVGMLAVERLSDARRRGHRVLAVVRGSAV 180

Gk ks ok kkkKKKhk s kkAkk Kk kkkkakkhk ok Kkkkyohhkhk skk skkkkokkk .

KSI-6 NSDGASTG 187
AngAI_S.eurythermus NQDGASNG 188

K kokkk | x

BlastX:
angAl: Score 275, value 2e-72 , Similaridade 71%

A Linhagem de Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus possui uma
caracteristica interessante como a presenca de uma unidade extensora ndo usual, na via do
PKS, produzindo ocomposto ascomicina FK520 wum macrolideocom atividade
imunossupresora, antifiingica e neutrépica (Kai, et al., 2000).

O gene cetosintase doclone KSI-1 embora possuir uma similaridade 68% com as
espécies de S. hygroscopicus e S. erythermus formou um clado aparte, indicativo de um
provavel gene novo.

O segundo grupo (B) € formado por diversas divisdes de bactérias. Encontramos

alinhados aoclone KSI-8 sequéncias da espécie S. cellulosum (Figura 19 e quadro 2).
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] 1001 Sorangium cellulosum JerD ABK32290 —o ‘o e Spsighng " 1B
=8 L Sorangium cellulosum AmbD ABK32268 o Jerangolida Proteobactéria
29 Sorangium cellulosum JerC ABK32289 HOI\Q,VAAA((;[/ Sintese de PKS
100 I: Sorangium cellulosum AmbC ABK32257 — > + 7 7 Ambrumicina nao usual

Figura 19. Subgrupo do segundo agrupamento (B) da arvore filogenética.

No agrupamento 1B a espécie de Sorangium cellulosum produz policetideos via
sintese PKS caracterizada como ndo usual. Produzem compostos como jerangolida e
ambrumicina que possuem atividade antifingica. Podemos verificar na molécula
ambrumicina um anel (em pirdmide), com uma estrutura normalmente nio encontrada em
compostos policetidicos. A hidroxila deste composto pode conter um grupo amina metilado

(Brayn et al., 2000). A via de sintese desses tipos de compostos nao estd bem compreendida.

Quadro 2. Alinhamento entre oclone KSI-8 e os genes cetosintase de S.cellulosum.

JerD DPQORLLLECAWEALERAGVAPHTLEASATGVFVGLVYSDYGGRLLEHLEVFDGYVATGS 60
AmbD DPQORLLLECAWEALERAGLAPHSLEASATGVEFVGLVYSDYGGRLLEHLEVEDGYVATGS 60
JerC DPQORLLLECAWEALERAGLAPHALEASATGVFVGLSVTDYGGRLLHDPEALDGYIATGT 60
AmbC DPQORLLLECAWEALERAGLAPHSLEASATGVEFVGLSVTDYGGRLLHEPEALDGYIATGT 60
KSI_8 DPQORVLLEVIWEALEHAGLRSEDIEGSQTGVFVGLMFENDYAALLTAHLEQYDGYVTSGS 60
*****:*** :*****:**: :*.* * Kk ok kkk ok '**.. * . * ***:::*:
JerD FPSVGSGRIAYTLGLRGPAVTVDT SLHLACMSLRAGECDMALAGGATVMATPM 120
AmbD FPSVGSGRIAYTLGLRGPAVTVDTA| SLHLACMSLRAGECDLALAGGATVMATPM 120
JerC LPSVGSGRIAYTLGLRGPAMTVDT SLHLACMSLRAGECDMALAGGATVMATPM 120
AmbC LPSVGSGRIAYTLGLRGPAVTVDTA SLHLACMSLRAGECDLALAGGATVMATPM 120
KSI_8 SPSVAAGRVSYLLGLKGPAIAVDTG SLHLACESLRSGGCDRALAGGVTLLSTPM 120
***.:**::* ***:***::***.************ ***:* * k *****'*:::***
Sitiocatalitico
JerD AFIEFSRQRGMAPDARCKAFGAAANGIGPAEGCGILVLKRLSDARRDGDRVLAVIRGSAV 180
AmbD AFIEFSRQRGMAPDARCKAFGAAANGIGPAEGCGLLVLKRLSDARRDGDRVLAVIRSSAV 180
JerC AFIEFSRQRGTALDGRCKAFGAGADGAGWSEGCGILALKRLSDAQRDGDRVLAVIRGSAV 180
AmbC AFIEFSRQRGTALDGRCKAFGAGADGAGWSEGCGILTLKRLSDARRDGDRVLAVIRGSAV 180
KSI_8 AATIESSRLRGQSSDGRCKSFDAAADGVGWGEGCAVLVLKRLSDATRDGDRILAVVRGSAV 180
* kk kK kK *'***:*'*.*:* * '***':*.******* *****:***:*.***
JerD NQDGR-SQG- 188
AmbD NQDGR-SQGC 189
JerC NQODGR-SQG—- 188
AmbC NQDGR-SQG- 188
KSI_8 NQDGR-SNG- 188

Na via de sintese

corresponde aos médulos

dos compostos jerangolida e ambrumicina os genes jerC, jerD,

3 e5eosgenes ambC e ambD aos mddulo 4 e 5 na via do PKS,
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respectivamente. Oclone KSI-8 possui uma similaridade de 67% com o gene jerC, jerD e
ambD; 68% com o gene ambC. Neste agrupamento obtivemos um arranjo onde oclone KSI-
8 ficou isolado podendocaracterizar como sendo um novo gene similar a este grupo de
moléculas.

