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RESUMO

KAROLSKI, B. Metagendmica comparativa e perfil metabdlico in silico de
solos do municipio de Cubatdo, SP. 2013. 203 f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo, 2013.

Cubatdo, o maior polo industrial da América Latina também ja foi uma das
cidades mais poluidas do mundo. Os 30 anos de intensa atividade industrial vém
pressionando o meio ambiente com substancias toxicas e afetando gravemente
a saude da populacédo. Dentre as substancias contaminantes mais importantes
da regido estao os derivados de petréleo como benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos. Conhecidos como BTEX, eles sdo produzidos e utilizados em larga
escala e a contaminacao ocorre frequentemente através de vazamentos. Nos
solos, devido a sua solubilidade em agua, essas substancias podem se espalhar
por longas distancias a partir do ponto afetado contaminando locais afastados.
Ja foi comprovada a capacidade de procariotos de sobreviver em locais
contaminados com BTEX e até utiliza-los como fonte de carbono. Os procariotos
adaptados catabolizam os contaminantes transformando-os em substancias
menos toxicas e até mesmo eliminando-os do ambiente, capacidade de grande
interesse econémico e ambiental. Nessa linha, nossa proposta visa o estudo das
comunidades microbianas de solos afetados e ndo afetados por BTEX. Para isso
foi utilizada a metagendmica como abordagem de estudo identificando-se
diferencas qualitativas e quantitativas nas estruturas microbianas de trés
diferentes locais do municipio de Cubatdo, sendo um deles afetado diretamente
por BTEX. Pelo método utilizado e aqui desenvolvido, foi possivel identificar um
panorama metabdlico geral identificando-se genes relevantes e o potencial de
degradacdo de hidrocarbonetos aroméaticos de procariotos conhecidos e
desconhecidos, revelando melhor o potencial metabdlico dos procariotos dos
solos identificados. Os resultados apresentados podem contribuir para um
melhor entendimento da dindmica in situ de uma comunidade microbiana
afetada por BTEX assim como melhorar o conhecimento sobre a comunidade
microbiana de um local altamente impactado como Cubatéo.

Palavras-chave: BTEX. Microbiologia. Compostos aromaticos. Metagendmica.
Cubatéo.



ABSTRACT

KAROLSKI, B. Comparative metagenomics and metabolic soil profiling in
Cubatdo County, SP. 2013. 203 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Cubatéo is the largest industrial site in Latin America and was in the past one of
the most polluted cities in the world. Thirty years of intense industrial activity has
damaged the environment with toxic substances and has severely affected the
inhabitants' health. Among the contaminants found in the region, the petroleum
derivatives benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes are the most important.
Known collectively as BTEX, they are produced and used at a large scale and
environment contamination frequently occurs. Because it is highly soluble in
water, when in soil BTEX can spread long distances from the original
contamination site, thus affecting large areas. Some microorganisms are known
to live in contaminated environments and use contaminants such as BTEX as a
unique carbon source for energy production. They catabolize contaminants into
less dangerous products or even eliminate them from environment, a feature
which has great commercial and environmental interest. We therefore compared
the microbial communities in soils which were affected and un-affected by BTEX
contamination. For this, we used a metagenomics approach and developed a
comparison method to identify microorganisms and degradation potential of soils
studied. We found qualitative and quantitative differences in microbial structures
from three different sites in Cubatdo County, one of which is contaminated with
BTEX. We constructed a metabolic overview identifying important genes,
degradation potential and microorganisms related to BTEX degradation. The
results presented here could contribute to understanding the in situ dynamics of
a BTEX affected microbial community as well as improving our knowledge of the
microbial community of Cubaté&o, a highly environmentally impacted place.

Keywords: BTEX. Environmental microbiology. Aromatic compounds.
Metagenomics. Cubatéao.
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1 INTRODUCAO
1.1 Importéncia dos organismos procariotos

Os micro-organismos procariéticos, grupo de seres Vivos microscopicos,
unicelulares e desprovidos de membrana nuclear, sdo a primeira e mais abundante
forma de vida do planeta. Segundo Whitman e colaboradores, estima-se que no planeta
existam entre 4,5x10%° e 6,4x10%° procariotos acumulando uma massa de carbono
estimada entre 350 e 550 Pg (1 Pg= 1x10*° gramas) (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE,
1998). Esta forma de vida esta espalhada pelos mais diversos ambientes no planeta
habitando tanto locais onde h& outras formas de vida quanto locais extremos como
ambientes de gelo eterno localizados na Antéartica (RIVKINA et al.,, 2000) e fontes
hidrotermais nas profundezas dos oceanos com temperatura aproximada de 350 °C
(JANNASCH; MOTTL, 1985). A grande variabilidade metabdlica encontrada nos
procariotos € uma das caracteristicas que confere ao grupo a capacidade de sobreviver
nos mais variados ambientes. A ampla gama de substancias organicas e inorganicas
utilizadas para a producdo de energia confere a capacidade de colonizacdo e
modificacdo de diferentes habitats. A atividade procariotica também é essencial para
diversos ciclos biogeoquimicos como os ciclos do nitrogénio, oxigénio, carbono e
enxofre.

Além da ubiquidade, o que por si s6 confere ao grupo importancia impar, 0s
procariotos sdo considerados o grupo mais diverso do planeta estando muito acima de
qualquer outro grupo de seres vivos. O nimero de espécies de procariotos estimada
ainda é controversa, mas esta na ordem de 10° a 10’ (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE,
1998). Whitman e colaboradores estimaram também a abundancia dos procariotos em

diferentes ambientes, mostrada na Tabela 1
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Tabela 1 — Estimativa da abundancia de procariotos em diferentes ambientes

Numero de células

Ambiente procariéticas x 1028
Ambientes aquéticos 12
Oceano profundo 355
Solo (superficie) 26
Subsolo 25-250
Total 415-640

Fonte: (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998).

1.2 Historico da classificagcdo em procariotos

Apesar de ser o maior grupo de seres vivos existentes, 0s procariotos ndo eram
conhecidos até o século XVIIl. Serem microscopicos, extremamente simples e nao
disporem de informacdes fésseis séo fatores que contribuiram para esse anonimato.
Inicialmente os organismos procariotos foram tratados como formas pleiotropicas do
mesmo organismo. A primeira classificacdo dos procariotos aconteceu nesse século a
partir de observacdes morfologicas das células que levavam em consideracdo 0s
diferentes formatos (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001).

O grande avanco no estudo dos organismos procariotos aconteceu com o
advento da cultura in vitro no século XIX (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Por
meio de uma cultura pura, a morfologia tanto das células quanto das colonias p6de ser
melhor estudada. Quando comparadas, diferencas suficientes foram observadas para
0 inicio de uma classificacdo. Os primordios da identificagdo microbiana foram
baseados em observacdes fenotipicas como morfologia, temperatura e pH de
crescimento, (KAMPFER; GLAESER, 2012) e apesar de serem observacdes basicas,
foram o suficiente para a criacdo de seis géneros procariéticos dentro do reino Plantae
em 1872 (SCHLEIFER, 2009).

No final do século XIX e inicio do século XX, muitas publicacbes com a descricdo
de diversos géneros bacterianos apareceram. Estas publica¢cdes descreviam ecologia,
morfologia e bioquimica dos organismos identificados. Em 1909 houve a primeira
tentativa de uma relacdo genealdgica entre os procariotos. Outras formas de
classificagado surgiram até que em 1923 foi publicada a primeira edicao do Bergey’s
Manual a qual continha a primeira chave de identificacdo de procariotos (ROSSELLO-

MORA; AMANN, 2001). Esta edicao e edi¢cdes subsequentes deste manual tentaram
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unificar a classificacdo bacteriana, que por falta de uma regra geral, contato entre os
pesquisadores e divergéncias na nomenclatura, muitas vezes acabava por identificar
com nomes diferentes um mesmo procarioto. Exemplo disso foi o caso da
Pseudomonas stutzeri que também era classificado como Bacillus denitrificans 1l em
1895 (VAN NIEL; ALLEN, 1952).

O crescente uso de caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas para
a identificacdo dos procariotos levou ao surgimento da taxonomia numeérica, um tipo de
classificacdo baseada em um grande numero de caracteristicas tanto morfolégicas
quanto metabdlicas. Possuia um carater qualitativo e gerava uma quantidade muito
grande de dados comparaveis. Caracteristicas como pigmentacédo, local da insercéo
de flagelo, utilizacédo de fontes de carbono, utilizacdo de aminoacidos e suscetibilidade
a antibidticos eram considerados para essa classificacdo. Cada uma dessas
caracteristicas apresentavam diversos subitens chegando a dezenas de critérios de
classificacdo (MOORE et al., 2010; VALDERRAMA et al., 1991). A taxonomia numeérica
tinha como objetivo agrupar bactérias que apresentavam caracteristicas semelhantes
possibilitando uma analise taxonémica mas nao filogenética dos procariotos. O uso da
taxonomia numeérica foi facilitada pelo desenvolvimento computacional e possibilidade
de andlises multivariadas, o que permitiu a comparacdo do grande niumero de dados
(ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001; SCHLEIFER, 2009).

Na década de 1960 com o aumento do conhecimento das propriedades do DNA
e desenvolvimento de técnicas de biologia molecular as caracteristicas genéticas
passaram também a ser utilizadas como critérios de classificagdo juntamente com as
caracteristicas morfolégicas, o que abriu novas portas na classificacdo dos procariotos
(GUPTA; GRIFFITHS, 2002).

O método classico de comparacdo do material genético entre diferentes
organismos € a comparacao do contetdo G+C presente no genoma. Essa comparacéao
consiste em uma medida indireta deste contetdo por meio da desnaturacdo do material
genético. Genomas ricos em G+C tendem a desnhaturar a temperaturas mais altas,
enquanto genomas pobres desnaturam a temperaturas mais baixas (MARMUR; DOTY,
1962). Portanto, diferentes pontos de desnaturacdo de genomas poderiam ser
utilizados como informacdo para diferenciacdo de espécies. Com a evolucdo das
observacfes a respeito dos conteudos G+C em diferentes genomas, foi estabelecido
gue dois procariotos que compartilham 90% de contetldo G+C podem ser classificados

dentro do mesmo género e se o compartilhamento for maior que 95%, eles podem ser



20

considerados da mesma espécie (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Apesar de ser
uma caracteristica utilizada até hoje na composicdo do conjunto de dados para
identificacdo procaridtica, o conteudo G+C ndo é suficientemente robusto para
sustentar uma classificacdo mais precisa (MOORE et al., 2010).

O refinamento da técnica de conteldo G+C se deu pelo desenvolvimento de
uma nova técnica: a hibridacdo de acidos nucleicos, DNA-DNA e DNA-RNA. Esta
técnica é baseada na capacidade de desnaturacéao e renaturacao dos acidos nucleicos.
Quando aquecidos a temperaturas por volta de 100 °C, as moléculas de DNA tém sua
dupla-fita separada e, em condi¢cdes controladas, podem ter suas fitas religadas.
Quando as moléculas de DNA de dois organismos diferentes sdo misturadas,
desnaturadas e em seguida renaturadas, pode ocorrer a formacdo de moléculas
hibridas, com maior ou menor complementariedade, dependendo do quéo similar as
sequéncias de DNA dos organismos sao.

Duas taxas séo calculadas com base na homologia das moléculas de DNA e na
temperatura de renaturacéo da técnica de hibridacdo de acidos nucleicos. A RBR, que
reflete a taxa de moléculas hibridas formadas, e a ATm, que corresponde a variacado
entre a temperatura de renaturacdo da dupla-fita hibrida e da dupla-fita ndo hibrida
(ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Para que um procarioto pertenca a mesma
espécie de acordo com a técnica de hibridacdo de acidos nucleicos, € preciso que ele
apresente pelo menos 70% de RBR e AT de até 5 °C (WAYNE, 1988). Um problema
do método é que ele depende da escolha de um organismo de referéncia, que precisa
ser préximo filogeneticamente do organismo a ser identificado. A técnica de hibridacéo
DNA-DNA ainda é valida e € atualmente uma das melhores para identificacdo de
espécies. Ela pode teoricamente ser aplicada a qualquer procarioto e € um método de
identificacdo de espécies ndo conhecidas. (GORIS et al., 2007; ROSSELLO-MORA;
AMANN, 2001).

Com o avanco das técnicas de biologia molecular e seu uso para a determinagao
das relacdes filogenéticas entre 0s procariotos passou-se a uma busca constante por
caracteristicas genéticas que auxiliassem no refinamento da classificacdo dos
procariotos. A descoberta dos genes que codificam para as subunidades ribossémicas
foi uma importante ferramenta para esse fim.

O ribossomo é a organela celular envolvida na tradugdo das informacdes do
DNA em proteinas. E constituido por trés subunidades de diferentes tamanhos, o que

pode ser evidenciado por ultracentrifugacdo. Nos seres procarioticos as subunidades
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encontradas sédo a 5S, 16S e 23S codificadas por genes especificos de tamanhos
aproximados de 120, 1650 e 3300 nucleotideos respectivamente (ROSSELLO-MORA;
AMANN, 2001).

A primeira abordagem para a classificacdo dos procariotos a partir de estudos
do gene que codifica para a subunidade 16S ou SSU rRNA foi realizada por Woese e
colaboradores na década de 1970. Eles também iniciaram o banco de dados de
sequéncias desse gene em diferentes organismos. Este gene se mostrou muito
propicio a classificacdo procaridtica, pois € encontrado em todos 0s seres vivos,
apresenta consideravel quantidade de informagcédo genética e é conservado entre as
espécies (SCHLEIFER, 2009). Por ndo ser propenso a transferéncias laterais e
apresentar variagdo em sua sequéncia de organismo para organismo, ele se mostrou
efetivo também para o célculo de distancias evolutivas. As variacdes encontradas
nesses genes refletem a prépria evolucdo do organismo sendo pouco afetado por
pressodes seletivas (WOESE, 1987).

A classificacdo de um organismo baseada no gene SSU rRNA ocorre a partir da
comparacao da sequéncia de nucleotideos desse gene com a sequéncia de outros
organismos. Sequéncias mais similares identificam organismos mais préximos
evolutivamente. Para que dois organismos pertencam a mesma espécie deve haver
97% de identidade entre as sequéncias, e para que pertencam ao mesmo género, 95%
de identidade (TINDALL et al., 2010). Essas porcentagens foram definidas baseadas
na técnica de hibridacdo de DNA-DNA. Foi observado que organismos da mesma
espécie, que compartilhavam valor igual ou maior do que 70% na técnica de hibridacéo,
apresentavam valores de 97% de similaridade nas sequéncias de seus SSU rRNAs.

A facilidade de sequenciamento e rapidez na identificacdo dos procariotos
determinaram a técnica da comparacdo da sequéncia de genes SSU rRNA como um
dos melhores e mais abrangentes métodos de classificacdo procaridtica. No entanto,
uma das criticas recorrentemente feita a esse método € a sua baixa para identificacédo
de espécies (GUPTA; GRIFFITHS, 2002; ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001;
SCHLEIFER, 2009; TINDALL et al., 2010). Na época em que as arvores filogenéticas
baseadas na sequéncia do SSU rRNA foram iniciadas, existiam poucas ramificacdes e
a separacao entre os diferentes grupos era melhor visualizada. Com cada vez mais
sequéncias ribossomais adicionadas aos bancos de dados, os ramos das arvores
filogenéticas foram sendo preenchidos e a classificacdo dos organismos foi ficando

cada vez mais dificil e imprecisa (GUPTA; GRIFFITHS, 2002). Comecaram a surgir
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casos de espécies diferentes com sequéncias de genes SSUrRNA com semelhancas
maiores do que 97%, causando imprecisbes nas classificagcbes, como demonstrado
pelo método de hibridacdo DNA-DNA, que apresenta maior resolucao para definicdo
de espécies procariodticas. Fox e colaboradores mostraram claramente a imprecisédo do
método de SSU rRNA quando compararam as espécies Bacillus psychrophilus e
Bacillus globisporus. O resultado para o método SSU rRNA foi de 99,8% de identidade
entre as duas espécies, sugerindo que esses dois organismos poderiam ser agrupados
como uma mesma espécie. Ja o metodo de hibridacdo de DNA mostrou uma taxa de
hibridacao de apenas 50%, o que significa que esses dois organismos claramente néo
pertencem a mesma espécie (FOX; WISOTZKEY; JURTSHUK, 1992).

Gupta e Griffiths (2002) ainda questionam a classificacdo de 90% a 95% das
bactérias em somente quatro grupos, como indicado pelas analises do gene SSU
rRNA, e indicam que esse resultado deve ser reflexo da baixa resolu¢éo desse método.

Outro fato que pode ser decisivo para a identificacdo de espécies, pelo método
de SSU rRNA, é a variacdo das diferentes copias do gene no mesmo genoma. As
diferentes copias ribossomais podem ter variacdes de 1% a 2%, e as vezes até mais,
0 que pode dificultar uma classificacdo mais precisa do procarioto (SCHLEIFER, 2009).

Os procariotos compdem um grupo muito diverso e sua classificacdo ainda é
controversa. O avanco das técnicas de biologia molecular, estdo possibilitando um
maior conhecimento desses organismo, porém em muitos casos, esse conhecimento
esta colocando a prova métodos de classificacdo que outrora cumpriam bem seu papel.
A cada novo aporte de informagdo nos bancos de dados, novas falhas sé&o

descobertas, assim, o desenvolvimento de técnicas mais precisas é necessario.
1.3 A presente identificacdo e classificacdo microbiana

Para todos os fins, desde a pesquisa basica até a aplicada, a classificacdo dos
organismos procariéticos é de extrema importancia para a comunicacdo entre as
partes. Para esta finalidade, o sistema de classificagdo e a nhomenclatura de Linneu
foram adotados para identificacdo e filogenia desses organismos, nos mesmos moldes
estabelecidos para outros grupos de seres vivos (MOORE et al., 2010). A nomenclatura
se mostra adequada para a identificacdo de procariotos, mas é necessaria a definicao

de melhores critérios e parametros para que se estabeleca a filogenia dos procariotos.
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O conceito de espécie dentro dos organismos procariotos é bastante
questionavel. Antes do surgimento das técnicas moleculares, por volta da década de
1950, a identificacdo de espécies era realizada com base em observacdes
morfolégicas de organismos isolados, o que culminava em uma classificacdo que
continha poucas informacdes, e com uma visdo subjetiva (GEVERS et al., 2005; VAN
NIEL; ALLEN, 1952). Nesta época, surgia um conceito de espécie que vigorou por
muito tempo, até aproximadamente o ano 2000, e que ainda tem influéncia na
classificacdo procariotica. O conceito criado por Gordon e Mihm em 1962 definia
espécie procariotica como “um grupo de linhagens isoladas recentemente, mantidas in
vitro por diferentes periodos de tempo; e suas variantes, as quais possuem em comum
um conjunto de caracteristicas correlacionaveis que as separam de outras linhagens”
(GORDON; MIHM, 1962). Este conceito de espécie, devido a época em que foi criado,
refere-se somente a caracteristicas morfolégicas, ndo levando em conta todo o ramo
da classificagdo microbiana baseada nos dados de DNA.