No segundo subrgupo 2B ocorreu o agrupamento entre os clones KSI-5 e KSI-30

ficando mais préximos da espécie Nost oc puntiforme (Figura 20 e quadro 3).

KSl-5 N
K.51-30
Nostoc punctiforme ATCC 29133 AAWS5385 & 0 | (oo oo
Stigmatella aurantiaca MtaE AF188287 4 > Proteobactéria
bl
Myxococcus xanthus DK 1622 YPB32575 .
_ PKS hibrido
KSI-15 }» 3B NRPS
74 Stigmatella aurantiaca stiC CAD13087 _J

Figura 20. Subgrupo do segundo agrupamento (B) da arvore filogenética.

O interessante neste agrupamento é presenga de espécies cuja sintese de PKS ¢
hibrida com peptideos ndo ribossomais (NRPS). Na sintese do policetideo ocorrem
condensacdes onde hd insercdo de aminodcidos ndo ribossomais. A similaridade dos clones
KSI-5 e KSI-30 com N. puntiforme é indicativo que estes genes possam estar relacionados
com a via de PKS-NRPS. Os clones possuem similaridade de 64% e 68% respectivamente ao
KS de N. punticforme.

Quadro 3. Alinhamento do gene cetosintase doclone KSI-5 com N. puntiforme.

KSI_5 -P-—-—-LARSGWEALEHAGQVPDKLMGSRTGVFIGISTNDYAQVGRGVGDLAMIDAYTGL 55
N_punctiforme DPQORLLLEVAWEALENAGQPPESLKGSSTGVFVGIGSDDYSRLSVNSGDLNRIDAYSSL 60
* * . .*****:*** *:.* * % ****:**.::**:::. . * kK ****:.*
KSI_5 GNSASIAAGRLSYVLGLQGPCFEPVDT VT IHLAAQSLRRGECDLALVGGVNLILI 115
N_punctiforme GSARSIAVGRVAYVLGLQGPTLQLDTS LGIHLACQSLRTGECNLALAGGVNLMLS 120

*k e hkkhkk kkeoekhkhkhkkhkkhkkhk o ekkekhkhkhkkhke Khhkhkk Khhkkhkk K khkkoehkkk Khhkhkkk ok

KSI_5 175
N_punctiforme PAMTISFCKLKALAPDGRCKTFDASADGYSRGEGCGVVVLKRLSEAIADGDNIIALIRGS 180
* e *‘**:*:*********** * kK x **************:*:*:**.::*‘k:**:
KSI_5 AVNQDGRATD 185
N_punctiforme AVNHDGKSNG 190
‘k‘k‘k:**: T ..
Blastx:

KSI de N.puntiforme: Score 244, e-value 4e-63, similaridade 64%.
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O sistema NRPS possui dominios especificos para a formag¢do da molécula como:
dominio para elongamento do peptideo, ou seja, dominios adenilacdo (A), dominio de
condensagdo (C) e o dominio de transferéncia do peptidil (PCP) (Kodama, 2009). Este
sistema gera compostos com diversas atividades. Devido os clones KSI-5 e KSI-30 estarem
em um agrupamento separado sugere que estes sejam novos genes. No agrupamento 2B
observamos o alinhamento entre oclone KSI-15 e a espécie de S. aurantiaca
(Deltaproteobactéria) o gene KS s#iC estd presente na sintese da stigmatellina. Oclone KSI-
15 possui uma similaridade de 68%. Verificamos uma heterogeneidade entre o alinhamento
dos genes KS neste grupo onde a sequéncia de uma proteobacteria mostrou-se similar as KS
de cianobactéria.

Virios dominios PKS demonstram uma homologia relativamente alta com outros
dominios dentro de uma determinada familia funcional, podendo ser identificados por
comparacdo de pares com um tnico modelo de sequéncias de cada dominio. No entanto, os
dominios de NRPS possuem uma elevada divergéncia de sequéncias entre os membros da
familia de um determinado agrupamento. Em contraste, na sintese de PKSI sdo poucas as
unidades extensoras envolvidas na biosintese de policetideos, os dominios de adenilacdo dos
NRPSs sdocapazes de reconhecer mais de 50 aminodcidos. Isso faz com que a andlises de
seus dominios seja complexa e desafiadora.

Na 4rvore filogenética o agrupamento 4 B e 5 B apresentam uma diversidade entre as
divisdes Proteobactéria (Delta e Gamaproteobactéria), Cianobactéria e Bactérias simbiontes

(Figura 21).
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e Proteobctéria
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100 Cystaobcter fuscus CtaD AAW03327
Stigmatella aurantiaca MtaD ZP01467099

L] o 5B
G| T Ksl28 . L.
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KSI- 24
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Begguita sp. ZP01998719 J

Figura 21. Subgrupo (B) da drvore filogenética.

Oclone KSI-14, provavel gene novo, possui uma similaridade de 63% com o gene
cetosinatse onnB da cianobactéria Theonella swiinhoei produtor de um antitumoral onamida
A. Este simbionte possui uma particularidade nocluster biossintético onde o dominio AT
(unidade extensora) encontra-se em trans, 0 que caracteriza ocomposto onamida A como um
PKS néo usual. O gene que codifica para o dominio AT encontra-se fora do cluster do PKS
(Piel, et al.,2004). Normalmente na sintese de PKS este dominio atua em cis no dominio.
Este clone apresentou uma similaridade de 58% com a bactéria simbionte P. fuscipes e 59%
com Burkholderia pseudomallei. No subgrupo 5 B encontramos agrupados os clones KSI-25
e KSI-24 provaveis genes novos. Oclone KSI-7 estd préximo do gene KS da
alfaproteobactéria Roseavirus sp. produtora de compostos hibridos do sistema PKS-NRPS
(Quadro 4). No alinhamento doclone KSI-7, encontramos uma modifica¢cdo no padrao da

sequéncia do sitio ativo de CSSSL para QTACSTSL.
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Quadro 4. Alinhamento do gene cetosintase doclone KSI-7.

1 2580 s00 =0 1000 1280 1500 1750 2000

Query seq,

active site f~ o b
PKS

Specific hits -~ _ _

Hulti-donains CoREBDL e R
SO e Peptidil
5 e T sintase
2
KSI_7 —PQERVFLEVAWEAFESAGYDP-IHAG-VVGVWAACGLNSYLMH---LMETVGEWLLRHT 54
Roseovarius_PKS_NRPS DPQHRRFLEVAWEALEDAGHPPEHFPG-AIGVFAGCGMGSYFYF—-—--LVDDVGMFLLRHT 56
**.* ********:*.**: * __* .:**:*_**:.**: . *:: * % :*****
KSI_7 ANDMNFLATRVSYELDLRGPNMN TVHLAAQSLIGRECDLALAGGSTISMP 114
Roseovarius_PKS_NRPS GNDKDFLTTRLSHILDLKGPSLGL] VHVAAQSLLNGECDMALAGGVTIEMP 116
_** :**:**:*: ***:**_:.:*****::**:**:*****:. ***:***** **.**
Sitiocatalitico
KSI_7 QO-RGYIYK-EGEILSSDGRCRPFDARSKGTLFGSGAGAVVLKRLTDARRDGDTILAVIKG 172

Roseovarius_PKS_NRPS QGRGYLYK-EGEILSPDGECHAFDHRAQGTVFGSGAGVVVLRRLSDAIADGDHIWGVIKG 175

Kk kkkekk hkhkhkhkhkk Kk Ko Khk KkeoekkeAAAKEAK Khhkkhkokhkko kK * KKk K * kKK

KSI_7 SAINNDGSQKVG 184
Roseovarius_PKS_NRPS SAVNNDGAAKAG 187

Kk e kkKkKk o Kk Kk

Blastx:
KSI: Score 234, e-value 4e-60 e similaridade 61%.

2136

No agrupamento 5 B encontramos as divisdes de Cianobactérias, Proteobactéria e
Chlorofilex, estando alinhados os clones KSI-25 e KSI-24 em uma ramificacido aparte

indicativo de um provavel gene novo (quadro 5).

Quadro 5. Alinhamento do gene cetosintase dos clones KSI-24 e KS-25 com o gene
nosB de Nost oc sp.

KSI_25 ALNAGIFAGSSLNTYLI-—————— EALMAAGGFQMLLTNDKDFLATRASYKLNLRGPGVT 79
Nost oC GL-IGVYAGVGMNRYLVNNLYPHHQLLETVDPLQLTISNDKDFLPTRVAYKLNLTGTAVN 179
KSI_24 RARFGVYAGVSLN-—————————— DAAAAVANFQTALDNDRDFLSTRASYKLNLRGPSMT 70
*::** ':* . T, :* : **:‘k‘k*,*‘k.:***** *..:'
KSI_25 I AVQQACQSLIARQCDMALAGGVSVIAPRVGGYLYEAGMILSPDGHCRAFD 139
Nost oC VAVHLACQSLLNCECDMALAGGVTLSIPQKIGYLHQEGMILSPDGHCRAFD 239
KSI_24 I AVYLACQGLLSGACDMALAGGVSLRVPQRAGYLYQEGGILSPDGHCRAFD 130
:*********** ***_*: *********:: *: ***:: *  kk ok ok okkkkokokkk
Sitiocatalitico
KSI_25 ANARGTVAGEGVGIVVLKRLQDALADHDHVHAVIRGAALNNDGSLKVG———————————— 187
Nost oC AKAQGTIASSGAGIVVLKRLKDATIADRDHIHATIIKGSAINNDGAMKVGFTAPSVSGQAAV 299
KSI_24 AAGQGTIFGSGIGLVVLKRLSDALADGDQIHAVIKGVAINNDGALKVG———————————— 178

* ek k. K ke kkKkKhhKk Khhkokk Keokkekok Kokkhkkhkhkeohkk
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No total foram analisados 78 sequéncias do Genbank para o gene KSI e as andlises

mostraram uma variabilidade génica significativa. Observando que a amostra isolada do solo

possui grupos taxondmicos com biodiversidade para a sequéncia do gene cetosintase. Os

nossos clones ficaram bem distribuidos nos diversos grupos evidenciando a diversidade de

sequéncia. Os primers utilizados foram eficientes para o estudo dos genes KSI para amostra

de solo de Mata Atlantica.

Na biblioteca de PKS II os genes cetosintases dos clones apresentaram uma maior

similaridade com a divisdo Actinobactéria (Tabela 10).

Tabela 10. Similaridade dos clones obtidos com o banco de dados Genbak.