Rossel6-Mord e Amann, em 2000, reformularam o conceito de espécie
procariotica incluindo também os métodos de comparacdo de material genético como
métodos validos para determinacdo de espécies. Os autores sugeriram como espécie
um grupo de linhagens que compartilham alto grau de similaridade com relacdo a
diversas caracteristicas. Essa definicdo foi aceita pelo comité de bacteriologia, sendo
publicada da seguinte forma: “espécie € wuma categoria que engloba
(preferencialmente) um grupo coerente, do ponto de vista gendmico, de individuos
isolados/linhagens que compartiham um alto grau de similaridade em (muitas)
caracteristicas independentes, comparativamente testadas sob condi¢cfes altamente
padronizadas” (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001; STACKEBRANDT et al., 2002). O
documento, apesar de nao instituir um método Unico para identificacdo de espécies,
sugere que observacbes de carater comparativo sejam feitas a caracteristicas
independentes. Esta comparagcdo engloba caracteristicas tanto genotipicas quanto
fenotipicas, e o cruzamento destes dados para a determinacdo de espécies. Este
método multivariavel de classificacdo procariética foi denominado de taxonomia
polifasica.

A taxonomia polifasica, sendo validos também os nomes identificacao polifasica
e classificacdo polifasica, foi primeiramente proposta por Colwell em 1968
(VANDAMME et al., 1996). Ela define um sistema de classificacdo baseado em
informacgdes genotipicas e fenotipicas como forma de identificagdo procariotica.
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Com relacdo a andlises fenotipicas podemos destacar o uso da tecnologia de
MALDI-TOF ou espectrometria de massas. Essa tecnologia utiliza cultura isolada,
lisado celular ou extratos bacterianos diretamente e permite o estudo do material
genético e proteinas celulares tanto isoladas quanto em células (LAY, 2001).

Esse método aplicado a células em suspensdo ou mesmo em coldnias gera um
perfil espectral exclusivo de cada tipo de procarioto, o qual pode ser utilizado para
identificacdo. Possui a vantagem de ser bastante rapido para analises, pois ndo requer,
necessariamente, nenhuma técnica complementar de preparacdo da amostra,
caracteristica bastante vantajosa em identificacdo de bactérias patogénicas. Para esse
tipo de bactéria, a técnica funciona relativamente bem, ja que se dispde de um banco
de dados bastante informativo (CARBONNELLE et al., 2012), podendo-se chegar a
indices de identificacdo de 96% para quase 700 espécies (KHOT et al., 2012). Para
bactérias nao patogénicas, a identificacdo por MALDI-TOF néo é precisa devido a falta
de informacBes dos espectros em bancos de dados e as préprias variacdes
encontradas nas culturas, dificultando a identificacdo (LAY, 2001).

A necessidade de cultura é outro fator que dificulta a identificacéo de procariotos.
Sem cultura ndo se tem um espectro, e sem o espectro ndo € possivel a identificacado.
Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de novas técnicas de cultura ou a
descoberta de caracteristicas que permitam a identificacdo sem a necessidade do
cultivo.

Outro método de analise fenotipica é a classificacdo quimiotaxica. Esta
classificacdo consiste no estudo e identificacdo de componentes estruturais da célula
como parede celular, membrana plasmatica e citoplasma. Dentro deste escopo,
estruturas especificas sao exploradas como lipopolissacarideos, poliaminas, lipideos,
peptidioglicanos e benzoquinonas para a diferenciacdo e identificacdo de procariotos
(TINDALL et al., 2010). A simples identificacdo de presenga ou auséncia de
determinada estrutura pode ja ser informativa para a classificacdo de um organismos.
Um exemplo disso sdo as ubiquinonas que sdo restritas as classes
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, e a simples
constatacdo de sua presenca ja restringe a identificagcdo do procarioto a essas trés
classes (TINDALL et al., 2010).

A guimiotaxonomia pode fornecer maiores informacdes e ser mais precisa do
que testes fisioldgicos e bioquimicos, porém sofre com a falta de resolucdo para niveis

taxondmicos mais especificos. Divergéncias de resultados entre laboratérios tambéem



25

podem ocorrer devido ao comprometimento da reprodutibilidade relacionado a
diferencas de equipamentos e protocolos (MOORE et al., 2010).

Completando a taxonomia polifasica, os métodos genotipicos de identificacao
existem em maior nimero e sdo 0s mais utilizados para a classificacdo procariotica.
Muitos desses métodos sdo baseados em reacdo de polimerizacdo em cadeia,
hidrélise do material genético por enzimas de restricdo e sequenciamento de DNA.
Estes métodos evidenciam diferencas e similaridades do material genético, o que ajuda
na identificacdo de procariotos e no estabelecimento das relacdes filogenéticas entre
eles.

As técnicas como AFLP, PFGE e PCR-RFLP sdo baseadas na digestdo dos
genomas por enzimas de restricAo e na amplificacdo dos fragmentos formados
evidenciando diferencas entre os genomas que podem ser utilizadas para classificacao
(VANDAMME et al., 1996).

Outros métodos de andlise gendmica como MLSA e MLST se baseiam em
genes como rpoA e pheS, conhecidamente conservados e com valor para
diferenciacdes entre espécies. As duas técnicas evidenciam diferencas existentes
nesses genes usadas na identificacdo e construcao de relacdes filogenéticas entre os
organismos, ja que, como o gene SSU rRNA, esses genes sS40 menos propensos a
transferéncias laterais e a pressbes seletivas. Para realizacdo desta comparacao,
iniciadores especificos, técnicas de reacdo de polimerizacgdo em cadeia e
sequenciamento de nucleotideos sdo utilizados. Este método abrange muito bem
niveis mais especificos de identificacdo, porém, perde resolucdo para niveis mais
amplos como filos e classes (MAIDEN et al., 1998; NASER et al., 2005).

Com a diminuicdo de custo de sequenciamento e incremento da capacidade
bioinformética, os projetos de sequenciamento de genomas completos estdo em plena
ascensdo. Em 2010, estavam depositados no banco de dados Genome OnLine
Database (GOLD); <http://www.genomesonline.org>, 2400 genomas completos
(MOORE et al., 2010). Atualmente, neste mesmo banco se encontram 3788 genomas
completos depositados, 0 que representa um aumento de 50% em apenas 2 anos.
Numero bastante expressivo desde a primeira publicacdo do banco de dados ha mais
de 10 anos, com apenas 21 genomas (KYRPIDES, 1999).

O sequenciamento de genomas completos é uma das técnicas mais
promissoras para classificagao de procariotos (GUPTA; GRIFFITHS, 2002; MOORE et
al., 2010; WAYNE, 1988). Com o genoma completo, comparacoes totais do material
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genético entre diferentes organismos se tornam possiveis. Andlises entre as
sequéncias do genoma dos organismos poderdo ser realizadas in silico, com alta
padronizacdo e qualidade. Duas técnicas que surgiram baseadas no sequenciamento
completo de genomas séo as técnicas ANI (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2007) e MUM
(DELOGER; EL KAROUI; PETIT, 2009). Ambas se baseiam em comparacdes
nucleotidicas entre regides em comum dos genomas e se mostraram bastante
eficientes na construcéo de relacdes filogenéticas.

N&o ha duvidas de que entre as técnicas genotipicas de identificacdo, a mais
utilizada é a técnica de andlise da sequéncia do gene SSU rRNA. Apesar das criticas,
ainda € uma das melhores ferramentas de comparagéo que existem atualmente e uma
das poucas com a capacidade de fornecer dados para construcao de filogenia. Um fato
gue possibilita esta capacidade € o enorme banco de dados de sequéncias do SSU
rRNA que existe atualmente. Os bancos de dados RDP (http://rdp.cme.msu.edu/) e
SILVA (http://www.arb-silva.de/) possuem respectivamente 2.578.902 e 3.587.011
sequéncias desse gene depositadas.

Os estudos genotipicos dos procariotos estdo se voltando cada vez mais a
analises computacionais e a comparacées em bancos de dados in silico. Técnicas
antes realizadas em laboratério e que despendiam grande quantidade de tempo podem
ser feitas atualmente em minutos e com uma quantidade de dados muito maior. Esse
avanco, tanto no numero de dados quanto na capacidade de processamento das
informacdes, levou ao aparecimento de técnicas de estudos de comunidades
procariéticas inteiras sem a necessidade de cultivo. Atualmente podemos ter acesso
tanto a composicdo quanto ao tipo de metabolismo dessas comunidades, uma porta de

estudos para um grande potencial biotecnolégico.
1.4 Metagenbmica

Como ja mencionado no item 1.1, o grupo dos procariotos é o de maior
diversidade e abundéancia do planeta. Mesmo com todos os avancos tecnoldgicos, o
nosso conhecimento desse grupo de organismos ainda é muito pequeno. A
necessidade de cultivo desses organismos para estudo dificulta ainda mais nosso
aprofundamento no conhecimento. Estima-se que seja possivel o cultivo de apenas 1%
de todos os procariotos (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2008; SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2003; STREIT; RA, 2004;). Na tentativa de superar essa dificuldade e
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poder aprofundar o conhecimento desse grupo, técnicas moleculares de estudo sem a
necessidade de cultivo de organismo foram desenvolvidas. Extragao de material
genético, clonagem, sequenciamento e expressao génica foram aplicados diretamente
a comunidades microbianas do ambiente, o que resultou no aparecimento de um novo
tipo de estudo chamado de metagendmica.

A metagendmica pode ser definida como uma analise funcional e gendmica de
uma comunidade microbiana do ambiente sem a necessidade de cultivo. Esse nome
foi utilizado oficialmente na primeira conferéncia sobre o assunto (Metagenomics 2003)
realizada na cidade de Darmstadt na Alemanha (REISENFELD; SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2004).

O estudo metagendmico estd baseado inteiramente no estudo do material
genético de uma comunidade microbiana, e o isolamento de acidos nucleicos é o
primeiro passo. Este isolamento pode ser realizado diretamente no ambiente a partir
de uma lise celular total, ou indiretamente a partir de separacdo das células presentes
na amostra que entdo segue para a lise celular (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN,
2008). O material genético é purificado e recuperado, e, a partir deste momento,
empregado para o estudo, que pode ser dirigido a diversos caminhos de acordo com o
interesse da pesquisa. Em uma abordagem funcional, o material genético extraido do
ambiente é fragmentado e clonado em vetores de expressdo e transfectado em
organismos receptores. Estes organismos expressando os clones sdo entédo testados
para a funcdo de interesse, e 0s clones positivos sdo selecionados para um estudo
mais aprofundado de sua sequéncia nucleotidica (HESS et al., 2011; RIESENFELD;
GOODMAN; HANDELSMAN, 2004). Este tipo de abordagem é bastante laboriosa e
apresenta baixo rendimento.

Um exemplo desse tipo de abordagem metagenémica € trabalho realizado por
Riesenfeld e colaboradores (2004), cujo foco eram genes de resisténcia a antibiéticos.
Nas 4,1 gigabases (10° bases) clonadas, foram encontrados apenas 10 clones que se
mostraram resistentes aos antibidticos testados. Para otimizar o trabalho de busca
guando o foco € a abordagem funcional, um passo de enriquecimento de material pode
ser realizado anteriormente a extragdo de DNA.

Outro exemplo foi o estudo de Hess e colaboradores (2011), cujo interesse
estava em enzimas de degradacdo de biomassa de origem vegetal em rimen bovino.

Para o estudo, uma massa vegetal foi introduzida no rimen e apenas procariotos que
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estavam aderidos e processando o material vegetal foram selecionados para a analise
metagendmica .

A outra abordagem metagendémica é a baseada em sequéncia ou sequéncia
dirigida (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2003). Ela consiste no uso de iniciadores
conhecidos e na amplificacdo direta do DNA metagenémico. E comum a aplicagéo
dessa abordagem para identificagdo microbiana no ambiente a partir do uso de
iniciadores especificos para o0 gene SSU rRNA. Com isso, um grande numero de
sequéncias deste gene em diversos organismos pode ser amplificado e a comparacao
dessas sequéncias, além de permitir a identificacdo dos organismos que constituem a
comunidade, pode ser utilizada para estabelecer relagfes filogenéticas e identificar
sequéncias que nao sao identificadas nos bancos de dados, ou seja, possiveis novas
espécies, revelando uma diversidade que néo poderia ser alcancada somente por meio
de comparacdes com o banco de dados (BRUCE et al., 2010).

A abordagem da sequéncia dirigida ainda permite a recuperacao de genes que
codificam enzimas de interesse. Através de comparacfes de sequéncias conhecidas,
regides conservadas podem ser identificadas e utilizadas como molde para iniciadores.
Genes presentes no metagenoma que possuem a mesma fungdo ou uma funcao
parecida podem ser recuperados por amplificacdo, clonados e ter sua atividade
avaliada (COURTOIS et al., 2003). A Figura 1 esquematiza as principais etapas de um

estudo metagendmico.
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Figura 1 - Representacéo das etapas de um estudo metagendémico
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Uma grande diversidade de procariotos foi descoberta com o avanco dos
estudos metagenémicos. No entanto, a capacidade de geracdo de informacgles era
ainda muito limitada e demorada. As analises metagenémicas envolvem sempre uma
etapa de sequenciamento de nucleotideos. O sequenciamento utilizado para os
estudos em questdo era o sequenciamento de nucleotideos pelo método Sanger
(SANGER; COULSON, 1975), que é dependente de clonagem e gera uma quantidade
de dados que para a metagendmica se mostra insuficiente.

Em 1998 Ronaghi e colaboradores desenvolveram uma técnica de
sequenciamento de nucleotideos que revolucionou a metagendmica (RONAGHI,
UHLEN; NYREN, 1998). Este sequenciamento baseado em emissao de luz recebeu o
nome de pirossequenciamento. A técnica foi a base para o desenvolvimento da terceira
geracdo de sequenciadores e aumentou exponencialmente a quantidade de dados
gerada. Enquanto o sequenciamento pelo método Sanger pode gerar por corrida cerca
de 1000 bases, as tecnologias baseadas no pirossequenciamento podem chegar a
ordem de 10° a 10*?, dependendo da plataforma utilizada (DANIEL, 2005).
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Além de aumentar a capacidade de informacéo gerada, o sequenciamento de
terceira geragdo promoveu novas abordagens de analises metagenémicas, alcangadas
pela possibilidade de sequenciamento de acidos nucleicos sem a necessidade de
clonagem.

Uma das novas abordagens que puderam ser desenvolvidas gracas a técnica
de pirossequenciamento foi o sequenciamento ambiental direto em larga escala. Esta
técnica consiste no sequenciamento direto do material genético encontrado em
diferentes habitats. Por ndo passar por clonagem, ndo é necessaria a preparacao de
bibliotecas gendmicas em vetores ou desenvolvimento de iniciadores para estudo de
genes. Este método pode gerar dados que representam toda a comunidade
microbiana, possibilitando a comparacdo entre comunidades de diferentes locais
(QUAISER et al., 2011) ou de diferentes datas (MARCHETTI et al., 2012).

O primeiro trabalho utilizando essa abordagem metagendmica foi publicado em
2004 e teve como local de estudo o mar de sargaco (VENTER et al., 2004). Venter e
colaboradores foram o0s pioneiros a aplicar a tecnologia de pirossequenciamento
diretamente em amostras ambientais. Pela primeira vez p6de-se mostrar tdo detalhada
e profundamente uma comunidade microbiana aquética abordando-se diferentes
carateristicas. Varias faces da metagendmica, reveladas a partir do sequenciamento
em larga escala, se apresentam neste trabalho. Identificacdo microbiana, identificacdo
metabdlica, montagem de genomas e identificacdo e comparacdo de genes de
interesse puderam ser abordadas em um Unico estudo, mostrando todo o potencial
inovador e promissor da técnica.

A partir deste primeiro trabalho, muitos outros ambientes foram sendo
explorados como os tratos digestorios de animais, ambientes pelagicos e solos.
Habitats especificos como fezes (GILL et al., 2006) e pele humana (GRICE; SEGRE,
2011) também ja foram abordados, e esses trabalhos além de gerar conhecimento
sobre procariotos em geral, possuem também um carater terapéutico, pois ao se
entender melhor a dindmica microbiana envolvida, melhorias no combate a infeccdes,
previsdo de doencas e tratamentos mais especificos e eficazes podem ser
desenvolvidos.

Entre toda a diversidade microbiana existente, os procariotos ambientais sdo
ainda uma grande incégnita para a ciéncia e, por esse motivo, muitos trabalhos de
metagendémica focam comunidades microbianas ambientais na tentativa de entender

guem séo e o que fazem. Estes estudos nao se restringem apenas a ambientes
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inoGspitos, desabitados e desprovidos de contato com seres humanos, mas também
incluem ambientes que sofrem com atividades antropocéntricas e acabam sendo
contaminados. Nesses ambientes, comunidades microbianas conseguem sobreviver e
muitas vezes conseguem até utilizar o contaminante do local como fonte de carbono
produzindo energia para manutencdo e multiplicagdo celular (VOGEL, 1996). O
potencial de degradacdo de contaminantes por procariotos é um dos focos de estudos
metagendmicos gracas ao seu grande potencial biotecnolégico e de aplicabilidade,

podendo se tornar uma ferramenta biotecnoldogica.
1.5 BTEX
1.5.1 BTEX e contaminacao ambiental

Os xenobidticos sdo conhecidos por causarem impactos ambientais modificando
a homeostase do ambiente e influenciando diretamente a interagédo entre 0s seres Vvivos
e 0 meio onde vivem. Além do impacto ambiental causado pelo aporte de um elemento
estranho ao ambiente, muitas vezes os xenobitticos sdo téxicos, podendo ser os
responsaveis direto pela mortalidade de seres vivos, ocasionando queda tanto no
namero de individuos quanto no nimero de espécies de um local afetado. O petréleo
e seus derivados se posicionam em local de destaque entre os xenobiéticos de maior
importancia com relagéo a impactos ambientais.

O petroleo € um recurso natural amplamente explorado e utilizado ao redor do
mundo, sendo a principal fonte energética do planeta. Segundo a EIA, em 2011 foram
produzidos em média mais de 87 bilhdes de barris de petréleo por dia no mundo e os
maiores consumidores desta fonte energética sdo, em ordem, Estados Unidos, China,
Japdo, india, Russia e Brasil (EIA, 2013).

O petréleo raramente € utilizado em sua forma natural. Seu uso se da apdés seu
refino, que é o processo de separacdo de seus componentes, uma diversidade de
substancias orgéanicas conhecidas como hidrocarbonetos. Uma vez separados, 0s
componentes do petroleo s&o utilizados nas mais diversas produg¢des industriais, sendo
utilizados como pavimentagdo, solventes, combustiveis, lubrificantes, plasticos,
borrachas e fibras sintéticas.

Entre os produtos derivados do petroleo, um grupo de substancias tem chamado
a atencao por suas caracteristicas fisico-quimicas, toxicidade, taxa de producéo e

impacto no ambiente: o grupo denominado de BTEX. A sigla BTEX se refere ao
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conjunto que agrupa benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos. Suas estruturas

moleculares e caracteristicas quimicas se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas dos hidrocarbonetos do grupo BTEX

CH,

CH,CH,

CH, CH, CH,
= CH A
| = : |
= | =
= CH,

H

Q

Benzeno  Tolueno Etilbenzeno orto-Xileno meta-Xileno para-Xileno
Férmula
CeHs C7Hs CsH1o CsH1o CsH1o CsH1o
molecular
Peso 78,11 92,1 106,2 106,2 106,2 106,2
molecular
Temperatura
55 -95 -95 -25 -48 13
de fusao (°C)
Temperatura
de ebulicdo 80,1 110,8 136,2 1444 139,0 138,4
(°C)
Solubilidade
em agua a 20 1780 515 152 175 200 198
°C (mg/L)

Fonte: (Baseado em AGTEREN; KEUNING; JANSSEN, 1998; WEELINK; EEKERT, 2010).