Clone Similaridade | Gene Produto Espécie
KCS5 99% whiE Pigmento de esporo S. coelicolor
(X55942)
KB 5.3 87% curA Pigmento de esporo S. curacoi
(M33704)
KC 5.6 90% Cetosintase N3o identificado S. venezuelae
(AB024980)
K 1.8 73% cosB Cosmomicina S. olindensis
(DQ280500)
K 1.5 2% cosB Cosmomicina S. olindensis
(DQ280500)
KS 7.5 100% CosB Cosmomicina S. olindensis
(DQ280500)
KB 5.4 80% rubA Rubrumicina S. collinus
(AF293355)

A arvore filogenética foi formada através do alinhamento de nucleotideos dos clones

obtidos e as do Genbak que possuissem similaridade maior que 60%.

Através da topologia da arvore filogenética gerada foi possivel observar a formagéo

de 2 grupos: A) responsaveis

pela producdo de pigmentos; B) diferentes familias de

antibidticos (Figura 22). Neste estudo os clones revelaram uma similaridade com a

importante classe de antibidticos as antraciclinas.
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Antraciclinas

Anguciclinas
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Figura 22. Andlise filogenética das sequéncias dos genes de PKS tipo II a partir de amostras do solo.
As linhagens referéncias foram obtidas do Genbank

O primeiro agrupamentocontendo os clones identificados como KSII-5 (5; 5.6; 5.7)

sdo resultados de amplificacdes do DNA ambiental na mesma temperatura de anelamento (

59 °C; 60,7 °C; 62,3 °C) dos primers PKS II. Com resultado verificamos que estes clones

contém genes que codificam para regides responsaveis pela producido de pigmentos. Neste

agrupamento nota-se que somente o clone KSII- 5 ficou isolado, em uma ramificacao

provavelmente indicando um gene novo. Os clones KSII-5.6 e KSII-5.7 tiveram homologia

com o gene KS (cetosintase) da via de sintese de pigmentos de esporos da espécie S.

venezuele. Os pigmentos sdo sintetizados via PKS e seu cluster génico produz uma

diversidade de moléculas (Shen, et al., 1998). A expressdo desses genes ocorre durante a

esporulacdo em Actinomicetos dando a colorag@o aos esporos.
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Evolutivamente a presenca desses genes se mantém nos micro-organismos presentes
nos solos devido as caracteristicas protetoras da sua expressao, resguardando os micro-
organismos da acdo da luz ultravioleta, excesso de umidade, dessecacdo entre outras
variagdes ambientais.

Os genes que coficam para pigmentos de esporos sdochamando de pleiotrépicos.
Alguns trabalhos indicam uma relagdo na expressdo de genes que codificam para pigmentos
e a expressdo de antibidticos, mas o mecanismo de sinaliza¢docelular ainda ndo estd bem
compreendido (Ohnishi, Y., et al., 2004; Tomono, A., et al., 2005).

O gene whiE codifica para proteina semelhante 4 do sistema PKS tipo II, envolvida
na sintese de uma variedade de antibidtico aromatico. Ocluster para a sintese de esporos é
composto pela ORFIII a-v que codificam para PKS responsavel pela sintese da cadeia
priméria do policetidio, enquanto a ORFII, ORFVII e ORFVIII codificam para adenilato,
aromatase e uma provavel hidroxilase respectivamente (Kelemen, et al., 1998).

Um resultando interessante foi o obtido no alinhamento do segundo grupo formando
dois subgrupos compostos por espécies produtoras de importantes familias de antibidticos.
Verificando que os clones 1.8 e 1.5 possuem alta similaridade entre si, porém, sdo distintos.
Neste grupo observamos um polimorfismo. Oclone 7.5 possui uma homologia com a espécie
S. olindensis produtor da cosmomicina, (andlago aocomposto antitumoral doxorubicina)
indicativo de amplificagdo de um provdvel gene novo pertencente a via de sintese deste tipo
de composto (Quadro 6). Notavelmente o nosso grupo de trabalho tem desenvolvido
pesquisas para caracterizar os genes envolvidos na biossintese da cosmomicina, onde foi
verificado a funcdo do gene cosB (Garrido et al., 2006). Uma biblioteca gendmica da
linhagem S. olindensis DAUFPE 5622 foi obtida e oclone contendo ocluster génico para a
PKS 1II foi sequenciado, verificando que o gene cosB € responsavel por codificar e expressar

aregido KSa.
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Quadro 6: Anotagdo doclone 7.5 com indica¢cdo da homologia ao gene cosB.

Gene: Cetosintase (PKSII)
CosB

s [0)

catalitico

1
200 405 aa
Regido do sitiocatalitico:159-GPCTVVSAGCTSGLDSV-176 docosB.

Blast X:
CosB: S. olindensis (ABC00726.1): Score 268, e-value 2e-70, 100% de identidade.

O gene cosB possui tamanho de 1269 pb apresentando alta homologia com o gene aknB de S.
galileus, chegando a 73% de identidade. Esta espécie é produtora do antibidtico aclacinomicina. A
alta similaridade do gene cosB com outras espécies € um indicativo da variabilidade da sequéncia
PKS dados que corroboram com os obtidos na arvore do presente estudo. Neste agrupamento foi
possivel relacionar os genes amplificados com as sequencias referéncia.

Dentre as sequéncias pertencentes a Streptomyces ocorreu a formagdo de
agrupamentos distintos entre as sequéncias do Genbak. As espécies relacionadas sdo
produtoras de é&cido aurélico, anguciclinas e naftoquinonas. Podemos verificar uma
variabilidade intra-especifica do gene PKS II neste agrupamento.

Observamos também a formacdo de trés grupos produtores de diferentes compostos
pertencentes a familia das antraciclinas indicando um polimorfismo do gene PKS. Um
agrupamento a parte se formou com oclone KB 5.4 com espécies de Streptomyces produtoras

do antibidtico rubromicina (Quadro 7).

Quadro 7. Alinhamento doclone KB 5.4 com a sequéncia referéncia.

Gene: cetosintase subunidade alfa

MIGHSLGAIGSIEVAACALAVKHNVVPPTANLHTAD
MIGHSLGAIGS+E+AACALA++H VVPPTANL T D
MIGHSLGAIGSLEIAACALALRHQVVPPTANLSTPD 381

Clone 5.4 262 HETAAFKSALGDRAYG
HETAAFK +LG RA+
S.collinus HETAAFKRSLGQRAHE

Sitio
catalitico

Blast X:
S. collinus: Score 224, e-value 7e-73, 79% de identidade.
Frame = +3

o=




Os resultados obtidos com as andlises das arvores filogenéticas, tanto de PKS I
quanto para PKSII, confirmam a presenca de genes relacionados a via de sintese de um
composto ativo de importancia médica em micro-organismos presentes no solo de Mata
Atlantica. Esta abordagem metodoldgica foi eficiente para buscar genes pertencentes a via
de PKS I e PKSII, sendo uma alternativa vidvel para estudo de bioprospeccao.

Foi verificado na biblioteca para os genes presentes na via de PKSI uma grande
diversidade nas sequéncias em diversas divisdes de bactérias, fato interessante ja que os
primers utilizados foram desenhados para a divisdo actinobacteria. Observou-se também, a
presenga de diversos compostos produzidos por vias, tais como, PKS ndo usual devido a
alteracdo de determinados dominios e PKS-NRRPS que sdo moléculas policetidicas hibridas
com aminodcidos ndo ribossomais.

Na biblioteca de genes para a via PKS II foi possivel buscar a diversidade de diversas
classes de antibidticos com ampla atividade biolégica produzidos por diversas espécies de
Streptomyces.

Os resultados sdo interessantes que evidenciam a grande diversidade de micro-
organismos presentes no solo de floresta tropical, que possuem um enorme potencial
biotecnélogico. Os genes caracterizados como sendo um provéavel gene novo serviram como
sondas moleculares para buscar os clusters biossintéticos em biblioteca metagendmica.
Consegui-se obter uma biblioteca metagendmica com 4000 clones contendo insertos >50kb
em vetor pBac OriV (~8kb). Através da metodologia como a hibridacdo, utilizaremos os
genes de PKS I e PKSII identificados nas arvores filogenéticas para isolar oclone da
biblioteca metagendmica com a finalidade em estudar a via biossintética. Portanto, com os
resultados obtidos foi possivel verificar a diversidade de genes catabdlicos em diversos

organismos e com isso gerou perspectivas de novos estudos.
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6.2 Isolamento de bactérias do solo de Mata Atlantica com atividade

antibacteriana e/ou Antifingica

6.2.1 Isolamento de bactérias do solo

A avaliagdo de bactérias do solo produtoras de compostos naturais com atividade
antibacteriana e ou antifingica sdo de grande importancia. Uma vez isoladas minimizam os
diversos passos de andlises posteriores, sendo mais facil trabalhar com uma bactéria isolada.
Ap6s detectado a diversidade de genes e provaveis genes novos de PKS I e PKS II na
amostra de solo estudada nos incentivou a buscar micro-organismos produtores destes
compostos. Isolar novos micro-organismos de amostras ambientais ndo € uma etapa facil
uma Vvez que Se procuram micro-organismos cujas necessidades nutricionais sdo
desconhecidas. Assim, a escolha do meio é uma etapa critica.

A adicdo de substincias quimicas inibidoras docrescimento de determinadas
populacdes de microrganismos nos meios de cultura pode tornar as avaliacdes mais
especificas. Tem-se observado que a adi¢do de agentes antibacterianos favorece
ocrescimento fungico, enquanto que os antiftingicos resultam em melhor desenvolvimento
das populacdes bacterianas. Por outro lado, a combina¢do adequada de inibidores bacterianos
e fungicos nos meios de cultura podem favorecer o desenvolvimento das populacdes de
actinomicetos.

Utilizamos a mesma abordagem de Janssen (2000) para cultivar micro-organismos
desconhecidos, mas os passos iniciais foram modificados. Elaboramos um protocolopara a
manipulagdo inicial da amostra de solo para a selecdo de micro-organismos que esporulam,
como os Actinomicetes. Somente uma bactéria com morfologia parecida aos Streptomyces
foi isolada com o desenvolvimento do protocolo(1), possuindo as seguintes caracteristicas
morfoldgicas: coloracdo branca, esporulada, formagcdo de micélio ao visualizar no
microscopio. A bactéria isolada recebeu a denominacgéo inicial de IS-A. Utilizamos outro
protocolo(2) descrito por Jansen (2002) e como resultado obtivemos 6 isolados com
caracteristicas de Actinomicetes, denominadas de IS-F, IS-G, IS-H, IS-I, IS-J, IS-O. Todas as
7 bactérias sdo Gram positivas e, possuem coloracdo branca. As bactérias IS-A e IS-O tem a
capacidade de esporular possuindo uma morfologia parecida aos Streptomyces. Uma vez

isoladas estas bactérias realizamos alguns experimentos qualitativos com a finalidade em
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conhecer algumas caracteristicas dos isolados.

Foi verificada a suscetibilidade das bactérias a agentes antimicrobianos (Tabela 11).