Estes hidrocarbonetos derivados do petroleo sao produzidos em quantidades
equivalentes a 103 toneladas por ano e sdo utilizados largamente em processos
industriais como solventes e matérias-primas para producado de pesticidas, plasticos e
fibras sintéticas (JINDROVA et al., 2002). Esse grupo de hidrocarbonetos também
rene componentes da gasolina, que pode conter de 10% a 40% destes
hidrocarbonetos aroméaticos em sua composicao (FINOTTI; CAICEDO; RODRIGUEZ,
2001). Devido a importancia desses hidrocarbonetos em processos industriais e ao fato
de estarem presente em produtos difundidos mundialmente, contamina¢des ambientais
em diversas partes do mundo evolvendo BTEX sdo comuns (ALFREIDER; VOGHT,
2007; BALDWIN et al., 2009; CAVALCA; DELL'AMICO; ANDREONI, 2004; MAZZEO
et al., 2010). As contaminagcdes com BTEX ocorrem principalmente por vazamentos,
sejam dos componentes puros de tanques de armazenamentos ou encanamentos de
industrias, ou de gasolina de postos de combustiveis. Os postos de combustiveis tém

grande contribuicdo nas contaminagbes com BTEX. Esse fato se deve a grande
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quantidade desse tipo de local de distribuicdo e ao fato de a gasolina estar amplamente
relacionada a vida cotidiana (FINOTTI; CAICEDO; RODRIGUEZ, 2001). Um recente
estudo realizado pela Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Séao Paulo revelou
que 79,5% das contaminac¢des do Estado de Sao Paulo tinham como origem postos de
combustiveis (SMA, 2012). A Figura 2 exemplifica dois tipos de vazamentos que

ocorrem no ambiente.

Figura 2 - Esquema de diferentes modos de contaminagcé&o do ambiente por BTEX

o _~, Volatizagdo

Fase dissolvida

) Fluxo

Volatizagdo

Fase adsorvida

Fase dissolvida

) Fluxo

A) Vazamento que ocorre geralmente em tanques de postos de combustivel onde os tanques de
armazenamento s@o subterraneos. Esse tipo de contaminagdo afeta o subsolo e a camada saturada
(azul). Existe a formacéo de uma fase livre e de uma fase dissolvida que percorre grandes distancias,
podendo contaminar outros locais.

B) Exemplo de vazamento de um tanque de armazenamento sobre o solo. Quando ocorre este tipo de
vazamento, existe contaminacéo superficial do solo, formando uma fase livre e uma fase adsorvida. A
fase livre superficial pode penetrar no subsolo e formar outra fase livre e uma fase dissolvida na camada
saturada do subsolo. Em ambos os casos ocorre contaminacao do solo, 4gua e ar através da volatizagcéo
do BTEX.

Pela sua solubilidade relativamente baixa em agua, o BTEX quando liberado no
ambiente pode ser carregado e alcancar longas distancias. Pode contaminar o lencol
freatico e comprometer reservas de agua de uso humano.

N&o s6 a agua é alvo de contaminacao por BTEX, o ar também pode ser afetado.
Por serem hidrocarbonetos volateis e por terem baixa tendéncia de adsor¢cdo em

matéria organica, quando derramados em solo, grande parte evapora atingindo a
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atmosfera e pode retornar ao solo carregado pelas aguas da chuva (FINOTTI,
CAICEDO; RODRIGUEZ, 2001).

No ambiente, ndo se tem muitas informacdes das consequéncias diretas de
contaminacao por BTEX. Muito mais conhecidas sdo contaminacdes por petréleo que
causam mortalidade de peixes, aves, mamiferos e podem contaminar amplas areas
pelagicas e costeiras. Contudo, alguns estudos comprovam a toxicidade de BTEX em
seres vivos. Ja foi demonstrada a toxicidade de BTEX no desenvolvimento de plantas
utilizando como modelo as espécies Sorghum bicolor e Cucumis sativum (AN, 2004).
A toxicidade também foi testada em alga verde Selenastrum capricornutum (HERMAN;
INNISS; MAYFIELD, 1991). Nos estudos citados, em concentracbes elevadas, o
crescimento das plantas ficou comprometido, e no caso da alga verde foi comprovado
danos a integridade da membrana celular causada pela exposicdo ao BTEX.

Em seres humanos, a toxicidade do BTEX j& foi estudada (COSTA et al., 2006;
GERIN et al., 1998; TRAVIS et al., 1994). A contaminacdo pode ocorrer através da
pele, ingestdo ou inalacdo. Altas concentracdes de BTEX podem ocasionar irritacédo da
pele, depressao do sistema nervoso central e problemas respiratérios. A exposi¢ao por
periodos prolongados pode causar, além dos problemas ja citados, problemas
hepaticos e renais. O benzeno em particular € uma substancia conhecidamente
carcinogénica e exposicdes prolongadas a ele podem causar leucemia (TRAVIS et al.,
1994). Doencas de corac¢éo, do sistema nervoso central e anemia aplastica também ja
foram relacionadas a exposico de benzeno (GUIMARAES, 2005).

Sendo xilenos, tolueno e etilbenzeno substancias toxicas e benzeno, além de
toéxico, conhecidamente carcinogénico, regulamentacbes para controle destas
substancias no ambiente existem tanto para atividades industriais que utilizam o BTEX
guanto para monitoramento ambiental. A CONAMA, resolucao 396 de 2008, determina
valores maximos para a potabilidade da agua no Brasil com relacdo a presenca de
BTEX (Tabela 3).
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Tabela 3 — Niveis maximos para a potabilidade da agua com relacéo as concentracdes
de BTEX (CONAMA 396/2008)

Hidrocarboneto Valor maximo tolerado pg/L

Benzeno 5

Etilbenzeno 200
Tolueno 170
Xileno 300

A presencga de BTEX em praticamente todo o planeta aumenta as chances de
contaminacao acidental do ambiente colocando em risco a salde de seres humanos.
Suas propriedades quimicas permitem uma rapida movimentacéo pelo solo e agua se
espalhando rapidamente por grandes areas. Devido ao seu carater toxico, acfes de
contencao e recuperacdo ambiental precisam ser tomadas com agilidade em caso de
acidentes. Medidas de retirada de BTEX do ambiente existem baseadas em principios
quimicos, fisicos e biolégicos, neste ultimo caso, utilizando-se a capacidade metabdlica

de procariotos para catabolizar e eliminar a contaminacdo do ambiente.
1.5.2 Degradacao microbiana de BTEX

Seja em solo ou em ambiente aquético, o BTEX quando atinge o meio ambiente
causa problemas nao apenas no local onde ocorre o derramamento, mas também em
locais distantes, podendo se espalhar rapidamente. Devido ao seu potencial toxico,
medidas de retirada do BTEX do ambiente precisam ser tomadas com urgéncia
impedindo o afastamento do contaminante. Estas medidas de retirada de
contaminantes do ambiente sdo denominadas remediacao.

A remediacdo ambiental pode ser aplicada a substancias nocivas como
pesticidas e metais pesados, mas, em sua grande maioria, a remediacao € utilizada
em casos de contaminacgao com petroleo e seus derivados. Diversas técnicas de
remediacdo ambiental estdo disponiveis atualmente para remediacao de solo, agua
ou ambos. Estas técnicas estao baseadas em principios fisicos, como a retirada do
contaminante através de succdo ou escavacao; principios quimicos, como oxidacéo

do contaminante transformando-o em um produto menos toxico; e principios
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biolégicos, através da modificagdo do contaminante por intermédio de acao
metabdlica de seres vivos (KHAN; HUSAIN; HEJAZI, 2004).

Os meios biolégicos de remediacdo sdo conhecidos como biorremediacéo. Esse
meétodo utiliza a capacidade dos seres vivos de degradar contaminantes (GENOVESE
et al., 2008) transformando-os em produtos de menor toxicidade, ou eliminando-os
totalmente do ambiente. Este tipo de remedia¢cdo vem ganhando cada vez mais espaco
entre as técnicas de remediacdo ambiental. Por ndo utilizar produtos quimicos nem
recursos de maquinario e tecnologias que requerem altos investimentos, torna-se uma
alternativa viavel e vantajosa para o tratamento de locais contaminados (VIDALI, 2001).
Em contrapartida, este método é bastante demorado comparado a outros métodos
fisicos e quimicos, e, dependendo da concentracdo, 0S seres vivos se tornam
incapazes de catabolizar o contaminante. Para um melhor resultado, a utilizacdo de
diferentes técnicas é frequente. A biorremediacdo, utilizada por ultimo, consegue
diminuir a concentracdo do contaminante a niveis dentro do limite toleravel (KHAN;
HUSAIN; HEJAZI, 2004).

A biodegradacdo de BTEX é conhecida desde 1908 quando pela primeira vez
Stormer observou a capacidade de crescimento do Bacillus hexabovorum em meio de
cultura contendo tolueno e xilenos (MAZZEO et al., 2010). Posteriormente, foram
descobertas muitas bactérias, de diversos locais, que também apresentavam a
capacidade de degradacédo de BTEX. Ja foi constatada a presenca destas bactérias
tanto na parte superficial de solos contaminados (HENDRICKX et al., 2006) quanto no
subsolo (HERRMANN et al., 2008) e em aguas subterraneas (CAVALCA;
DELL'AMICO; ANDREONI, 2004). Entre os géneros bacterianos conhecidos por
metabolizar BTEX, o género Pseudomonas € o de maior representatividade. Este
género é conhecido por utilizar BTEX como Unica fonte de carbono, processando estas
moléculas por respiracao e transformando-as em didéxido de carbono e agua (BYRNE;
KUKOR; OLSEN, 1995; JOHNSON; OLSEN, 1995). Outros trés géneros ja estudados
e que possuem a capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos séo
Comamonas (TERAMOTO et al.,, 1999), Xhantobacter (ZHOU et al., 1999) e
Burkholderia (SHIELDS et al., 1995). A capacidade de degradacdo de BTEX dessas
bactérias foi comprovada por estudos das bactérias isoladas em cultura pura.

No ambiente, geralmente sao encontrados varios géneros bacterianos presentes
em locais contaminados. Cavalca e colaboradores, além do género Pseudomonas,

encontraram também os géneros Mycobacterium, Azoarcus e Bradyrhizobium
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(CAVALCA; DELL'AMICO; ANDREONI, 2004). Os géneros Desulfomicrobium,
Acetobacterium, Desulfovibrio, Espirochaeta, Desulfocapsa e Acetobater foram
identificados em experimentos relacionados a contaminacdo com benzeno
(HERRMANN et al., 2008). Amplificacbes genbmicas utilizando iniciadores
conservados para o gene SSU rRNA revelaram sequéncias que quando comparadas
aos bancos de dados compartilham pouca identidade com sequéncias 1a depositadas.
Isso aponta uma diversidade microbiana desconhecida com potencial de degradacao
de compostos aromaticos.

Nesses trabalhos, o que chama a atencdo é que a maioria dos géneros
identificados ndo sdo conhecidos por degradar compostos aromaticos, mas eles
frequentemente aparecem em locais contaminados juntamente com géneros
bacterianos que tem capacidade de degradacdo. Na literatura, existem relatos de que
essa diversidade de micro-organismos em locais contaminados com BTEX, e até
mesmo outros hidrocarbonetos arométicos, € reflexo de um consoércio microbiano que
se estabelece e promove a degradacédo (ALFREIDER; VOGHT, 2007; ANDREOZZI et
al., 2006; GENOVESE et al.,, 2008). Em um consorcio microbiano, uma dinamica
metabdlica é estabelecida entre diferentes micro-organismos. A fonte de carbono de
um organismo constituinte do consorcio pode ser o produto de outro, o que aumenta
as chances de sucesso no caso de uma remediacdo e pode levar a elevados indices
de degradacéo do contaminante (GENOVESE et al., 2008).

Para o BTEX, a biodegradacdo pode ocorrer aerdbia ou anaerobiamente.
Quando o ambiente é andxico, 0 metabolismo microbiano é anaerébio e a degradacéo
de BTEX ocorre pela reducéo de sulfatos e nitratos presentes no solo (DO et al., 2008).
Os hidrocarbonetos aromaticos sdo modificados estruturalmente em benzoil-CoA e
entdo degradados (WEELINK; EEKERT, 2010). Essa é uma degradacédo mais lenta e
menos eficaz em comparacéo a degradacéo aerdbia, mas ndo menos importante, uma
vez que no solo, o BTEX pode penetrar até grandes profundidades e alcancar a zona
saturada com baixa ou nenhuma concentracdo de oxigénio. A Figura 3 representa
exemplos de degradagdo anaerébia que ocorrem principalmente em grandes

profundidades dos solos e zonas saturadas.
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Figura 3 — Vias de degradacao anaerobia de BTEX
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a) Degradacdo de etilbenzeno: EbdABC, etilbenzeno desidrogenase; Ped, (S)-1-fenil-etanol
desidrogenase, Apcl-5, acetofenona carboxilase, Bal, benzoil-acetato-CoA ligase (KUHNER et al.,
2005). b) Degradagédo anaerdbia de tolueno: BssABC, benzilsuccinato sintase; BbsEF, succinil-CoA(R)-
benzilsuccinato CoA transferase; BbsG, (R)Benzil-succinil CoA-desidrogenase; Bbsh, Fenil-itaconil-CoA
hidratase; BbsCD, 2[hidroxi(fenil)metil]succinil-CoA desidrogenase; BbsAB, benzoil-succinil-CoA tiolase
(KUBE et al., 2004). c) Trés possiveis vias de degradacdo de benzeno. Por metilagdo, o benzeno é
transformado em tolueno e segue na via de degradacado. A hidroxilagcao transforma o benzeno em fenol
e segue na via de degradacao de fenol. Pela carboxilacdo, o benzeno se transforma em benzoato e, ao
final, em benzoil-CoA

Fonte: (WEELINK; EEKERT, 2010).

A degradacéo das trés formas de xilenos ndo esta ainda bem elucidada, mas
existem evidéncias de que a degradacdo seja muito parecida com a cascata de
degradacédo de tolueno. A ativagéo de xilenos é feita pela adi¢cdo de fumarato formando
metil-benzil-succinato antes de prosseguir por essa cascata de degradagao (FOGHT,
2008; KRIEGER et al., 1999; WEELINK; EEKERT, 2010).

As vias de degradacédo aerObias de BTEX séo vias bastante eficazes e mais
velozes, utilizando o oxigénio como aceptor final de elétrons. Essa via possui trés

enzimas principais que modificam a estrutura do anel aromatico (Figura 4).
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Figura 4 — Representacao da degradacao aerébia de BTEX

__ (CHa tmoA (CH3) tmoA {CH3) _
O = O O
| — OH —=
L_.’/) ‘“li“/ I:u;:’,'f‘x\OH
CHz  xylA GH0H oH
. xy Mono-oxygenase
Initial attack xyid L /Oj/ OH
Q. — ©
CHa
CH3 CHq CH3 —_
| @ bdC1 &W - /OiDH Dioxygenase
gH S OH -
xylE1 _
oH xylE2 o Catechol
Ring cleavage @ |C<°°°H 2,3-dioxygenase
oH thuE “ N o —
cdo
todE

A figura representa 0s passos iniciais de degradacéo de substancias monoarométicas. Os genes tmoA,
tbmD, XylA, XylM, todC1, xylE1, xylE2, tbuE, cdo e todE codificam para monoxigenases, dioxigenases e
catecol 2,3-dioxigenase. Essas trés enzimas sao indicadores de degradacdo de BTEX por metabolismo
microbiano

Fonte: (HENDRICKX et al., 2006).

A biorremediacdo vem se tornando uma opcao cada vez mais viavel no
tratamento de areas contaminadas. Através do estudo da composi¢cdo microbiana
dessas areas, consorcios puderam ser elucidados assim como a dinamica de
degradacdo desses consorcios. Evidéncias ainda mostram que organismos totalmente
desconhecidos podem ter papel importante no processo de remediacdo ambiental,
indicando um grande potencial a ser explorado. Atencéo especial deve ser empregada
principalmente em areas com historico de contaminacdo, onde, por uma pressao
ambiental ocasionada pela acdo antrépica, micro-organismos com metabolismos
especializados podem ter sido selecionados e podem revelar novas vias de

degradacdo ou até mesmos servir como agentes biorremediadores.
1.6 Cubatéo

O municipio de Cubatéo (latitude 23°50 ' e 23 °55 ’; longitude 46 °30 ’ a oeste
do meridiano de Greenwich) esta localizado a 57 quildometros do centro de Sao Paulo.
A area onde se situa o municipio esta localizada no complexo da Serra do Mar na
regido de transicdo entre o planalto paulista e a baixada santista. O clima é tropical
umido, mas com ocorréncias de microclimas formados pelas variacdes do relevo
(AUGUSTO FILHO et al., 1988; TORRES; BRAGA JR; BORGES, 2002). As escarpas
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presentes sao responsaveis pelos indices pluviométricos anuais que variam de 2.500
mm nas partes mais baixas chegando a 4.000 mm nas partes mais altas da encosta
(IPT, 1985). Segundo a CETESB, a umidade relativa do ar varia de 70% a 90%.

Com relacdo a cobertura vegetal, a regido de Cubatdo se encontra dentro do
complexo climatico de Mata Atlantica, caracterizado por formacdes florestais definidas
como ombréfila densa, ombrofila mista, estacional semidecidual, estacional decidual e
ombrofila aberta, além da presenca de manguezais e campos de altitude. Essa regiao
€ considerada uma das regifes mais ricas em biodiversidade do mundo. O dominio
tem 1.300.000 km? de extenséo, que sdo distribuidos quase em sua totalidade em uma
faixa litoranea voltada ao Oceano Atlantico, estendendo-se do sul ao nordeste do pais.
Apenas 7% de sua extensdo esta conservada, fato que pode ser atribuido a ocupacao
humana. Aproximadamente 120 milhdes de pessoas habitam o complexo da Mata
Atlantica (MMA, 2013; WWF, 2013). A presenca de pessoas ndo é a Unica causa da
degradacdo do bioma. A regido é intensamente urbanizada e inclui grandes cidades do
Brasil, como Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Grandes polos industriais também se
localizam na regido, utilizando-se de recursos hidricos, pluviais e territoriais Na regido
sdo depositados todos os rejeitos de producdo, principal motivo da degradacao do
bioma.

O municipio de Cubatéo € conhecido por ser o principal polo industrial do Brasil
e um dos maiores da América Latina. Sua industrializa¢do ocorreu no inicio do século
XX com o desenvolvimento de trés empresas pioneiras. Uma do ramo de couros, outra
de produtos quimicos e a ultima do ramo de papel. Foi criada também uma usina
hidrelétrica que garantia o aporte de energia na regido (FERREIRA; TORRES;
BORGES, 2008).

Em 1930 houve incentivos para a instalacdo de industrias de base no Brasil e
em 1948, com o primeiro plano econdmico integrado do pais, que visava saude,
alimentacdao, transporte e energia (plano SALTE), o grande desenvolvimento industrial
de Cubatdo ocorreu. A primeira grande empresa atraida pelo plano econémico a se
instalar na regido foi a Refinaria Presidente Bernardes, em 1953, época do surgimento
do monopdlio do petréleo e da fundagcéo da Petrobras. Esta empresa foi o chamariz
para que outras viessem se estabelecer em Cubatédo, e entre 1953 e 1997 foram
instaladas 23 grandes empresas ali. As empresas instaladas em Cubatdo, em sua
maioria, sdo industrias quimicas voltadas ao refinamento e processamento de petroleo,

producdo de fertilizantes, quimicos industriais e siderurgia. Estas empresas
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encontraram em Cubatdo uma perfeita ligacdo entre aporte de matérias-primas e
distribuicao de seus produtos. Estéo localizadas perto do porto de Santos, usufruem de
acesso a estradas de ferro e proximidade com a capital do estado (FERREIRA;
TORRES; BORGES, 2008).

A grande concentracdo de industrias no local, a manipulacdo de compostos
quimicos com grande potencial poluente e a baixa ou nenhuma preocupacgéo
ambiental, levaram a cidade de Cubatdo a ser chamada de Vale da Morte na década
de 1980. Nesse periodo, a ONU chegou a classificar Cubatdo como a pior cidade do
mundo para se viver. Moradores intoxicados pelos rejeitos industriais que eram
lancados em &gua, solo e ar, sem tratamento, e recém-nascidos apresentando casos
de anencefalia faziam parte do cenario da cidade na época. Entre os poluentes que
contaminavam a cidade, estavam metais particulados (363 mil toneladas por ano
depositadas no meio ambiente), hidrocarbonetos e éxidos de enxofre e ambnia, que
causavam chuva acida e degradavam toda a cobertura vegetal que se encontrava nas
encostas (OLIVETTE, 2008).

Esforcos realizados pelos 6rgdos governamentais do estado e do municipio,
além das empresas da regido, fizeram com que a polui¢cao de Cubatéo fosse diminuida
por meio do controle de emissdo de poluentes. Esse programa alcancou taxas de
despoluicdo da ordem de 98,9% em reducdo de material particulado, 95,79% em
emissao de hidrocarbonetos e reducéo significativa de éxidos e fluoretos (OLIVETTE,
2008).

Os esforgos na reducdo da poluicdo em Cubatéo trouxeram grandes melhorias
a cidade, ambiente e populacéo, o que valeu o titulo de cidade simbolo da recuperacao
ambiental, dado pela ONU durante a ECO 92 na cidade do Rio de Janeiro (CNO, 2012).

Realmente existe uma queda real da taxa de contaminacdo da regido de
Cubatdo atualmente, mas o acumulo de 30 anos de poluicdo continua atingindo o
municipio. Metais pesados ainda sdo encontrados no ambiente fazendo parte de aguas
e sedimentos marinhos e pluviais. O resultado é o acumulo destas substancias em
organismos vivos como peixes, crustaceos e moluscos consumidos pela populacdo
(CETESB, 2001). De acordo com o relatorio de areas contaminadas e reabilitadas do
estado de S&o Paulo, muitas areas do municipio de Cubatdo ainda se apresentam
contaminadas com hidrocarbonetos aromaticos. Entre elas incluem-se &reas
consideradas residenciais além de areas industriais (CETESB, 2011). A Tabela 4

mostra diferentes areas contaminadas da regido de Cubatéo.
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Tabela 4 - Relacdo de areas contaminadas de Cubatdo e seus respectivos
contaminantes

Cubatado - Local Residuo Industrial / Substancia téxica no solo

Centro Hidrocarbonetos aromaticos.

Vila. Couto Metais pesados, residuos organoclorados, aromaticos e
halogenados.

Piacaguera Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, fenodis, metais

pesados, compostos nitrogenados, fluoretos, fésforo, sulfatos,
cloreto de vinila, 1,2 dicloroetano.

Industrial Residuos organoclorados, solventes halogenados, fluoretos,
fésforo, sulfatos e mercdrio.
Ponte Preta Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, fendis, metais

pesados, policloretos de bifenila, derivados de petréleo.

Fonte: Modificado de Guimaraes (2005).

A regido de Cubatdo, de acordo com seu historico, € uma regido de destaque
dentro do problema de contamina¢Bes ambientais. Sua histdria industrial e sua
localizacédo fazem com que o local seja Unico no mundo. A pressdo ambiental exercida
pelos contaminantes durante aproximadamente 30 anos pode ter resultado em
modificacdes no seres vivos, adaptados aos contaminantes.

Os procariotos dentro deste panorama, merecem atencao especial. Variagoes
bidticas e abidticas no ambiente podem ter feito com que os procariotos fossem
selecionados de modo a utilizar estes contaminantes em seus metabolismos. Um
estudo microbiano realizado por meio de técnicas de identificacdo e metagendmica
pode trazer maior conhecimento sobre a comunidade microbiana desses locais. Este
conhecimento pode gerar atualizagcdes nos métodos de biorremediacdo e até mesmo
o desenvolvimento de novas técnicas, possibilidades que justificam o investimento em

pesquisas que podem trazer beneficios ao ambiente e as populactes afetadas.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral:
Uso de metagendmica para avaliar a diversidade de procariotos em solos da
cidade de Cubatdo e o seu potencial na degradacdo de hidrocarbonetos

aromaticos em solos contaminados.

Objetivos especificos:

1. Identificacdo e comparacao da diversidade de procariotos em solos de
trés locais da cidade de Cubatdo utilizando-se as técnicas de
sequenciamento classico e de alta performance.

2. Avaliacdo da técnica de sequenciamento de alta performance na
identificacéo de procariotos com potencial de degradacédo de BTEX.

3. ldentificacdo do potencial metabdlico de degradacdo de substancias
aromaticas em solos do municipio de Cubatéo.

4. Elucidacdo de um possivel consorcio microbiano envolvido na

degradacao de anéis aromaticos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coleta

Parque Estadual Cotia-Para

O parque Estadual Cotia-Pard se encontra as margens da rodovia Anchieta
entre os quildmetros 55 e 56 dentro do municipio de Cubatéo, no Estado de Sdo Paulo.
Nele est4 localizada a Secretaria do Meio Ambiente e o ndcleo de educagédo ambiental
da cidade. Conta com viveiro de mudas, zoolégico e reabilitacdo de animais A
vegetacdo € de remanescentes de Mata Atlantica e possui clima quente e Uumido.
Posicdo da coleta: S23°54°14,20";, W 46°25°47,10"

Parque estadual do Perequé

O parque se encontra na estrada de Piacaguera, uma estrada secundaria
localizada no quildmetro quatro da rodovia Cénego Doménico Rangoni. Sua fauna e
flora sdo, em toda a sua extenséo, provenientes de Mata Atlantica. Possui clima quente
e umido e esté localizado a aproximadamente cinco quilémetros do centro de Cubatéo.
Posicéo do local de coleta: S 23°50°48,3"; W46°24°'57,1”

Local contaminado

A regido contaminada esta localizada as margens da rodovia Caminho do Mar,
rodovia secundaria a rodovia Cbnego Doménico Rangoni. A &rea sofreu um
derramamento de um tanque de combustivel contendo gasolina em 2008. O
combustivel foi drenado da area do dique do tanque e o solo ainda esta sob
monitoramento. Posicédo do local de coleta: S 23 °51°57,0 ”; W46 °26 ' 15,1”

A Figura 5 mostra a exata localizacdo das coletas de solo assim como as

distancias entre os pontos.
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Figura 5 - Imagem aérea dos pontos de coleta

Contaminado

Imagery ©2013 TerraMetrics, Map data 2013 Google, Inav/Geosistemas SRL.
Os pontos de coletas estdo localizados nos vértices do tridangulo formado entre eles. As distancias
aproximadas foram calculadas com base na localizacdo por GPS de cada uma das amostras.

3.2 Procedimento de coleta e processamento das amostras

Aproximadamente 100 gramas de solo foram coletados de todas as areas
escolhidas para o projeto. O solo foi perfurado com o auxilio de uma péa de jardim até
uma profundidade aproximada de 20 centimetros. Logo apés a retirada desta camada
superficial, amostras de solo foram coletadas com o auxilio de uma espatula de
aluminio previamente esterilizada. As amostras de solo foram alocadas em tubos de
polipropileno estéreis e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para
manutenc¢ao de caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas. Estas amostras foram
estocadas a -80 °C até seu processamento.

Aliquotas do solo coletado (0,5 g a 2 g) foram utilizadas para extracao de acidos
nucleicos. Para a extracdo de DNA foi utilizado o kit E.Z.N.A Soil DNA (Omega Bio-
Tek, Norcross, GA, Estados Unidos) de acordo com as indicagfes do fabricante. Apos

a extracdo, a concentracdo e qualidade do material extraido foi medida em
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espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo-Scientific, Wilmington, GA, Estados
Unidos) e visualizado em gel de agarose 0,8%. Os acidos nucleicos foram estocados a
-80 °C para uso posterior.

Para analise dos contaminantes presentes no solo coletado, uma aliquota de 2
g de solo foi acondicionada em um vial de 20 ml. A analise foi iniciada com uma pré-
extracdo, na qual o vial permaneceu em agitacdo a 300 rpm, 60 °C por 2 minutos
alternando-se 10 segundos de agitacdo e 4 segundos em descanso. A extracdo foi
realizada colocando-se a fase gasosa do vial em contato com uma fibra que possui
afinidade a hidrocarbonetos (Black 75 pm Carboxen/PMDS) em uma agitacéo de 250
rpm por 10 minutos a 60 °C. Apés a extracdo, a amostra foi dessorvida, ficando no
injetor do equipamento por 90 segundos. O processamento de analise se iniciou a 60°C
por 1 minuto. A variacdo da temperatura se deu em intervalos de 5 °C por minuto até
gue fosse atingida a temperatura de 150 °C. Nessa temperatura a amostra ficou por 21
minutos. Decorrido este tempo, uma nova variagdo de temperatura de intervalos de
10°C por minuto até 250 °C foi realizada. Nesta temperatura, a amostra ficou por 2
minutos totalizando 33 minutos o tempo da analise.

Os materiais utilizados foram: cromatégrafo a gas 450 GC (Varian, Walnut
Creek, CA, Estados Unidos) acoplado a um espectrofotdmetro de massa 240 MS
(Varian, Walnut Creek, CA, Estados Unidos), detector lon trap. Injetor split 10, coluna
VF 5MS. O gas de arraste utilizado foi o hélio com fluxo de 1 mL por minuto e a
temperatura do injetor foi ajustada para 250 °C.

Além da andlise dos contaminantes, foi realizado também um estudo analitico
do solo para levantamento de ions presentes, capacidade de troca ibnica,
micronutrientes, macronutrientes e granulometria. Todos os parametros analisados
foram executados pela empresa Bioagri Ambiental, a qual segue padrbes

internacionais de controle de qualidade. Os resultados estdo mostrados no ANEXO A.
3.3 Amplificagcdes gendémicas
3.3.1 Iniciadores

Os iniciadores utilizados foram:

27-F 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’
1492-R 5 ACGGYTACCTTGTTACGACTT &



47

Arch21-F 5 TTCCGGTTGATCCYGCCGGA 3’
Mox - F 5 CAGGACTGGATCATCTCCTTCC 3’
Mox - R 5 TGCGACCAGATCGGCTG 3

Para as amplificacdes das SSU rRNA de bactérias foram utilizados o par de
iniciadores 27-F e 1492-R, para arqueias, o par Arch21-F e 1492-R. O iniciador 1492-
R € um iniciador universal utilizado para amplificacdo da subunidade ribossomal menor
tanto em bactérias como em arqueias.

Os iniciadores Mox foram desenvolvidos para identificar a capacidade de
degradacdo de substancias aromaticas pela cepa Bradyrhizobium japonicum SEMIA
566. Os iniciadores foram desenhados sobre regifes genbmicas que correspondiam
ao dominio conservado tolueno-4-monoxigenase contendo aproximadamente 1179
pares de base entre as bases de numero 4.068.831 e 4.069.949 para 0 genoma
completo de Bradyrhizobium japonicum USDA 110. As regides foram alinhadas e duas
sub-regides com alta conservacdo foram escolhidas para desenho dos iniciadores
(Figura 6). Os genomas utilizados para desenho dos iniciadores foram: Bradyrhizobium
japonicum USDA 110 DNA (BA000040.2); Bradyrhizobium japonicum USDA 6
(AP012206.1); Bradyrhizobium sp. BTAIil (CP000494.1) e Bradyrhizobium sp. ORS278
(CU234118.1). O produto de amplificacéo previsto foi de 800 bases.

Figura 6 — Regido de desenho dos iniciadores Mox

280 290 300 310
Pk sk sk sk sk ok sk sk ok ok sk skok sk ok ok %k ok ok

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 TGTTGCAGGACTGGATCATCTCTTTC(CCAA
Bradyrhizobium japonicum USDA6 TGTTQCAGGACTGGATCATCTCCTTCCCGAA
Bradyrhizobium sp. BTAi1 TGTTQCAGGACTGGATCATCTCATTCOGGAA
Bradyrhizobium sp. ORS278 TGTTGCAGGACTGGATCATCTCCTTCCGGAA

Forward

1060 1070 1080 1090
k %k k %k ok ko k ok ok ok k ok ok %

*

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 CCGGCCTECAGCCGATCTGGTCGCAGCCGCA
Bradyrhizobium japonicum USDA 6 CCGGCCTTICAGCCGATCTGGTCGCA[GCCTCA
Bradyrhizobium sp. BTAi1 ACCGGCTHCAGCCGATCTGGTCGCAGCCGCA
Bradyrhizobium sp. ORS278 ACCGGCTE‘CAGCCGATCTGGTCGC CCGCA

Reverse

Regides escolhidas para desenvolvimento dos iniciadores Mox para o género Bradyrhizobium. As caixas
indicam as regifes alvo dos iniciadores. As espécies utilizadas estdo ao lado de cada uma das
sequéncias. Os asteriscos indicam que a base abaixo € conservada nos quatro genomas.
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3.3.2 Reagéo de polimerizagdo em cadeia

A reacdo de PCR foi realizada para amplificacdo das regides conservadas da
subunidade menor do gene que codifica o ribossomo. Para esse fim, foi utilizada a DNA
polimerase GoTaqg (Promega Corporation, Madison, WI, Estados Unidos) de acordo
com as especificagdes do fabricante. As reagdes foram feitas em termociclador PTC-
100 (MJ Research Inc., Waltham, MA, Estados Unidos) Os ciclos e concentracdes
estdo descritos abaixo.

Reacado de amplificacao (concentracdes finais)

Tampao 1X

MgCl2 2,5 mM
dNTPs 0,2 mM
Iniciadores 0,15 uM

DNA Polimerase 0,04 U/uL

Ciclos da reacao de amplificacao:

Desnaturacéao 94 °C 3 minutos
Desnaturacdo 94 °C 30 segundos
Ciclo (35 vezes) Anelamento 53°C 30 segundos
Polimerizagdo 72°C 2 minutos
Extenséo final 72°C 5 minutos
Manutengéao 4°C Infinito

3.4 Eletroforese

Os resultados de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose para verificacdo de eficiencia de amplificacdo e tamanho do produto
amplificado. Os experimentos foram realizados em gel de agarose 0,8% confeccionado
com TAE diluido para 0,5 X. A tenséo utilizada foi de 90 V por 30 minutos para géis de
25 mL e 110 V por uma hora para géis de 100 mL em cuba de eletroforese Horizon
11.14 (Biometra, Goettingen, Alemanha).

Apos a migracdo dos fragmentos, o gel foi corado em solugcédo de 0,5 pg/L de
brometo de etideo por 1 minuto e deixado em repouso em agua por 10 minutos para
retirar excessos de brometo de etideo. Para visualizagdo da migragdo, o gel foi
fotografado por um fotodocumentador L-Pix (Loccus biotecnologia, Cotia, SP, Brasil))

e os fragmentos foram analisados.
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TAE 50X Tris 2M
Acido acético glacial 2 M
EDTA 50 mM

3.5 Clonagem de fragmentos
3.5.1 Ligagéo

Os fragmentos amplificados foram ligados ao vetor pGEM-T Easy (Promega
Corporation, Madison, WI, Estados Unidos) na proporcao molar inserto:vetor de 3:1. As
condicBes e o protocolo utilizados foram definidos pelo fabricante. Apds a ligacdo dos

fragmentos, parte da reacao (2 pL) foi transfectada em bactérias competentes.
3.5.2 Bactérias competentes

Uma coldnia de bactéria E. coli DH10b foi inoculada em 2 mL de meio liquido LB
e incubada por 2 horas a 37 °C sob agitacdo. Apos este periodo, uma aliquota de 1 mL
foi adicionada a 50 mL de LB em um erlenmeyer. A cultura foi incubada por um periodo
de duas a trés horas até que uma densidade éptica de 0,5 a 0,6 fosse atingida. Em
seguida, foram adicionados 500 pyL de uma solucéo estéril de MgCl2 1 M mantendo o
erlenmeyer em gelo.

A cultura foi transferida para um tubo conico de 50 mL previamente gelado e
mantida no gelo por 15 minutos. Foi realizada uma centrifugacdo a 3000 rpm por 20
minutos a 4 °C em centrifuga refrigerada Hettich Universal 30RF (Hettich, Tuttlingen
Alemanha) e rotor angular 1414 sendo o sobrenadante descartado. O sedimento foi
ressuspendido em 15 mL de tampao RFI gelado e mantido em gelo por 10 minutos.

A suspenséao bacteriana foi centrifugada a 3000 rpm por 20 minutos a 4 °C e
ressuspendida em 2 ml de tampéo RFIl em gelo. As bactérias ressuspendidas foram

aliquotadas (50 pL) em tubos de centrifuga previamente resfriados.

Tampéao RFI CH3COOK (pH=6,9) 30 mM
MnCl2 50 mM
KCI 100 mM
CaClz 10 mM
Glicerol 15%

Ajustar pH em 5,8 com acido acético e passar por filtro Millipore de 22 um.

Tampao RFII Na-MOPS (pH=7) 10 mM
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CaCl2 75 mM

KCI 10 mM

Glicerol 15%

Ajustar o pH em 6,6 com NaOH e passar por filtro Millipore de 22 pm
Meio LB (Luria-Bertani) Gramas por litro

Triptona 1049

Extrato de levedura 59

NacCl 1049

O meio foi autoclavado por 15 minutas a 120 °C. Os antibidticos foram adicionados
com o meio de cultura ainda morno

3.5.3 Transformacéo por choque térmico

Aligquotas de 50 pL de bactérias competentes foram descongeladas em gelo por
15 minutos. ApGs estarem completamente descongeladas, foram adicionados 2 pL de
ligacdo e a mistura foi deixada em gelo por 30 minutos. Depois de decorrido este tempo,
o tubo foi submetido a banho Umido a 42 °C por 90 segundos e imediatamente colocado
em gelo por 120 segundos. Foram adicionados 1 mL de meio SOC e a cultura foi
incubada por 30 minutos a 37 °C. A cultura foi entdo centrifugada a 4400 rpm em
temperatura ambiente. Com as células ja centrifugadas, foi retirado do tubo 800 pL do
sobrenadante sendo as células ressuspendidas em volume final de 200 pL. Para a
selecdo, 100 pL de células ressuspendidas foram plagueadas em placas de Petri de
140 x 15 mm contendo 25 mL de meio LB acrescidos de 100 ug/mL de ampicilina e 40
pg/mL de X-Gal.