Verificamos na tabela 6 que bactéria O mostrou uma mdltipla resisténcia aos antimicrobianos

analisados.

Tabela 11. Teste de suscetibilidade dos isolados do solo aos agentes antimicrobianos.

Antibiético” | Gen. Apra. | Amp. | Clorf. | TSR Kan Eritr. | Strept.

Bactéria

A S S R R S S R R
F S S R S S R R R
G S S R R R R R R
H S S R S S S R R
I S S R S S S R S
J S S R S S S R S
(0] R R R R R R R R

*(Gen:gentamicina; Apra: apramicina; Amp: ampiciliana; Clorf: clorafenicol;

TSR: Tioestrepton; Kan: canamicina; Eritr: eritromicina; Strep: streptomicina.

S=sensivel; R= resistente) (concentracdo de 100 pg/ul).

Andlises bioquimicas foram realizadas para conhecer algumas necessidades

nutricionais e observaram-se os fenétipos apresentados na tabela 12.

Tabela 12. Teste Bioquimico dos isolados do solo.

Bactérias | Glicose | H2S | Triptofano Uréia | Lisina | Indol | Catalase | Oxidase
desaminase
A + - - - - - + +
F + - - - - - - -
G + - - - + + - -
H + - - - + - + +
I + - - - + - + +
J + - - - + + + +
(0] + - - - - - + +

87



Com o intuito em verificar se os isolados possuem alguma capacidade em produzir
um composto ativo foram realizados testes de antagonismo frente aos micro-organismos
(Tabela 13 e Figura 23). Os micro-organismos testados foram: Aspergillus flavus, Penicillum

¢ mmune, Fusarium verticillioides, Klebsiella sp. e Bacillus cereus.

Tabela 13. Inibicdo docrescimento de micro-organismos testes. Foi medida o didmetro da

inibi¢do docrescimento.

Bactérias | A.flavus P.comMune F.verticilloides  Klebsiellasp.  B.cereus
Isoladas

IS-A + + + ++ +

IS-F + ++ + ++ ++

IS-G + +++ + ++ Naocresceu
IS-H - - - + +

IS-J - - - + +

IS-O + + + ++ +

+ : inibiu ocrescimento (5 a 10 mM);
++: boa inibi¢do (15 a 20 mM)

+++: excelente inibi¢do (30 mM).

-: ndo inibiu ocrescimento

Os isolados do solo foram capaz de inibir ocrescimento de alguns micro-organismos,
onde verificamos que a bactéria IS-A, IS-G e IS-O foram as que apresentaram maior
capacidade de inibi¢do. Postula-se que esta inibi¢do nocrescimento € devido a atividade de

um composto que estd sendo secretado pela bactéria no meio de cultura.
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Bactéria F x B. cereus

Bactéria F x Penicilium Bactéria J x B. cereus Bactéria J x Klebsiella

Bactéria O x B. cereus Bactéria O x Klebsiella

Figura 23. Antagonismo das bactérias isoladas do solo.

Uma vez que uma fonte bioldgica produtora de um antimicrobiano € encontrada, esta
normalmente produz um complexo de substincias as quais devem ser fracionados em
componentes e compostos bioativos. O fracionamento geralmente consiste inicialmente em
separar extratos de uma fonte bioldgica identificada entre os sistemas de solventes. Optamos
pela metodologia convencional de extracdo de metabdlitos, utilizando o sistema de solvente:
metanol para a extra¢do intracelular e 4cido acético para a extragdo dos metabdlitos
extracelulares (meio de cultura). Ao final das extragdes os extratos brutos apresentavam
coloragdo que variava do amareloclaro ao escuro e odor caracteristico de terra. Foram
extraidos os extratos extracelulares e intracelulares das sete bactérias. Todos os extratos

foram ressuspensos em metanol. Em uma avaliacdo preliminar, foi realizada uma varredura
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até 600 nm a fim de verificar a presenca de algum composto. Em todas as bactérias
observamos um pico esperado a 280-300 nm correspondente a potenciais policetideos.

Foi verificado se os extratos possuem alguma atividade pela técnica de difusdo em
agar. Os resultados foram visualizados pela formag¢do de halos de inibi¢do docrescimento do
micro-organismo teste. Apenas os extratos extracelulares da bactéria G contra B.subtilis e a
bactéria O apresentaram atividade contra B.subtilis e Klebsiella. Verificamos a atividade
antibacteriana e/ou antifiingica dos isolados através do antagonismo frente aos organismos

testes e também dos extratos brutos intracelulares.

Tabela 14. Atividade antibacteriana e antifingica dos extratos intracelular dos isolados do solo.

Bactérias Salmonella  Klebsiella B.cereus C.albicans
Isoladas

A ++ + +++ -

F +++ ++ - +

G + - - -

I . . . -

H . . . -

] . . . -

(o) ++ + ++ -

(+ : inibiu ocrescimento (halo de 5 a 10 mM);++: boa inibi¢o (halo de 15 a 20 mM)
+++: excelente inibicdo (halo de 30 mM). -: ndo inibiu ocrescimento)

N

Os extratos brutos foram submetidos a cromatografia de camada delagada (CCD).
Consiste na separagdo dos componentes de uma mistura através da migragdo diferencial de
polaridade da molécula. Técnica que permite a separa¢do de componentes em breve espaco
de tempocom grande reprodutibilidade e baixocusto. Verificamos que os compostos possuem
caracteristicas polares, pois precisamos adequar a metodologia para poder visualizar as
fragdes nocromatograma. O sistema de solvente mais adequado foi metanol 30%: acido

acético 3% (Tabela 15).
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Tabela 15. Medidas das fracoes (Rfs) dos extratos visualizados em lampada U.V em dois
comprimentos de onda 264 e 365 nm.