As placas inoculadas foram colocadas em estufa a 37 °C por aproximadamente
16 horas até que as colbnias das células transformadas pudessem se desenvolver.
ApoOs este periodo, as colbnias foram retiradas da placa de selecdo com o auxilio de
palitos de madeira autoclavados e colocadas para crescimento em placas de cultura
de 96 pogos contendo 1 mL de meio LB acrescido de 100 pg/mL de ampicilina. As
placas foram incubadas por aproximadamente 16 horas em plataforma de agitacao
orbital a 300 rpm a 37 °C. Apoés este periodo, a cultura foi submetida a extracdo de
DNA plasmidial.

Meio SOC  Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NacCl 8,5 mM
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KCI 2,5mM
*MgCl2 10 mM
*MgSO4 10 mM
*Glicose 20 mM

O pH foi ajustado para 7 com NaOH 1N e a solucéo foi esterilizada em autoclave por
15 minutos a 120 °C e estocado a 4 °C.

* Solucdes estéreis. Adicionados apos a esterilizacdo em ambiente estéril.
3.5.4 Extracdo de DNA plasmidial em placa de 96 pocos

Apés o crescimento das colbnias selecionadas, 40 pL da cultura foi utilizada para
estoque sendo que, para esse fim, foram adicionados a cultura 40 pL de glicerol 50%
autoclavado. O estoque foi preparado em placas de 96 pocos para criogenia e
guardadas a -80 °C

O restante da cultura foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos para
precipitacdo de células. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida por 1 minuto
em papel toalha para retirar excessos de sobrenadante. Foram adicionados 240 uL de
Solucédo |, a placa selada e as bactérias ressuspendidas em agitador elétrico com
adaptador para placas de 96 pocos até que ndo fosse visto nenhum precipitado nos
pocos. A placa foi centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos. Novamente a placa foi
colocada invertida sobre papel toalha para retirada de excessos. Ao precipitado, foram
adicionados 80 pL de Solucédo I, a placa foi selada com adesivo e as células foram
ressuspendidas por meio de agitacdo até que nenhum precipitado fosse visualizado.

A cultura foi transferida para uma nova placa de 96 pogos de fundo “U” ja
contendo 5 pl de RNase H (10 mg/mL). Na sequéncia, 60 puL de Solucao Il foram
adicionados a cada poco, sendo a placa novamente selada e invertida 10 vezes para
homogeneizagdo. A placa foi incubada em temperatura ambiente por 10 minutos e o
conteddo levado ao fundo através de uma rapida centrifugacdo. Em seguida foram
adicionados 60 pL de Solucéo Ill gelada e a placa foi invertida 10 vezes. Novamente a
placa foi incubada a temperatura ambiente e sofreu rapida centrifugacdo, sendo
colocada em estufa a 90 °C sem adesivo por 30 minutos. Decorrido este passo, a placa
foi novamente selada e imediatamente colocada em gelo por 10 minutos sendo em
seguida centrifugada por 8 minutos a 4000 rpm.

Uma placa de filtro foi presa a uma placa de fundo “V” por fita adesiva e todo o
conteudo da placa centrifugada foi coletado com auxilio de micropipeta multicanal e

repassado para os filtros. A placa entéo foi centrifugada por 6 minutos a 4000 rpm e a
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placa de filtro foi descartada. Logo em seguida, foram adicionados 110 pL de
isopropanol 100% e a placa foi selada e invertida 20 vezes para homogeneizagao,
sendo entdo centrifugada por 45 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e uma lavagem foi feita com adicdo de 200 pL de etanol 70% gelado sendo a placa
centrifugada por mais 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e a placa incubada a
37 °C por 15 minutos para secagem. Decorrido o tempo de incubagdo, as amostras
foram ressuspendidas em 40 pL de agua ultrafiltrada autoclavada e a placa foi

armazenada a -20 °C.

Solucédo | Glicose 50 mM
Tris 25 mM
EDTA 10 mM
A solugéo foi autoclavada durante 15 minutos a 120°C estocada a 4°C.

Solugcdo Il NaOH 0,2N
SDS 34 mM
A solucdo foi preparada na hora e utilizada a temperatura ambiente.

Solucéo Il CH3COOK 300 mM
C2H402 11,5% (volume/volume)
A solugéo foi autoclavada por 15 minutos a 120 °C e estocada a 4 °C

3.6 Sequenciamento automatico de nucleotideos por método Sanger
3.6.1 Reacéo de sequenciamento para método Sanger

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se o Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, Grand Island, NY, Estados Unidos) de acordo
com as especifica¢des do fabricante. Para cada reacéo foram utilizados 100 ng de DNA
e 5 pmol de iniciadores. O iniciador utilizado para essa reagao foi o T7 (5
TAATACGACTCACTATAGGG 3’). A reacao foi feita em termociclador PTC-100.

3.6.2 Reacéo de precipitacéo para sequenciamento por método Sanger

Para este procedimento, foram adicionados a reacédo de sequenciamento 80 uL
de isopropanol 65%. A placa foi agitada durante 10 segundos e incubada a temperatura
ambiente no escuro por 20 minutos. Apoés este periodo, a placa foi centrifugada a 4000
rpm durante 45 minutos, sendo o sobrenadante descartado e a placa deixada invertida
sobre papel toalha para retirada de excessos. Foram adicionados 150 pyL de etanol
60% gelado e novamente a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos. O
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sobrenadante foi descartado e a placa foi submetida a uma rapida centrifugacéo
posicionada de modo invertido sobre papel toalha até que as rotacdes atingissem o
maximo de 300 rpm. A placa foi secada no escuro durante 1 hora e guardada em papel
aluminio a -20 °C.

Para a entrada em sequenciador, as amostras foram ressuspendidas em 10 pL
de formamida e desnaturadas a 95 °C por 5 minutos. O sequenciamento foi realizado
no equipamento ABI 3730 (Life Technologies, Grand Island, NY, Estados Unidos).

3.7 Sequenciamento GS FLX Titanium 454

A plataforma de pirossequenciamento utilizada foi a plataforma GS FLX 454
(Roche, Mannheim, Alemanha). A preparacédo do material foi realizada segundo todas
as indicacfes e materiais mencionados pelo fabricante.

Para a preparacdo do material gendmico de solo, o protocolo seguido foi o
mesmo descrito no item 3.2 sendo submetido ao protocolo de sequenciamento GS
FLX.

3.8 Bioinformatica
3.8.1 Andlise das sequéncias obtidas por sequenciamento pelo método Sanger

As sequéncias provindas das amplificacdes das SSU rRNAs foram utilizadas
para comparacao no banco de dados do RDP (COLE et al., 2009). Primeiramente, as
sequéncias foram tratadas para retirada do vetor nas extremidades 3’ e 5’ para que
somente a parte amplificada fosse classificada. Com o vetor retirado, as sequéncias
foram analisadas para a qualidade de sequenciamento. Somente as bases
sequenciadas que obtiveram qualidade phred 20 ou maior foram selecionadas, sendo
cortadas as extremidades que ndo possuiam essa qualidade.

ApOs o tratamento, as sequéncias foram classificadas de acordo com o
programa de classificacdo do RDP utilizando-se os parametros definidos pelo

programa, assim como o0 seu banco interno de sequéncias ribossomais.
3.8.2 Anélise das sequéncias obtidas por sequenciamento de alta performance

O arquivo de saida do equipamento da Roche foi utilizado para submisséo ao
programa MG-RAST (MEYER et al., 2008). Ao mesmo tempo, arquivos multifasta foram

criados utilizando-se a ferramenta SSFtools do conjunto de ferramentas para GS FLX.
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3.8.2.1 Classificacao taxondémica

A classificacdo das sequéncias produzidas pelo método de sequenciamento GS
FLX foram submetidas primeiramente ao programa MG-RAST para analise taxonémica
geral das sequéncias geradas.

As sequéncias, processadas pelo “pipeline” do programa, foram primeiramente
filtradas pelo tamanho. O programa somente seleciona sequéncias para passos
seguintes se estas possuirem no minimo 75 bases de boa qualidade, ou seja,
qualidade phred minima de 15 e corte de parte da sequéncia se esta apresentar pelo
menos 5 bases com qualidade menor do que o limite. ApGs esta selecdo ocorre a
retirada de sequéncias repetidas. Sequéncias que apresentam as primeiras 50 bases
idénticas sdo agrupadas e a maior sequéncia € selecionada para prosseguir na analise.

Apos a selecdo por qualidade, as sequéncias foram submetidas a uma predi¢céo
de cédigo e leitura aberta pelo programa FragGeneScan (RHO; TANG; YE, 2010). Ap6s
esta predigdo, as sequéncias foram anotadas utilizando o programa BLAT (KENT,
2002). Diferentes bancos de dados inclusive os utilizados neste trabalho como o M5NR
e 0 de subunidades ribossomais menores do RDP (COLE et al.,, 2007) estédo
disponiveis no programa para comparagdo. Os resultados foram visualizados e
posteriormente exportados para organizacao dos dados.

Para a identificacdo taxondbmica geral das sequéncias foram utilizados os
limiares de e-value de 1e-10 ou menores e pelo menos 60% de similaridade. As
sequéncias que cumpriram estes limiares foram utilizadas para comparagéo.

Pelo programa MG-RAST também foi realizada uma primeira analise de
identificacdo por SSU rRNA para refinamento das identificacdes. Para identificacdo no
banco de dados do RDP, as sequéncias que possuiram no minimo 70% de similaridade
com sequéncias do banco de dados e com um valor de e-value de 1e-10 ou menor
foram contabilizadas.

Outro método utilizado para refinamento de identificacdo dos procariotos foi
realizado através da comparacdo de genes conservados com base no projeto
AMPHORA (WU; EISEN, 2008) e pelo programa MetaPhyler (LIU et al., 2011). O
projeto AMPHORA foi um esforco feito por Wu e Eisen (2008) na identificacdo de genes
conservados tendo como base genomas fechados disponibilizados nos bancos de
dados gendmicos. Através de comparacdes feitas, os autores chegaram a um grupo

de 31 genes conservados e que possuiam valor taxondmico para procariotos. O
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programa MetaPhyler utiliza os genes conservados em sua base de dados para
identificacdo de sequéncias.

Para essa classificacdo, as sequéncias em multifasta foram verificadas quanto
a duplicidade de sequéncias. As sequéncias duplicadas foram retiradas através do
programa replicates (GOMEZ-ALVAREZ; TEAL; SCHMIDT, 2009). Para que uma
sequéncia fosse considerada uma réplica, ela deveria comecgar com pelo menos 5
bases idénticas a uma ou mais sequéncias do mesmo metagenoma e possuir pelo
menos 95% de identidade, podendo variar de tamanho. As sequéncias que
apresentavam esses limites foram agrupadas e a maior sequéncia do grupo foi utilizada
para a classificagao.

Apos a limpeza das sequéncias duplicadas, as sequéncias foram traduzidas nos
6 diferentes codigos abertos de leitura pelo programa Fastatranslate verséo 2.20.5 que
faz parte de um conjunto de ferramentas chamado fastautils desenvolvida pelo
Ensembl Project (FLICEK et al., 2012). O metagenoma traduzido foi entdo processado
pelo programa MetaPhyler versdo 1.25 e a saida do programa foi utilizada para
composicao dos resultados.

O terceiro e ultimo método de classificagdo taxondmica para refinamento das
identificac@es foi realizado através de comparacdo do programa BLAST versédo 2.2.27
(ALTSCHUL et al., 1997). As sequéncias previamente selecionadas para qualidade e
livre de réplicas foram comparadas ao banco de dados de genomas procariéticos
fechados do NCBI versdo 194 (GEER et al.,, 2010) através do programa BLASTN
utilizando-se um e-value minimo de 1e-10, saida tabelar, e anotando-se somente os 10
primeiros resultados para cada uma das sequéncias. Somente as sequéncias
metagenbmicas que apresentaram cobertura maior ou igual a 300 bases e identidade
maior ou igual a 80% as sequéncias do banco de dados foram utilizadas para a
classificagao taxondémica.

A classificacdo taxondmica foi feita utilizando-se o programa MEGAN versao
4.61.5 (HUSON et al., 2007). As sequéncias que cumpriram os limites de cobertura e
identidade tiveram seus arquivos fastas recuperados e foram novamente comparadas
ao banco de dados de genomas procarioticos fechados do NCBI. Para isso, foi utilizado
o programa BLASTN com os parametros ja citados acima, porém, utilizando-se a saida
padrdo do programa e ndo a saida tabelar. A saida do programa BLASTN foi carregada
no programa MEGAN sendo processada utilizando-se os parametros padrdo e valores

normalizados para 100.000 sequéncias. Através do MEGAN, varios niveis taxonémicos
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atribuidos as sequéncias puderam ser visualizados e utilizados para comparacao entre

0S metagenomas.
3.8.2.2 Classificacao funcional do metabolismo de BTEX

A classificacdo funcional das sequéncias metagendmicas foi baseada nos
mapas metabdlicos do KEGG verséo 65 (KANEHISA; GOTO, 2000). Todos 0s passos
metabdlicos dos mapas de degradacdo de xilenos e tolueno tiveram seu gene
identificado no banco de dados UniprotKB/Swissprot versao 2012 _1 (APWEILER et al.,
2004). As sequéncias foram selecionadas através do numero EC e priorizadas de
acordo com o fato de terem ou néo sido revisadas no banco de dados. A primeira opgéo
de sequéncias incluia aquelas que se apresentavam revisadas. Caso 0 gene a ser
estudado ndo apresentasse sequéncias revisadas, as sequéncias nao revisadas foram
escolhidas. As sequéncias recuperadas foram comparadas aos metagenomas atraves
de tBLASTN com os parametros de e-value 1le-10 e com anotacdo dos 10 melhores
hits.

ApOs a comparacao entre as sequéncias recuperadas do UniprotKB/Swissprot e
0S metagenomas, o resultado foi analisado de modo qualitativo e anotado dentro dos
mapas metabdlicos. Foram anotadas a presenca ou auséncia dos diversos passos
metabdlicos para as vias de degradacdo de xilenos e tolueno. Para que um passo
metabdlico fosse anotado como presente, a sequéncia recuperada do banco de dados
deveria apresentar pelo menos 60% de similaridade com alguma sequéncia
metagen6mica. Quando as sequéncias encontradas cumpriam o0s limites
determinados, caixas cheias eram marcadas no passo metabdlico do mapa do KEGG.
Passos metabdlicos que ndo apresentaram genes anotados no banco de dados foram
marcados com caixas na cor cinza. Genes que quando comparados aos metagenomas
nao apresentaram similaridade suficiente foram deixados em branco.

Para identificacdo da presenca ou auséncia dos passos metabdlicos iniciais das
vias de degradacao, operons responsaveis pelos passos iniciais de transformacéo dos
contaminantes foram identificados no banco de dados Bionemo versao 6
(CARBAJOSA et al., 2009). Suas sequéncias foram recuperadas do NCBI e um banco
de dados de operons de degradacéo de tolueno e xilenos foi montado com sequéncias
dos seguintes numeros de acesso: AB024741.1; AJ344068.1; L40033.1; U04052.1;
U15298.1; M65106.1; J04996.1; GQ884177.1; AF319657.1; AJ005663.3 e



57

AJ012090.1. Esses operons foram comparados aos metagenomas por BLASTN e
sequéncias dos metagenomas que apresentaram identidade de no minimo 80%,
cobertura de 100 aminoacidos e e-value de 1le-10 ou inferior foram contabilizadas.
Desse modo, sequéncias com identidade aos operons comparados foram identificadas
qualitativamente no inicio dos mapas metabdlicos de degradacao de xilenos e tolueno
e 0S metagenomas foram comparados para presen¢a ou auséncia dos operons de

degradacéo.

3.8.2.3 Operons e dominios PFAM

Foram explorados também operons de degradacédo de BTEX e foi realizada uma
comparacao entre operons de degradacao conhecidos e os metagenomas estudados.
Para tal finalidade, catorze operons ja conhecidos por sua atividade de degradacéo de
BTEX foram identificados no banco de dados Bionemo com as seguintes identificacdes
no banco de dados do NCBI: AB024741.1; AJ344068.1; L40033.1; U04052.1,;
AF019635; U15298.1; M65106.1; J04996.1; GQ884177.1; AF319657.1; AJ005663.3 e
AJ012090.1; AB120956.1 e AB120955.1. A estrutura dos genes dentro dos operons foi
representada e para cada gene foram identificados dominios conservados PFAM
versao 26 (PUNTA et al., 2012), que podem ser definidos como as regides funcionais
que compdem as enzimas. Ao todo foram identificados dezoito dominios PFAM
pertencentes aos genes que constituem os operons de interesse. Destes dezoito, seis
dominios foram escolhidos por serem dominios de modificacéo direta de estruturas de
anéis aromaticos. A identificacdo dos dominios conservados utilizados no banco de
dados do PFAM é: PF06099; PF02332; PF04663; PF06234; PF00848; PF00866.

ApoOs a selecdo dos dominios conservados de degradacdo, as sequéncias
alinhadas dos dominios foram recuperadas do banco de dados do PFAM e um estudo
de HMMs (Hidden Markov Model) foi realizado através do programa HMMER versédo
3.0 (FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011). Este estudo consistiu na constru¢do dos HMMs
dos dominios escolhidos e comparacéo destes HMMs com as sequéncias traduzidas
dos trés metagenomas gerados neste estudo e mais quatro identificados no banco de
dados do NCBI com as seguintes identificacbes: SRX038779; SRX000607; SRR49666
e AAFX00000000. Apenas as sequéncias que apresentaram e-value menor ou igual a
1le-10 foram contabilizadas. Os resultados da contabilizacdo de sequéncias foram

normalizados para um total de 500.000 sequéncias.
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Como complementacdo dos estudos de dominios conservados, as sequéncias
metagendmicas que apresentaram similaridade com os dominios PFAM tiveram sua
sequéncia de nucleotideos recuperada e identificadas taxonomicamente.

A classificacdo seguiu a mesma maneira do item 3.8.2.1. As sequéncias foram
comparadas por BLASTN as sequéncias do banco de dados do NCBI utilizando-se um
e-value de 1le-10 e apenas sequéncias que tiveram cobertura minima de 50
aminoacidos foram selecionadas. A comparacao entre as sequéncias selecionadas e o
banco de dados foi processada pelo MEGAN utilizando-se os parametros padrdo. A
visualizacdo das comparagfes entre os diferentes metagenomas foi realizada atraves
da interface do programa.

Foi realizado um estudo de verificacdo de dominios conservados PFAM de
degradacdo de BTEX nos genomas dos organismos mais representados. Para isso, 0s
HMMs construidos para os dominios PFAM selecionados foram utilizados para
comparacdo nos genomas traduzidos. Os genomas utilizados foram os genomas
fechados depositados no banco de dados do NCBI. Todos os genomas fechados
pertencentes ao género identificado nos metagenomas foram utilizados para a
comparacdo. Essa comparacdo se deu de forma qualitativa e um dominio foi
considerado como presente se encontrado no genoma com um e-value de 1le-10 ou

menor.
3.9 Degradacao de BTEX por Bradyrhizobium japonicum

Para o experimento de degradacédo de xilenos e tolueno por Bradyrhizobium
japonicum SEMIA 566 uma colbnia crescida em placa com meio YEM foi inoculada em
2 ml de meio YEM em tubo de ensaio e incubado a 28 °C a 200 rpm por 72 horas em
camara de agitacao orbital MA830 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Apés o periodo
mencionado, a cultura foi transferida para erlenmeyers de 250 mL contendo 50 ml de
meio YEM que foram novamente incubados a temperatura de 28 °C a 200 rpm por mais
72 horas. Apos o periodo de crescimento, as culturas foram transferidas para tubos
cbnicos de 50 mL e as células foram precipitadas a 5000 rpm durante 15 minutos. Com
as células precipitadas, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 3 mL de meio M2, e 100 pyL foram colocados em cada um dos
frascos headspace contendo 5 mL de meio M2. Para o experimento de degradacéo foi

utilizada uma concentracao de 1000 ppm para cada um dos contaminantes em frascos
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separados. Para controle de crescimento foram utilizados o meio M2 complementado
com manitol a uma concentragao final de 0,4%. A Tabela 5 demonstra o experimento

realizado.

Tabela 5 — Experimento de sobrevivéncia na presenca de xilenos e tolueno por
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566

Desenho experimental

Controle positivo de crescimento Meio M2 + manitol + inoculo

Controle negativo de crescimento Meio M2 + inGculo

Controle de degradacéao de tolueno Meio M2 + tolueno

Controle de degradacao de xilenos Meio M2 + xilenos

Ensaio tolueno (tolerancia) Meio M2 + manitol + tolueno + indculo
Ensaio xilenos (tolerancia) Meio M2 + manitol + xilenos + inéculo
Ensaio tolueno (degradacao) Meio M2 + tolueno + in6culo

Ensaio xilenos (degradacéo) Meio M2 + xilenos + indculo

Os ensaios foram realizados em quintuplicata em frascos de headspace, sendo
sacrificados logo apés as leituras. Cada leitura foi realizada em um espagamento de 24
horas. A leitura TO logo ap6s a preparacdo do experimento e a leitura T5 com um
periodo de 48 horas em relacdo a leitura T4.

A verificacdo de degradacgéo de tolueno e xilenos foi realizada em cromatégrafo
a gas 450 GC (Varian, Middelburg, EA, Holanda) acoplado a um espectrofotdmetro de
massa 240 MS (Varian) seguindo-se o mesmo protocolo do item 3.2.

Para verificacdo de crescimento das células, 1 mL da cultura de cada uma das
preparacdes foi submetida a leitura de densidade optica (DO) a um comprimento de
onda de 600 nm em espectrofotometro UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Japéo), sendo o

aparelho calibrado com meio M2 apenas.

Meio YEM Gramas por litro
Extrato de levedura 10g
Manitol 10,0 ¢
KH2POs4 0,59
MgSOa4 0,29

NacCl 0,19
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O meio foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos e estocado a 4 °C.

M2 Sais 10X
NH4ClI
Na2HPO4
KH2PO4

Gramas por litro
500

20949

10,6 g

A solugdo M2 sais 10X foi autoclavada a 121 °C durante 15 minutos e estocada a 4 °C.

Solucdes

FeSO4
MgS0Oa4.7H20
CaCl2.2H20
*Manitol

Concentracao
1 mM

1M

1M

10 g/L

As solucdes foram autoclavadas a 121 °C durante 15 minutos e estocada a 4 °C.

*Solucdo esterilizada por filtracdo em filtro 24 pm.

Meio M2
M2 sais 10X
FeSOa
MgS0Oa4.7H20
CaCl2.2H20
Manitol

Quantidade para 1 litro
10,0 mL

10,0 mL

1,0mL

0,5 mL

20 mL

As solucdes foram adicionadas em fluxo laminar para a composicao do meio de cultura.
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4 RESULTADOS
4.1 Anédlise de solo

A andlise de solo se deu através de analise fisico-quimica para um levantamento
das caracteristicas gerais do solo como granulometria, ions presentes, quantidade de
material organico (Anexo A) e uma analise voltada a contaminantes organicos com foco
em BTEX. O resultado da andlise de contaminantes organicos esta mostrado na Figura
7.

Figura 7 — Analise de BTEX nos solos dos locais contaminado e Perequé por meio de
técnica GC-MS
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Analise de contaminagdo de solo por BTEX utilizando-se tecnologia de camada gasosa apos extracao
padrdo de hidrocarbonetos. A) Solo contaminado. B) Solo do Perequé. Os picos apresentados aos 3 e
5 minutos aproximadamente se referem a presenca de xileno e tolueno respectivamente. Os outros picos
menos proeminentes representam hidrocarbonetos presentes no solo néo relacionados & contaminacao
estudada.
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Os dois tipos de extracao utilizados revelaram contaminacdo do solo. A analise
de headspace do solo se mostrou mais sensivel a contaminacdo mostrando picos
maiores nos tempos de retencao do xileno e tolueno. As analises de headspace liquido
e sOlido foram realizadas com a mesma amostra de solo. Apesar de a analise ser
voltada para os quatro componentes de BTEX incluindo os 3 tipos de xilenos, néo foi

possivel verificar a presencga de benzeno e etilbenzeno nas amostras.
4.2 ldentificacdo de procariotos por amplificacdo do gene SSU rRNA

Este primeiro sequenciamento realizado no projeto foi feito a partir da extracao

direta do DNA presente no solo. O resultado da extragédo esta representado na Figura
8.

Figura 8 — Fotodocumentacdo da extracdo de DNA total de solo
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Resultado da extracdo de DNA total de solo. Na canaleta esquerda foram aplicados 5 microlitros de
material genético extraido do solo do local contaminado. Na canaleta apresentada a direita esta o
marcador molecular.

Para todas as amostras de solo coletadas foi padronizada a extracéo de material
gendmico. O perfil do material para migracao em gel de agarose se manteve o0 mesmo
para os trés locais analisados, apresentando maioria do material préximo a marcacao
de 10.000 pb do marcador molecular. O rendimento de material genémico apresentou
variagdo de concentragdo entre 2 ug e 5 pg por grama de solo. As menores
concentracOes foram apresentadas pelo solo contaminado.

O material genético extraido foi processado e deu origem as sequéncias

metagendmicas que foram analisadas pelo banco de dados do RDP. No total foram
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geradas 762 sequéncias ja selecionadas por qualidade e tendo o vetor retirado. Dessas
762 sequéncias, 470 foram identificadas como sendo provenientes do dominio Bacteria
e 292 sequéncias provindas do dominio Archaea. A Tabela 6 mostra o nimero de

sequéncias utilizadas para cada um dos metagenomas e seus respectivos dominios.

Tabela 6 — Total de sequéncias analisadas pelo método Sanger

Dominios Locais

Cotia-Para Perequé Contaminado
Bacteria 168 138 164
Archaea 122 67 103
Total 290 203 267

A tabela dispde as sequéncias analisadas levando-se em consideragéo os locais de coleta e os dominios
Bacteria e Archaea.

A distribuicdo das sequéncias de acordo com os filos identificados estd mostrada na
Figura 9.
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Figura 9 — Distribuicdo percentual das sequéncias em filos para os dominios Bacteria
e Archaea
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Euryarchaeota
N&o classificado

As sequéncias foram identificadas no banco de dados do RDP e distribuidas percentualmente para cada
um dos metagenomas.

As analises das sequéncias geradas pelo método Sanger indicam diferencas na
composicdo da estrutura procariotica, como pode ser visto na figura acima. Para o
dominio Bacteria os filos mais representados foram Proteobacteria e Acidobacteria. O
local contaminado foi aquele em que o filo Proteobacteria mais estava representado
enquanto o filo Acidobacteria se mostrou mais abundante em Cotia-Pard e em
Perequé. Este ultimo local foi o que apresentou maior diversidade comparado aos
outros dois locais.

Diferencas também puderam ser vistas para o dominio Archaea. O filo
Crenarchaeota foi 0 mais abundante para o Cotia-Para, o filo Euryarchaeota foi o mais
abundante no local contaminado e o Perequé apresentou como grupo mais expressivo

arqueias que nao puderam ser identificadas.
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4.3 ldentificacdo de procariotos por sequenciamento direto de DNA do solo

Foram conseguidas no total 1.710.216 sequéncias para 0s trés metagenomas.

A contabilizacdo das sequéncias esta mostrada na Tabela 7.

Tabela 7 — Contabilidade das sequéncias geradas pelo sequenciamento GS FLX

Cotia-Para Perequé Contaminado
Pares de bases 260.105.297 305.140.693 311.978.477
Numero de sequéncias 533.697 578.478 598.041
Tamanho médio 487 527 521

As informacgfes apresentadas na tabela foram recuperadas do servidor do MG-RAST onde foram
processadas. A contabilidade foi realizada pelo préprio programa.

O numero de sequéncias apresentadas na tabela se refere ao numero bruto de
sequéncias provindas do sequenciador 454. Essas sequéncias apenas passaram por
selecdo de qualidade de sequenciamento pelo proprio sistema. Posteriormente foram
dirigidas para analises secundarias de qualidade e identificagdo dentro de cada

objetivo.
4.3.1 Panorama geral da diversidade de procariotos dos locais estudados

Com a finalidade de se identificar e conhecer melhor a diversidade procariética
dos solos, assim como avaliar a sensibilidade do método de identificacdo
metagendmica aliado ao sequenciamento de alta performance, uma identificacéo geral
foi proposta. Através deste procedimento foram identificados os filos e classes
presentes nos diferentes locais estudados e a comparagao entre eles nos mostrou a

diversidade geral de procariotos de solos da regido (Figura 10).
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Figura 10 — Identificacdo geral das sequéncias metagendmicas pelo MG-RAST com
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Identificacdo das sequéncias metagendmicas pelo programa MG-RAST com base no banco de dados
do M5NR. O grafico representa a distribuicdo percentual dos filos e classes encontrados para cada um
dos trés diferentes solos estudados. Somente os filos cuja soma dos trés locais ultrapassou mil
sequéncias estdo mostrados na figura. O gréfico A representa a distribuicdo das sequéncias identificadas
dentro do dominio Bacteria. O grafico B representa a distribui¢cdo das sequéncias identificadas dentro do
dominio Archaea.

Esta abordagem conseguiu identificar 371.284, 498.998 e 405.847 sequéncias
para os locais Perequé, Cotia-Para e contaminado respectivamente. Dentro do dominio
Bacteria foram identificados 27 filos e um agrupamento que reuniu sequéncias que nao
puderam ser identificadas. Nenhum local apresentou filos. Quanto a distribuicdo das
sequéncias, os filos Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria foram responsaveis
sozinhos por aproximadamente 80% das sequéncias e esta distribuicdo foi vista para
todos os locais analisados. A maior diferenga encontrada ficou por conta do filo
Proteobacteria para o local contaminado, responsavel por mais de 60% das sequéncias
deste local. A classe Gammaproteobacteria, a mais abundante do local contaminado,
foi destaque. Apesar desta classe ter sido identificada nos outros sitios estudados, sua
abundancia nao foi tdo expressiva se comparada ao solo contaminado, caracteristica
exclusiva deste local.

Bem menos expressivo (por volta de 1% das sequéncias), o dominio Archaea
apresentou 5 filos e um agrupamento que reuniu sequéncias nao identificadas. As
principais diferencas vistas ficaram por conta do filo Thaumarchaeota, que apresentou
abundancia relativa de apenas 1% das sequéncias de Archaea do local contaminado

enguanto nos locais Cotia-Para e Perequé apresentaram respectivamente 18% e 20%
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das sequéncias identificadas. O filo Korarchaeota, apesar da baixa abundancia, so foi

encontrado no local contaminado.

4.3.2 Comparacao de diferentes métodos para refinamento da identificacao

taxonémica de sequéncias

Para refinamento da identificacio metagendmica e ja vislumbrando uma
possivel relacdo entre os procariotos e 0s seus respectivos locais, foram realizadas no
total 3 tipos de identificacbes taxondmicas mais estringentes para classificacdo das
sequéncias. Essas identificacées, como ja mencionado no item 3.8.2.1, tiveram bases
conceituais diferentes, utilizaram diferentes bancos de dados e produziram diferentes

quantidades de sequéncias identificadas (Tabela 8).

Tabela 8 — Contabilidade das sequéncias identificadas pelos diferentes métodos de
analises taxondmicas

Local SSU rRNA Genes conservados BLASTN
Cotia-Para 469 990 3760
Perequé 242 382 1365
Contaminado 274 1002 7214

Método de SSU rRNA realizado pelo programa MG-RAST através da submissdo das sequéncias no
servidor. Método de genes conservados realizado pelo programa MetaPhyler. Método de identificacdo
por BlastN realizado pela compara¢do com banco de dados de genomas procariéticos do NCBI.

As sequéncias identificadas pelos diferentes métodos de classificacao
taxondmica foram agrupadas por filos. Isto foi feito com o objetivo de uma primeira
comparacao entre grupos de organismos encontrados nos diferentes metagenomas, e
também como uma comparacdo dos resultados obtidos pelos diferentes métodos
utilizados para uma identificacdo mais precisa. A distribuicdo das sequéncias esta

representada na Figura 11.



Figura 11 — Distribuicdo das sequéncias metagendmicas classificadas em filos por diferentes métodos comparativos
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Os graficos refletem a porcentagem de sequéncias encontradas para cada filo identificado nos diferentes metagenomas.

A direita se encontra uma tabela de cores representando os filos encontrados em cada um dos metagenomas de acordo com os diferentes métodos de
classificacéo abordados. BLASTN pela comparacao ao banco de dados do NCBI, MetaPhyler pela comparacao ao banco de genes conservados e MG-RAST

pela comparacéo ao banco de dados do RDP. Os quadros em branco representam a auséncia do respectivo filo.
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Os diferentes métodos de classificagdo resultaram em modos distintos de
interpretar a composigao de procariotos dos diferentes metagenomas. Com relagéo ao
namero de filos, para todos os metagenomas estudados, foram encontrados 12 filos
pela comparacao por BLASTN, 15 filos pela comparacéo por genes conservados e 18
pela comparacédo por MG-RAST, levando-se em consideragéo os trés metagenomas
estudados. O método de comparacao que mais identificou sequéncias foi 0 método por
BLASTN, porém, o método MG-RAST, pelo qual menos sequéncias foram
identificadas, revelou uma maior diversidade dos locais estudados.

Filos muito bem representados como Acidobacteria e Proteobacteria foram
detectados pelas trés técnicas utilizadas, porém, as técnicas apresentaram
sensibilidades diferentes. O filo Tenericutes, por exemplo, s6 foi identificado pela
técnica de comparacdo ao banco de genes conservados, e o filo Aquificae sé foi
identificado pela técnica MG-RAST. Por essa técnica, o local Perequé foi o de maior
diversidade de filos, enquanto que pelas técnicas de BLASTN e MetaPhyler, o local
Cotia-Para foi o mais diverso. A tabela da Figura 11 mostra detalhadamente os filos
encontrados pelas técnicas utilizadas.

Outro aspecto que apresentou variacdo relativa ao tipo de técnica de
identificacdo utilizada foi a porcentagem de cada filo encontrada em cada metagenoma.
Os filos mais representados como Proteobacteria, Acidobacteria e Actinobacteria foram
confirmados como tal pelas trés técnicas, porém, diferencas na quantidade identificada
variaram. O filo Proteobacteria foi o melhor exemplo. Pelas técnicas MetaPhyler e
BLASTN, esse grupo apresentou uma representatividade por volta de 70% para o local
Cotia-Para; pela técnica do MG-RAST, essa representatividade chegou a 91%. Para o
filo Actinobacteria, a comparacdo realizada pelo MG-RAST apresentou 13% de
sequéncias identificadas para o local Perequé, enquanto as outras técnicas revelaram
uma porcentagem acima de 20%.

Para todas as técnicas foi notada uma variacdo na quantidade de filos quanto
ao numero de sequéncias distribuidas entre eles. As técnicas BLASTN e MetaPhyler
foram as que apresentaram resultados mais proximos, tanto com relagdo ao numero
de filos encontrados quanto a distribuicdo das sequéncias dentro deles. Para
continuidade de identificagbes taxondmicas, a técnica de identificagéo por BLASTN foi
selecionada. Devido a coeréncia entre as técnicas de BLASTN e MetaPhyler, e também

a quantidade de sequéncias utilizadas para identificacdo, essa técnica foi escolhida
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para uma identificacdo mais detalhada da composi¢cdo procaridtica dos locais
estudados.

A distribuicdo em filos encontrada para as sequéncias identificadas atraves de
BLASTN estad mostrada na Figura 12.

Figura 12 — Distribuicdo de sequéncias em filos para os trés locais estudados pelo
método BLASTN
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Gemmatimonadetes .
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Distribuig&o das sequéncias identificadas por BLASTN em filos dentro do dominio Bacteria. Cada circulo
representa um filo encontrado e a variacdo de tamanho do circulo € proporcional & quantidade de
sequéncias identificadas em cada um deles. Cada cor representa um metagenoma estudado. A
distribuicdo mostrada das sequéncias esta normalizada permitindo rela¢des tanto entre filos quanto entre
metagenomas. Os resultados foram baseados no programa MEGAN.

Por essa abordagem de classificacdo, onze filos bacterianos foram encontrados
para os trés metagenomas estudados. A maioria dos filos foi encontrada em todos os
locais estudados exceto os filos Cyanobacteria e Deinococcus-Thermus. O filo
Cyanobacteria foi encontrado apenas nos locais Cotia-Para e contaminado, e o filo
Deinococcus-Thermus foi identificado apenas no local contaminado. Pela figura
podemos notar sequéncias que nao puderam ser identificadas de acordo com os
limiares utilizados. Estas ficaram agrupadas na base, no no central da figura (Bacteria)

agrupando 3% das sequéncias para o local contaminado e 6% para os locais Cotia-
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Pard e Perequé. O tamanho dos circulos reflete a quantidade de sequéncias
encontradas para cada um dos filos. Os filos Proteobacteria, Acidobacteria,
Actinobacteria e Firmicutes foram os filos com maior nimero de sequéncias atribuidas.

Das sequéncias identificadas, o local Perequé apresentou a maior abundancia
de sequéncias em sete dos onze filos encontrados, porém, o local com maior
diversidade segundo a andlise por BLASTN foi o local contaminado.

Os quatro maiores grupos foram escolhidos para uma anélise mais detalhada
dos subgrupos que os compdem. A distribuicdo de sequéncias dentro da classe

Actinobacteria esta representada na Figura 13.

Figura 13 — Distribuicdo das sequéncias em subgrupos da classe Actinobacteria
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A figura representa os subgrupos da classe Actinobacteria encontrados para cada um dos
metagenomas. As sequéncias foram normalizadas e organizadas pelo programa MEGAN. O tamanho
dos circulos refletem a quantidade de sequéncias em cada um deles. As sequéncias que ndo puderam
ser classificadas em familias foram incluidas em niveis anteriores.

A classe Actinobacteria agrupou 4%, 24% e 9% das sequéncias classificadas
para os locais contaminado, Perequé e Cotia-Pard, respectivamente. Ao todo foram
identificadas 13 familias nos metagenomas estudados. Das 13 familias, apenas 5
foram identificadas no local contaminado (Figura 13) e a familia Microccocineae foi
exclusiva.