Isolados do solo Rf
IS-A Rf; = 0,36
Rf,=0,89
IS-F Rf; =0,45
Rf,=0,89
IS-G Rf; =0,45
Rf,=0,76
IS-H Rf; =0,45
Rf,=0,76
IS-1 Rf; =0,45
Rf,=0,76
IS-J Rf; =0,45
Rf,=0,76
IS-0 Rf; = 0,45
Rf,=0,76

Os extratos brutos de todos os isolados foram analisados por cromatografia CLAE

para verificar a presenga de picos que nos indcassem a presenga docomposto produzido pelos

isolados. Em uma andlise preliminar podemos verificar picos em diferentes tempos de

retencdo dos isolado IS-A e IS-O, tanto dos extratos brutos intracelular como os

extracelulares. Os outros isolados ndo apresentaram diferencas nos picos e fizemos as

andlises somente com os isolados IS-A e IS-O (Figura 24).
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Figura 24. Anilise do extrato intracelular do isolado IS-A por CLAE.

O extrato intracelular da bactéria IS-A foi analisado por CLAE com detector de
arranjo de diodos e apresentou picos referentes a substincias polares em aproximadamente 3
minutos que ndo se separaram adequadamente com o sistema cromatografico utilizado
(Figura 24). Os espectros no ultravioleta indicam que os picos majoritdrios possuem
absorbancia maxima em 200 e 264 nm no pico de 2,95 min (Figura 24 B) e 264 nm no pico
de 3,21 min (Figura 24 C). Observou-se também um pico em 26,10 min que apresentou um

espectro em 226, 264 e 354 nm (Figura 24 D).
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Figura 25. Andlise do extrato extracelular do isolado IS-A por CLAE.

A amostra A extracelular analisada por CLAE indicou a presenga de um pico

majoritario em 17,82 min (Figura 25A) com o espectro de absorbancia (Figura 25B) com os

picos maximos em 254 e 350 nm. Também indicou a presenga de carotendides que foram

detectados em 426 nm (Figura 25 C). Observaram-se dois picos em 22,01 e 25, 41 min e 0s

seus espectros no ultravioleta indicaram que sdocaracteristicos de carotendides.

93




mAU

100

40

20

nm

Detector A-279 nm
—— 220909 0 extra E1o0
220909 o extra
Retention Time B
Spectrum at time 12.73 min.
8o
3 — 1273 min
reo
°
£ 10 750
-
= Fa0
) °
= 3 3 3 [0 o
~ ~t I
o 3 £
3 o F20
" N °
~ ~ 3 27 [250
J—,yﬂL—/J\V\M—j N ro
N °+ 0
T T T T T r
0 5 10 15 20 25 30 ' ' ! ' '
. 200 250 300 350 400 450 500
Minutes
nm
Spectrum at time 7.47 min.
— 7.47min
°
2 150
°
) =y £100 o
<< <
£ 15
39 50
°q 0
T T T T T
200 250 300 350 400 450 500

Figura 26. Anélise do extrato do isolado IS-O extracelular.

O extrato extratracelular do isolado IS-O analisado por CLAE indicou a presenca de
um pico em 17,81 min. com o mesmo perfil espectrofotométrico docomposto presente na

amostra A extra com absorbancias em 264 e 350 nm.
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Figura 27. Andlise do extrato intracelular do isolado IS-O. Cromatograma da anélise da amostra O
intracelular por CLAE acoplado a um detector de arranjo de diodos. (B) Espectro no
ultravioleta docomposto eluido em 8,12 min. (C) Espectro no ultravioleta docomposto
relativo ao pico em 25,76 min.

A amostra do extrato bruto intracelular da bactéria IS-O analisado por CLAE indicou
a presenga de um pico em 17,81 min. com o mesmo perfil espectrofotométrico docomposto

presente na amostra IS-A extra com absorbancias em 264 e 350 nm.
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A amostra IS-O intracelular analisado por CLAE indicou a presenca de uma
fragdocom alta polaridade com pouca definicdo na separacdo e observou-s e a presenca de
um pico em 8, 14 min de eluicdo (Figura 27 A) com os picos de absorbancia em 210 e 254
nm (Figura 27 B). Foi observado também um pico majoritrio em 25,76 min (Figura 27 A) e
o seu espectro de absorbancia no ultravioleta (Figura 27 C) indicou os maximos de
absorbancia em 265, 275 e 290 nm. O espectro de massas referente a esse pico (Figura C)
indicou o puco base em m/z 301, mas novamente nesse caso o fon molecular ndo foi
identificado, necessitando de mais estudos para a sua caracterizacdo estrutural.

Devido a semelhanca entra os picos dos isolados IS-A e IS-O, somente a bactéria IS-
A foi analisada por espectometria de massa (Figura 28 e 29).

A amostra do isolado IS-A extracelular, no tempo de retencdo de 17, 82, foi analisada
também por CLAE acoplado a espectrometria de massas e o espectro referente aocomposto
eluido em 17,82 min esta apresentado na figura 28. Observou-se a presenga de um pico base

em 218 m/z e fragmentacdes em 312 e 262 m/z, porém o ion molecular ndo foi identificado.