A familia Mycobacteriaceae apresentou maior representatividade no local

contaminado comparativamente aos outros locais estudados.
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Os locais Cotia-Para e Perequé apresentaram as mesmas familias com excecao
da familia Nakamurellaceae, que s0 foi identificada no Perequé e local contaminado. O
Perequé, de modo geral, apresentou maior quantidade relativa de organismos da
classe Actinobacteria, assim como a maior diversidade.

Os filos Acidobacteria e Firmicutes também foram bastante representados nos

metagenomas analisados e suas familias estédo indicadas na Figura 14.

Figura 14 — Distribuicdo das sequéncias dos filos Acidobacteria e Firmicutes em

familias
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Figura representando a divisdo em familias classificadas dentro dos filo Firmicutes e Acidobacteria. Os
tamanhos dos circulos representam a quantidade de sequéncias atribuidas a cada um deles. A
classificacé@o e organizacdo das sequéncias foi feita pelo programa MEGAN.

O filo Acidobacteria foi mais representativo no local contaminado com 22% das
sequéncias identificadas; para os locais Perequé e Cotia-Para foram identificadas 12%
e 9% do total de sequéncias para cada um dos respectivos locais. Este filo foi
constituido de apenas uma familia (Acidobacteriaceae) e um agrupamento de
organismos nédo classificados dentro do filo. O grupo néo classificado foi o mais
numeroso dentro do filo Acidobacteria para todos os locais analisados, porém, uma
quantidade cerca de duas vezes maior foi encontrada para o local contaminado. O filo
Acidobacteria apresentou abundéancia relativa equivalente nos trés locais com uma
guantidade um pouco maior no Perequé. Esse filo foi representado nos trés locais
analisados somente pelo género Acidobacterium.

O filo Firmicutes se mostrou presente nos trés locais analisados, com maior
abundéancia para o local Perequé. Este filo agrupou 2%, 3% e 0,1% das sequéncias
identificadas para os locais contaminado, Perequé e Cotia-Para respectivamente.
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Quatro familias foram identificadas e as quatro estavam presentes no local
contaminado, aquele que teve maior diversidade de familias dentro do filo Firmicutes.
Das quatro familias identificadas, trés foram exclusivas deste local. A familia
Bacillaceae foi a mais abundante e o local que mais apresentou essa familia foi o
Perequé. Como a figura mostra, o filo Firmicutes n&o foi muito representado no local
Cotia-Para, ndo sendo possivel identificar nenhuma familia. Existiram sequéncias que
fizeram parte da classe Clostridiales mas que ndo puderam ser melhor identificadas.
O dultimo e mais abundante filo entre todos os filos identificados foi o filo
Proteobacteria. Com 64%, 46% e 67% do total de sequéncias identificadas para os
locais contaminado, Cotia-Para e Perequé. Este filo apresentou grandes diferencas

guando uma analise mais especifica foi proposta (Figura 15).



Figura 15 — Distribuicdo de sequéncias do filo Proteobacteria em familias
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Distribuicdo das sequéncias atribuidas ao filo Proteobacteria em familias. O tamanho dos circulos representa o nimero de sequéncias atribuidas para cada
um dentro do mesmo agrupamento. As sequéncias foram normalizadas e classificadas pelo programa MEGAN e distribuidas dentro das quatro classes do filo
Proteobacteria representadas acima pelas quatro arvores da figura.
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Dentro do filo Proteobacteria a classificacdo das sequéncias destacou
diferencas entre os locais analisados, relativas tanto a abundéncias quanto a
diversidades encontradas. Na classe Alphaproteobacteria (Figura 15A), onze familias
foram encontradas para os trés locais analisados. Nenhuma dessas familias foi
exclusiva de determinado local, mas houveram locais que n&o apresentaram algumas
familias como Rhodobacteraceae e Sphingomonadaceae. Das familias que foram
encontradas em todos os locais, a maior abundancia relativa foi encontrada no Perequé
(com excecédo de Bradyrhizobiacea e Phyllobacteriaceae). A familia Bradyrhizobiaceae
se apresentou com uma abundéncia muito maior no local contaminado apresentando
2546 sequéncias, o que corresponde a 35% de todas as sequéncias identificadas para
o local. Uma analise mais aprofundada deste grupo € mostrada mais adiante.

A classe Gammaproteobacteria (Figura 15B) apresentou oito familias para os
locais estudados. A maior diversidade desse grupo foi identificada para o local
contaminado, o qual apresentou seis familias. Entre essas, as familias Chromatiaceae
e Methylococcaceae foram exclusivas. Os locais Perequé e Cotia-Para apresentaram
uma familia exclusiva cada. A familia Enterobacteriaceae identificada para o local
Cotia-Para foi um dos maiores agrupamentos encontrados com 1293 sequéncias, 0
que representa 34% das sequéncias identificadas para este local. Este grupo foi melhor
identificado e serd mostrado mais adiante. Para esse local, pudemos observar uma
grande quantidade de sequéncias que ndo puderam ser identificadas, ficando
posicionadas em nds mais basais.

A classe Deltaproteobacteria (Figura 15C) teve grande diversidade identificada
no local contaminado. Quanto a abundancia relativa, esta familia apresentou
equivaléncia nos locais estudados com 4%, 4% e 3% para os locais contaminado,
Perequé e Cotia-Para respectivamente. Todas as sete familias identificadas foram
encontradas nesse local. Destas, trés foram exclusivas do local contaminado. Dados
parecidos foram encontrados para a classe Betaproteobacteria (Figura 15D), com 4%,
3% e 2% das sequéncias identificadas para os locais contaminado, Perequé e Cotia-
Pard, respectivamente. Esta classe apresentou nove familias identificadas e todas elas
foram encontradas no local contaminado, sendo quatro exclusivas dele. Este grupo nao
foi muito representado nos outros lugares estudados, merecendo destaque apenas a

familia Burkholderiaceae, pela quantidade relativa encontrada no local Perequé.
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De modo geral, o filo Proteobacteria foi bastante representado no local
contaminado, apresentando muitos grupos exclusivos, assim como quantidade de
sequéncias identificadas. Podemos destacar dentro desse grupo a quantidade de
sequéncias que ndo puderam ter uma classificacdo mais detalhada no Perequé e que
ficaram agrupadas nos nos mais basais. Quanto ao local Cotia-Para, apenas o grupo
Enterobacteriaceae se destacou, reunindo a maior quantidade de sequéncias.

Os grupos mais representados para os diferentes locais foram estudados de
forma um pouco mais detalhada e uma tentativa de identificacdo mais especifica foi

realizada. A Figura 16 apresenta esta classificacao.
Figura 16 — Classificacdo dos grupos mais representados em géneros utilizando
BLASTN
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Identificagdo mais aprofundada das sequéncias atribuidas as familias Bradyrhizobiaceae (A) e
Enterobacteriaceae (B). As sequéncias foram classificadas e organizadas através do programa MEGAN.
Os tamanhos dos circulos representam a quantidade de sequéncias agrupadas em cada um deles dentro
de cada arvore.

A familia Bradyrhizobiaceae foi a que mais apresentou sequéncias identificadas
para o local contaminado. Quatro géneros bacterianos foram encontrados para essa
familia e o género Bradyrhizobium foi o mais representativo deles. O namero de
sequéncias atribuidas ao género Bradyrhizobium para o local contaminado foi de 2073,

0 que representa 29% do total de sequéncias identificadas para o local contaminado.
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O segundo grupo mais abundante foi o filo Acidobacteria, o qual agrupou 1627
sequéncias. Apenas o género Bradyrhizobium apresentou mais sequéncias do que o
filo Acidobacteria inteiro. Dentro do género, trés espécies puderam ser identificadas
(Figura 16A), e a espécie Bradyrhizobium japonicum foi responsavel por 19% das
sequéncias identificadas para o local contaminado. Apesar de nao ser exclusivo do
local contaminado, a representatividade do género Bradyrhizobium fez com que esse
fosse o grupo-chave de estudo do local. Esta posicdo alcancada mereceu testes
metabdlicos para elucidacdo dos motivos da presenca desse micro-organismo no local
contaminado.

A familia Enterobacteriaceae (Figura 16B) foi um grupo bastante interessante
gue se destacou no local Cotia-Para. Além de se apresentar em abundancia com um
total de 1293 sequéncias, ele foi exclusivo do local, motivos que levaram a uma
identificagdo mais especifica das sequéncias. No total foram encontrados trés géneros
identificados como Escherichia, Salmonella e Klebsiella, este Gltimo o mais abundante
agrupando 19% das sequéncias identificadas para o local contaminado. Devido as
caracteristicas metabdlicas e habitats onde os géneros identificados geralmente séo
encontrados, foram relacionados e identificados possiveis motivos para a presenca
desses géneros, que serdo mostrados mais adiante.

4.3.3 ldentificacdo metabdlica de sequéncias.

Além da possibilidade de identificacdo taxonémica de procariotos, a técnica
metagendmica utilizada permitiu também uma analise focada em genes presentes no
ambiente. Através da identificacdo desses genes, inferéncias metabdlicas puderam ser
realizadas baseadas nos genes encontrados. Devido ao municipio de Cubatdo possuir
um histoérico de contaminagédo por compostos aromaticos de petréleo e por uma das
areas estudadas apresentar contamina¢do com hidrocarbonetos aromaticos, foram
estudados e comparados metabolismos de degradacdo de substancias aromaticas. O
foco foi dado em diferencas quanto a presenca de genes de degradacado e quantidade
de sequéncias relacionadas aos genes nos locais estudados.

Nossas analises realizadas no local contaminado revelaram a presenca dos
hidrocarbonetos xilenos e tolueno. Devido a este fato, os metabolismos de degradacao
desses hidrocarbonetos foram utilizados para comparacdes entre 0s metagenomas dos

locais estudados. Inicialmente todos os genes das vias de degradacdo dos
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hidrocarbonetos foram comparados aos metagenomas para uma identificacdo geral.
Os genes encontrados foram marcados nos metabolismos para verificagdo da
presenca ou auséncia dos genes nos locais. A Figura 17 mostra 0s genes encontrados

dos metabolismos de xilenos e tolueno nos locais estudados.
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Figura 17 — Identificacdo dos genes das vias de degradacédo de xilenos e tolueno nos

metagenomas
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Representacdo dos genes presentes nas vias de degradacédo de tolueno (Figura 17A) e xilenos (Figura 17B) baseado no metabolismo encontrado no banco
de dados do KEGG. Sequéncias relativas aos genes que realizam os passos metabolicos de degradacdo foram contabilizadas e os passos metabdlicos
marcados no proprio mapa. Cada metagenoma foi marcado com uma cor correspondente e 0s genes que nao possuiam sequéncias nos bancos de dados
foram marcados em cinza. Sequéncias que nao apresentaram similaridade suficiente com genes presentes na via de degradacdo ou que ndo estavam
presentes no metagenoma néo foram marcados.

T8
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Pelas analises realizadas, os metagenomas apresentaram sequéncias com
similaridade aos genes presentes nas vias de degradacao dos dois hidrocarbonetos.
Nos dois metabolismos, um maior numero de sequéncias com similaridade aos genes
das vias foi encontrado nos metagenomas dos locais Cotia-Para e contaminado. No
local Perequé, apesar de apresentar sequéncias correspondentes a estes
metabolismos, a diversidade de genes foi um pouco menor. Os passos iniciais das vias
de degradacéo pelo mapa metabdlico do KEGG néo estdo muito definidos e um estudo
para distinguir sequéncias que poderiam estar relacionadas ao comec¢o das vias foi
realizado.

Os genes foram estudados com base no banco de dados do Bionemo. Os
operons responsaveis pela degradacdo de tolueno e xilenos foram recuperados e
comparados aos metagenomas estudados. A Figura 18 identifica os operons

estudados, seus genes e os locais onde foram encontrados.

Figura 18 — Identificacdo dos operons de degradacao de tolueno e xilenos
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B
m-xileno Ul xylA, xyiM | —— 4-metilbenzil dlcool

|:|I xylA, xylM
ITouA, TouB, TouC, TouE, TouF

p-xileno (B xylA, xyIm 3-metilbenzil dlcool

o-xileno — — 2-metilbenzil dlcool

Identificacdo dos operons responsaveis pela degradacéo de tolueno (Figura 18A) e xilenos (Figura 18B).
A figura indica os operons e seus respectivos caminhos para a degradacdo de cada um dos
hidrocarbonetos. As caixas coloridas na frente de cada operon representam o local onde cada um foi
identificado.

A Figura 18 apresenta de forma mais detalhada o inicio das vias de degradacgéo
de tolueno e xilenos. Ela relaciona os operons responsaveis pela degradacdo e a
direcdo que os contaminantes podem seguir quando sao utilizados metabolicamente
por procariotos. Como apresentado primeiramente na Figura 17A, o passo metabdlico
1.14.13.- é realizado pelos operons mostrados na Figura 18A, responsaveis pelo
primeiro processamento de tolueno além de passos metabdlicos seguintes.

Fica claro pela observacdo da figura acima que a maioria dos operons de
degradacédo selecionados do banco de dados do Bionemo foram identificados no local
contaminado. Dos onze operons identificados para degradagcéo de xilenos e tolueno,
sete foram encontrados no local contaminado e apenas dois e trés foram encontrados
nos locais Cotia-Para e Perequé, respectivamente. Quanto ao numero de sequéncias
encontradas, uma grande diferenca foi observada para os locais analisados. Para o
local Cotia-Para e contaminado foram contabilizadas 53 e 56 sequéncias
respectivamente, enquanto, para o local Perequé, apenas 3 sequéncias foram
contabilizadas.

As analises realizadas envolvendo os operons selecionados foram baseadas até
agui em comparacdes de identidade entre as sequéncias dos operons e 0S
metagenomas. Para um avan¢o no estudo, foi utilizado o conceito de regides
conservadas funcionais entre os genes (PFAM). Isto levou a uma melhor analise dos
operons e um método distinto de comparacdo que poderia trazer informacdes mais
aprofundadas.

Para esse estudo, uma identificacdo dos dominios conservados dos genes que

compdem os operons foi realizada (Figura 19). Nao apenas os operons de degradacgao
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de toluenos e xilenos entraram na analise, outros operons de degradacdo de anéis
aromaticos foram utilizados para melhor identificagcdo dos dominios de degradac&o nos

metagenomas estudados.
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Figura 19 - Identificacdo dos dominios conservados PFAM para operons selecionados
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Representacéo gréafica dos genes contidos nos operons de degradacgéo estudados. Na coluna micro-
organismo estéo identificado os procariotos cujos operons estudados (coluna dominios e operons) foram
identificados. Nas representacfes dos operons foram identificados os genes de cada um deles e os
dominios consevados presentes em cada um dos genes. A direita se encontra a legenda para cada um
dos dominios encontrados (coluna legendas). Os dominios que possuem caixas em seu entorno, na
coluna legendas, foram os dominios selecionados para estudo.

Catorze operons foram selecionados no total sendo conhecidos pela
degradacdo do grupo BTEX e fenol. Esses operons apresentaram dezoito dominios
conservados presentes nos genes que os formam. Foi observado que muitos dominios
de degradacéo se repetiram em alguns operons como foi 0 caso dos operons acido
graxo desaturase e metano, fenol, tolueno hidroxilase.

Alguns operons se mostraram bastante similares quanto a presenca de dominios
conservados como 0s operons encontrados em Burkholderia cepacia G4 e
Comamonas testosteronii R5. Até o quinto gene de seus operons, 0os dominios
conservados foram os mesmos, diferenciando-se quanto ao tipo e numero de dominio
conservado somente adiante desse gene. Outro exemplo de similaridade de operons
foi o dominio encontrado em Pseudomonas putida, existindo dois operons que
possuem 0S mesmos genes e dominios conservados, porém, apresentados em

diferentes ordens.
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Muitos dos dominios conservados identificados para os operons estudados sao
dominios comuns, que se encontram em diversos outros operons, com funcdes
completamente distintas. Para otimizar a verificacdo de dominios de degradacdo nos
metagenomas estudados, os dominios que modificavam diretamente 0s anéis
aromaticos foram escolhidos como mostrado na Figura 19. Esses dominios foram

identificados (Tabela 9) e utilizados para comparagéo por HMMs nos metagenomas.

Tabela 9 - Identificagcdo dos dominios conservados de modificacdo de anéis
aromaticos
Dominios Funcéao
Metano, fenol, tolueno hidroxilase Cataboliza fenol e derivados metilados
Fenol hidroxilase Conversao de fenol em catecol

Constituem  dioxigenases.  Transformam
estruturas de anéis fechados em cis-diol ndo
aromaticos

Subunidade alfa e beta de hidroxilagédo de
anel

Regido conservada entre monoxigenases

Fenol hidroxilase regido conservada . ~
Catalisa a reacao fenol — catecol.

Hidroxilacdo do tolueno para formacédo de p-

Sistema tolueno-4-monoxigenase
cresol

As informag@es das fungbes dos dominios conservados foram retiradas do banco de dados PFAM.

A comparacdo dos dominios conservados se deu por HMMs e apenas
sequéncias que possuiram e-value menor ou igual a 1e-10 foram contabilizadas. Como
método de comparacao adicional, trés metagenomas distintos foram também utilizados

para identificacdo dos dominios conservados escolhidos (Figura 20).
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Figura 20 — Contabilizacéo e identificacdo de dominios conservados em diferentes
metagenomas
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O gréfico indica a distribuicdo de sequéncias com similaridade aos dominios conservados identificados
entre os metagenomas. Os metagenomas Refinaria (nUmero de acesso SRX038779), Gelo (nimero de
acesso SRX000607), Waseca (nimero de acesso AAFX00000000) e VCU (numero de acesso
SRR049666) sdo metagenomas depositados no NCBI escolhidos para comparacéo. Os resultados foram
normalizados para um total de 500.000 sequéncias por metagenoma.

Para uma comparacdo entre metagenomas, foram escolhidos quatro
metagenomas externos de variados ambientes. Os metagenomas batizados de
Refinaria (SILVA et al., 2012), Gelo (SIMON et al., 2009), Waseca (TRINGE et al.,
2005) e VCU, um estudo da microbiota presente no ambiente vaginal de seres
humanos cujo estudo esta depositado no NCBI.

O gréfico revela que o local contaminado apresentou o maior niumero de
sequéncias relacionadas aos dominios conservados de degradacdo selecionados. A
maioria das sequéncias ficou relacionada aos dominios de hidroxilacdo de anel alfa e
beta. Esses dois dominios foram os mais representados em todos os metagenomas
estudados exceto o metagenoma VCU, que ndo apresentou sequéncias relacionadas
a nenhum dos dominios selecionados.

O dominio metano, fenol, tolueno hidroxilase foi identificado na maioria dos
metagenomas, e 0S que apresentaram maior numero de sequéncias relacionadas

foram o metagenoma Refinaria e o local contaminado. No metagenoma Refinaria, os
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dominios regido conservada fenol hidroxilase e fenol hidroxilase foram encontrados em
quantidades maiores que 0s outros metagenomas, e o dominio fenol hidroxilase foi
encontrado apenas nesse metagenoma. O local Cotia-Para apresentou o dominio
sistema tolueno-4-monoxigenase, sendo o0 Unico a apresentar esse dominio.