100 218
%
262
219 312
0 IS, S —h . . . ‘A‘A — roh ; . ; . : . ; . . ' m/z
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 28. Espectro de massas no modo “electrospray” positivo referente ao pico em 17,82 min do
CLAE do isolado IS-A extracelular.

O espectro de massas referente ao pico em 26,10 min da amostra intracelular do
isolado IS-A (Figura 29) indicou a presenga de um pico molecular em 276 m/z e um
adutocom sodio em 298 m/z e uma fragmentagdo em 259 m/z com a perda de uma massa de

17 m/z.
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Figura 29. Espectro de massas no modo “electrospray” positivo docomposto eluido em 26,10 min no

CLAE da isolado IS-A intracelular.

Os picos foram eluidos e testados para verificar a atividade frente aos organismos
testes. Somente o pico de retencdo de 26,10 (fase apolar) apresentou uma inibicdocontra a
bactéria E. coli (halo de inibi¢do de 12 mM).

A elucidacdo estrutural destes compostos ainda estd em curso e pretende-se analisar

por RMN 'H e '°C e outras metodologias analiticas para total identificacao.

6.2.2 Identificacao dos isolados do solo

Devido a imensa diversidade genética e fenotipica das comunidades microbianas do
solo, ainda existe limitagdes na utilizagdo de métodos que representem satisfatotiamente
essas comunidades, pois esses métodos fornecem somente um retrato parcial da diversidade
microbiana, sendo necessdario estudar as populagdes microbianas em diferentes niveis.

Desta forma, para inferir sobre a que grupo pertencem os isolados do solo, utilizamos
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primers TDNA 16S para o Dominio Bactéria (Figura 24).

Pb

2000 ok B B <«— 1500pb
1200

Figura 24. Amplificacdo do gene 16S rDNA dos isolados do solo. Canaletas 1 a 6, quantificacdo do
16S rDNA amplificado das bactérias isoladas do solo (IS-A, IS-F, IS-G, IS-H, IS-1, IS-
J,IS-0). Gel de agarose 2%.

Os fragmentos de 16S rDNA obtidos foram sequenciados, mas os dados ainda sdo
preliminares, pois ndo foi possivel formar a sequéncia consenso para os 1500pb. Obtivemos
uma boa qualidade no sequénciamento somente para uma fragdo do gene (Tabela 16). Este
resultado, no entanto, nos fornece subsidios para inferir sobre a que grupo os isolados
pertencem. De qualquer forma os genes serdocompletamente sequenciados para confirmar os

resultados.
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Tabela 16. Similaridade das sequencias de 16S rDNA dos isolados do solocom as sequéncias
referéncia do genbak (Blastn).

Isolodos Tamanho | Similaridade | Espécies
(pb)

IS-A 688 98% Streptomyces griseus
ATCC10137
(Y15501)

IS-F 750 97% Brevibacillus limnophilus
(EU977766)

IS-G 800 98% Uncultured Shigella sp.
(FJ1193356)

IS-H 700 93% Bacillus cereus (EU857430)!

IS-I 750 97% Bacillus thuringiensis
(F1613540)

IS-J 350 97% Bacillus sp.
(AB178208)

Com resultados preliminares podemos verificar que com a metodologia empregada

foi possivel isolar membros de trés divisdes: Actinobacteria, pertencente a este grupo o

isolado IS-A; Firmicutes, com os isolados IS-F, IS-H, IS-I e Proteobacteria, com o isolado

IS-G. Niao conseguimos obter um bom sequénciamento do gene 16S do isolado IS-O e a

regido amplificada foi somente 150pb (dados ndo mostrados), mas devido a morfologia e

similaridade desta pequena regifo nos dd indicios que esteja na divisdo de Actinobacteria.
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7 Perspectivas

Com a metodologia desenvolvida neste trabalho servirdi como base para futuros
estudos pelo nosso grupo de pesquisa. Com a obten¢@o dos candidatos a novos genes de PKS
I e PKS II serviriocomo sondas para screening em outras bibliotecas metagendmicas para o
estudo de novas vias biossintéticas. Esta abordagem abre caminho para geracdo de novos
compostos através da biossintese combinatéria. Os resultados evidenciam a diversidade
bioquimica dos micro-organismos presentes em solo de floresta sendo necessarios novos

estudos na tentativa em isolar estes micro-organismos.
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8 Conclusoes

Poucos trabalhos mostram a biodiversidade microbiana da Mata Atlantica, bem como,
o seu potencial biotecnolégico e mostram menos ainda o potencial antimicrobiano
produzidos por isolados bacterianos desta regido. Com base nos resultados obtidos podemos
concluir que:

a) Foi possivel definir uma metodologia vidvel para a extragdo de DNA do solo de
Mata Atlantica e obter um DNA de alto peso molecular de qualidade para
posteriores anélises;

b) Estudar a diversidade de genes cetosintases presentes na via de sintese dos
policetideos tipo I e II. Com a biblioteca de PKS I foi possivel detectar os
seguintes clones canditados a novos genes: KSI-1; KSI-5; KSI-8; KSI-14; KSI-24
e KSI-30. Na biblioteca de PKSII, obtivemos: - clones canditados a novos genes
que codificam para sintese de esporos: KSII-5; KSII-5.3 e KSII-5.6; - clones
canditados a novos genes responsdveis pela sintese de compostos naturais: KSII-
1.8; KSII-1.5; KSII7.5 e KSII 5.4;

¢) Com a metodologia dependente de cultivo utilizada conseguimos isolar sete

bactérias com atividade antibacteriana e/ou antifingica de grande interesse.
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