As sequéncias que apresentaram similaridade com os dominios conservados
selecionados para os metagenomas de nosso trabalho foram separadas e comparadas
novamente aos genomas bacterianos. Através deste passo, foi realizada uma tentativa
de identificacdo dos possiveis procariotos relacionados as sequéncias selecionadas.
Os resultados apresentados foram organizados no programa MEGAN e os géneros
bacterianos foram identificados (Figura 21).



Figura 21 - Identificacdo taxondmica das sequéncias selecionadas com similaridade aos dominios conservados de degradacéo de
BTEX

® Corynebacterium
- Gordonia . Contaminado
— @) Mycobacterium
—@ Rhodococcus
Frankineae — © Frankia
L—————@ Geodematophilus
Nocardioides
Roseiflexus
Candidatus Koribacter
Bradyrhizobiaceae ———@ Bradyrhizobium

— L——@ Rhodopseudomonas
Bacteria Rhizobiales ® Methylobacterium
. Alphaproteobacteria ————@ Parvibaculum
root | s * Rhizobium/Agrobacterium group
Azospinllum
Sphinggmonadaceae ———@ Novosphingobium
L——@ Sphingomonas

Bur&olderiales ——@ Bordetella
MQ Burkholderia
Betaproteobaclera— | ——@ Cupriavidus
. *Verminephrobacter
Thauera
Gammaproteobacdferia Klebsiella
Pseu nadales ™ * Acinetobacter

— ® Pseudomona

pt assigned
No hits

A comparacgéo entre as sequéncias selecionadas foi realizada pelo programa MEGAN. Os tamanhos dos circulos representam a quantidade de sequéncias
atribuidas a cada um. Os metagenomas Cotia-Para, Perequé e local contaminado estdo sendo mostrados na mesma arvore até o nivel de género. O né
unclassified sequences apresenta sequéncias que tiveram similaridade com sequéncias ainda néo identificadas no banco do NCBI. O né not assigned

apresenta sequéncias que ndo puderam ser classificadas e 0 n6 no hits reline sequéncias que nédo apresentaram similaridade alguma com sequéncias do
banco.

Corynebacterineae

Actinomycetales

Perequé

D Cotia-Para

Proteobactena

(o}
©



90

No total foram identificadas 375 sequéncias relacionadas a degradacao de
BTEX no local contaminado, 123 no Cotia-Para e 85 no Perequé. Além de possuir a
maior quantidade de sequéncias, o local contaminado foi 0 mais diverso em relagcéo
aos géneros identificados. Dos 19 géneros encontrados, 18 foram exclusivos do local
contaminado e apenas o género Klebsiella ndo foi encontrado, sendo este exclusivo
do local Cotia-Para. Muitas sequéncias nao puderam ser classificadas de forma mais
especifica e ficaram em nos mais basais como o0 caso dos nos Bacteria e
Proteobacteria. Outro n6 que apresentou muitas sequéncias e que se faz necessario
citar € o né No hits apresentando 287, 74 e 71 sequéncias respectivamente para 0s
locais contaminado, Cotia-Para e Perequé. Este né representa sequéncias que nao
apresentaram similaridade, de acordo com nossos limiares adotados, com nenhuma
sequéncia no banco de dados.

Para verificacdo da distribuicdo das sequéncias em relacdo aos HMMs
construidos, as sequéncias que apresentaram similaridade com os HMMs
hidroxilagdo de anel subunidade alfa e beta e metano, fenol, tolueno hidroxilase foram
alinhadas aos respectivos HMMs (Figura 22). Foram representados apenas oS

dominios presentes nos trés locais estudados.



Figura 22 — Alinhamento das sequéncias similares aos respectivos HMMs
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Distribuigdo das sequéncias com similaridade para os dominios conservados. A barra maior representa o logo do dominio com seu tamanho em pares de
base. Cada um dos tracos menores representa uma sequéncia alinhada respeitando o comeco e o final de seu alinhamento em comparagédo ao dominio
conservado. Ao lado estdo os nomes dos locais onde as sequéncias foram encontradas. A:sequéncias alinhadas para o dominio hidroxilacdo de anel
subunidade alfa; B: sequéncias alinhadas para o dominio hidroxilagdo de anel subunidade beta; C: Sequéncias alinhadas para o dominio metano, fenol,
tolueno hidroxilase Distribuicdo das sequéncias com similaridade para os dominios conservados. A barra maior representa graficamente o dominio com seu
tamanho em pares de base. A regido central representa um aumento no tamanho na regido para melhor visualiza¢éo do dominio. Cada um dos tracos menores
representa uma sequéncia alinhada respeitando o comeco e o final de seu alinhamento em compara¢@o ao dominio conservado. Ao lado estdo os nhomes dos
locais onde as sequéncias foram encontradas
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4.3.4 Degradacao de contaminantes por Bradyrhizobium japonicum

O estudo de dominios conservados e a comparacdo com 0S metagenomas
revelaram a presenca e quantidade de sequéncias relacionadas aos dominios de
degradacdo. Essas sequéncias, através de comparacdes nos bancos de dados do
NCBI, puderam ser identificadas, e 0s possiveis géneros aos quais as sequéncias
pertencem foram elucidados.

A identificacdo dos dominios conservados nos levou a mais uma comparacao.
Foi verificada a presenca dos dominios conservados nos micro-organismos mais
abundantes dos locais estudados. Essa verificagdo foi feita buscando uma possivel
capacidade de degradacdo de anéis aromaticos pelos organismos mais abundantes
(Figura 23).



Figura 23 — Identificacdo dos dominios conservados nos genomas dos organismos mais abundantes
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O grafico mostra os géneros mais abundantes encontrados em cada um dos metagenomas e a quantidade de sequéncias encontradas para cada um dos
géneros selecionados. A tabela logo abaixo do gréafico indica a presenca e auséncia dos dominios conservados para cada um dos géneros.
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A figura revela a presenc¢a dos dominios conservados para degradacdo de BTEX
em alguns géneros mais abundantes dos locais estudados. Focando-se o local
contaminado, os dois géneros mais representados apresentaram dominios de
degradacéo para BTEX. O género Parvibaculum apresentou apenas os dominios de
hidroxilagdo de anel subunidade alfa e beta, ja o0 género Bradyrhizobium, que foi o mais
representado em ndimero de sequéncias tanto do local contaminado quanto dos outros
metagenomas, apresentou quatro dominios conservados. Géneros abundantes em
outros metagenomas como Klebsiella e Conexibacter também apresentaram dominios
de degradacédo para anéis aromaticos, porém uma diversidade menor do que o género
Bradyrhizobium.

A presenca desses dominios conservados identificados em genomas do género
Bradyrhizobium levou ao desenvolvimento do experimento de degradacdo de anéis
aromaticos. A espécie Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566 foi primeiramente testada
quanto a presenca do dominio conservado de degradacao tolueno-4-monoxigenase.
Para isso foi realizada uma amplificacdo deste dominio no genoma da cepa escolhida
e pela visualizacdo da amplificacdo em gel de agarose pudemos identificar uma banda
(Figura 24).

Figura 24 — Amplificacdo do dominio tolueno-4-monoxigenase em Bradyrhizobium
japonicum SEMIA 566.

4= 1000 pb

Visualizagdo em gel de agarose da amplificagdo do dominio conservado tolueno-4-monoxigenase em
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566. 1 — Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566; 2 — Escherichia coli
DH10b; 3 — controle negativo de amplificacdo; 4 — marcador molecular com marcacédo da altura de 1000
pb
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A banda identificada no gel de agarose foi a banda esperada para a
amplificacdo, a qual foi predita in silico contendo 800 pb. Somente o Bradyrhizobium
apresentou amplificacdo, ndo sendo possivel identificar nenhuma banda na
amplificagcéo realizada para E. coli.

ApoGs a verificagdo da presenca do dominio conservado, foi desenvolvido o
experimento de crescimento e degradacao de tolueno e xilenos por Bradyrhizobium.
Tanto o crescimento em meio contaminado quanto a capacidade de degradacao foram

medidos. O crescimento na presenca do contaminante esta apresentado na Figura 25.

Figura 25 — Crescimento de Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566 na presenca de
xilenos e tolueno

Crescimento Celular

0,7
0,6
05 ——0B
S
S04 BM
3
g 03 ——BT
< S . ——
0,2 /“>¢-‘_>——# BX
w;—\/ : 7\‘7’
0,1 BTM
0 BXM
0 50 100 150 200
Horas

Resultado de crescimento celular de Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566 na presenca de tolueno e
xilenos. B - controle negativo de crescimento; BM — Controle positivo de crescimento; BT — tolueno como
Unica fonte de carbono; BX — xilenos como Unica fonte de carbono; BTM — tolueno e manitol como fontes
de carbono; BXM — xilenos e manitol como fontes de carbono.

O experimento de crescimento em diferentes composi¢cdes de meio de cultura
revelou a capacidade de crescimento de Bradyrhizobium na presenca de
contaminantes. Pelo grafico podemos notar o crescimento da cepa utilizada na
presenca de xilenos tendo manitol também como fonte de carbono. A curva de
crescimento tendo xileno como Unica fonte de carbono evoluiu durante o tempo
juntamente com a curva de controle negativo de crescimento (B), indicando que o
micro-organismo ndo foi capaz de crescer nestas condi¢cdes. Todas as curvas

envolvendo tolueno (BT e BTM) ndo apresentaram aumento de DO em relagcédo ao
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tempo, ficando bastante proximas as medidas do controle negativo. Podemos concluir
que, na presenca de tolueno, ndo houve crescimento de Bradyrhizobium nem mesmo
com a presenca de manitol no meio, fonte de carbono utilizada pelo micro-organismo
para producéo de energia e crescimento como indicado pelas DO medidas para a curva
BM.

Além do crescimento celular, a degradacédo do contaminante no meio de cultura

também foi medida. A Figura 26 mostra os resultados obtidos.

Figura 26 — Teste da capacidade de degradacdo de xilenos e tolueno por
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566

Controle Tolueno Tolueno TO Tolueno T5
— s vy i g el .
L | s | n =
¥ i f !
1]l &3 | He ﬁj
Controle Xilenos Xilenos TO Xilenos T5
— i ] et ] e
LI o i o -
_ j : '»
- : ! »: u H
MR — bl ) . ; f M. ; -

Verificacdo de degradacgéo de tolueno e xilenos por Bradyrhizobium japonicum SEMIA 566 em meio de
cultura M2 complementados por manitol. Os gréficos representam as medi¢Bes feitas em cromatdgrafo
a gés acoplado a espectrometria de massas. As medi¢des foram realizadas para cada uma das réplicas
somando um total de 5 medicdes. Nos graficos estdo representados apenas a Ultima medi¢do dos
controles (controle tolueno e controle xilenos) e a primeira e Ultima medi¢des das preparacdes contendo
0s micro-organismos com tolueno (Tolueno TO e T5) e xilenos (Xilenos TO e T5).

As medigdes realizadas mostraram as mesmas medidas tanto para os controles
de degradacdo quanto para os ensaios realizados. Estas concentracdes se repetiram
para todos os ensaios feitos desde a primeira medicdo (TO) até a ultima (T5). Os
diferentes picos encontrados para os graficos de medi¢édo para xilenos representam as

diferentes formas orto, meta e para encontradas.
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5 DISCUSSAO
5.1 Locais analisados e processamento do solo

Como ja mencionado, a contaminacao por BTEX € um problema conhecido que
pode causar danos ambientais, assim como afetar diretamente a saude de seres
humanos. No municipio de Cubatdo, um dos locais mais industrializados da América
Latina, com a presenca de muitas industrias que processam o petroleo e que utilizam
seus subprodutos, 0 BTEX € uma presenca constante. Como o presente projeto visa a
aplicacdo de técnicas de sequenciamento de nova geracdo em estudos
metagendmicos de areas contaminadas com BTEX, a contaminag@o mostrou um fator-
-chave para a selecé@o de determinada area.

A area escolhida apresentava historico de contaminagcédo por combustivel. Um
derramamento de gasolina de um tanque de armazenamento ocorreu
aproximadamente dez meses antes da coleta e, para verificagcdo da presenca de
contaminantes, o solo foi testado para presenca de BTEX. As analises de
hidrocarbonetos aromaticos da area escolhida revelaram a presenca de tolueno e
xilenos no solo coletado. Apesar de o teste realizado ser direcionado para 0s quatro
componentes do BTEX, somente tolueno e xilenos foram encontrados de acordo com
as analises. Este fato pode ter acontecido por um viés intrinseco da técnica de
deteccdo utilizada, pois existe uma competicdo de hidrocarbonetos pela fibra de
deteccdo que pode ter atrapalhado no processo de identificacdo. Outra explicacédo
possivel é sustentada pelas frac6es de benzeno e etilbenzeno na gasolina, menores
do que tolueno e xilenos (CHRISTENSEN; ELTON, 1996), e que por isso podem ter
sido eliminados do local mais rapidamente.

Os locais Cotia-Para e Perequé foram escolhidos como controle. Esses locais
nao apresentavam histérico de contaminacao por hidrocarbonetos aromaticos e por
estarem proximos a area contaminada, possiveis diferencas em relacao a temperatura,
a umidade e a outras caracteristicas ambientais que poderiam influenciar na
composicdo microbiolégica do solo seriam minimizadas. Como controle de
contaminacdo, foi escolhido o local Perequé por se localizar ao sopé da Serra do Mar
e por estar menos propicio a agdes antropicas diarias. Sua analise com relacédo a
presenca de BTEX foi negativa, confirmando nossas expectativas. Apesar de ndo ser

possivel a identificagdo de BTEX no local Perequé, este local e o Cotia-Paré estédo
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localizados nos arredores de areas com atividade industrial. Por aproximadamente
trinta anos eles vém sofrendo pressdes ambientais causadas pela poluicdo presente
no municipio. Nossa escolha como solos de controle também levou em consideracao
esse fato, pois um solo de uma regido distante nao refletiria essa situacdo. Um solo
distante poderia apresentar uma microbiota completamente diferente impossibilitando
qualquer comparacao entre 0s metagenomas.

Nossa amostragem de solo se deu pela coleta em um ponto em cada uma das
trés regides escolhidas. De cada ponto foi retirada uma amostra para extracdo de DNA.
No caso das amostras dos locais Perequé e contaminado, uma parte foi diretamente
acondicionada em vial para analise de contaminacdes por BTEX e outra parte foi
acondicionada em frascos plasticos para analises fisico-quimicas.

As técnicas de coleta variam nos diferentes trabalhos, por exemplo, existem
casos em que a coleta é feita em diversos pontos de um mesmo local e casos em que
é coletado uma maior quantidade de material de um Gnico ponto para armazenamento
(MCGRATH et al., 2008; URICH et al., 2008). Nossa abordagem de estudo
metagendmico envolveu uma quantidade pequena de solo de um dnico ponto de cada
local (1 g de solo por local analisado). As amostras foram processadas diretamente.
Mesmo que fossem coletadas amostras de diversos pontos e posteriormente
homogeneizadas, a pequena quantidade de solo coletado ainda ndo permitiria que nao
houvesse uma superestimativa dos micro-organismos do local. Como o solo utilizado
se apresentava em fragmentos que muitas vezes ultrapassavam a massa necessaria,
partes desses fragmentos foram utilizados. Um processamento pos-coleta, como
peneiramento desse solo poderia ser realizado, mas iSso requereria uma maior
manipulacdo do solo e modificacdo de suas caracteristicas fisicas e quica bioldgicas,
modificando todas as suas caracteristicas. Essa manipulagcdo em nosso protocolo de
amostragem ndo era desejavel e por isso o solo foi congelado imediatamente em
nitrogénio liquido, o que permite uma preservacdo mais eficiente das caracteristicas
dos locais amostrados.

Outro ponto que foi levado em consideracdo com respeito a coleta foi o tamanho
do local de amostragem. Excluindo-se o local contaminado que era uma area bem
delimitada, os outros pontos de coleta faziam parte de parques ecolégicos com muitos
quildmetros de extensao, e assim, a escolha do ponto de coleta foi importante para se
evitar uma amostra tendenciosa. Solos sdo 0s ambientes muito ricos com relacao a

micro-habitats, podendo apresentar milhares de espécies e uma abundancia celular
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consideravel. Diferencas de poucos centimetros podem significar grandes mudancas
fisico-quimicas e biolégicas como presenca de diferentes elementos quimicos, raizes,
fungos e modificacbes realizadas por organismos macroscopicos; e podem abrigar
comunidades microbioldgicas totalmente diferentes (PAUL, 2007). Essa quantidade de
seres microscopicos diferentes e distribuicdo ndo equivalente impossibilita a
representacdo de forma totalmente fiel & abundancia e diversidade microbiana de um
local em um estudo metagendmico. Apesar dessas adversidades, nossa abordagem
metagendmica e 0 método de coleta aplicado foram capazes de captar diferencas entre
os locais com relacdo aos grupos procaridticos e com relagdo aos metabolismos
estudados. Foi gerada uma grande quantidade de dados da qual se p6de inferir uma
estrutura procariotica para cada um dos metagenomas e apontar diferencas que podem
estar relacionadas com as caracteristicas particulares de cada local.

As amostras foram retiradas de vinte centimetros de profundidade
aproximadamente, regido do solo que possui um aporte de oxigénio e que possui ainda
uma camada que evitaria, no caso de presenca de contaminantes volateis, a rapida
passagem destes para o ar. No local contaminado, os micro-organismos dessa regido
do solo teriam contato com o contaminante e teriam disponibilidade de oxigénio, duas
variaveis que levariam a uma degradacao aerébia, conhecidamente mais rapida, eficaz
e com maior valor de biorremediacédo do que uma degradacao anaerébia (HENDRICKX
et al., 2006). Por agregar um conjunto de fatores Unico do ponto de vista de localizacéo,
impacto, permanéncia dos contaminantes, modo de contaminagdo e tempo de
ocorréncia, o estudo metabdlico voltado a degradacédo aerdbia dos contaminantes
poderia trazer novas informacdes, que poderiam servir até para uma atualizacdo das
técnicas de biorremediacéo atuais.

A extracdo de material genético do solo se deu através do processamento de 1
g de solo para cada um dos locais estudados. Essa quantidade apresentou um
rendimento de aproximadamente oito microgramas de DNA para os locais Perequé e
Cotia-Para e de quatro microgramas para o local contaminado. O uso de kit de extracéo
padroniza a técnica de obtengcdo do material genético, assim, a menor quantidade
obtida de DNA para o local contaminado ja pode ser considerada um reflexo direto da
contaminacao pela toxicidade das substancias, que pode ter ocasionado uma queda
na abundancia de micro-organismos do solo. Também pode ser uma influéncia indireta
ocasionada pelo nivel de interferéncia antropica e falta de cobertura vegetal,

modificacdo das caracteristicas do solo em relagéo aos outros locais estudados.
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A extracdo de material genético de solos nédo € trivial. Diversas técnicas de
extracdo foram desenvolvidas e problemas como degradacéo, contaminacao e inibicéo
de amplificacdo por PCR sao bastante relatados (DONG et al., 2006; LAKAY; BOTHA;
PRIOR, 2007; MILLER, 2001). Para verificar a qualidade da extracéo e capacidade de
manipulacdo do DNA extraido por meio de técnicas de biologia molecular, submetemos
a extracdo do material genético a amplificagcbes e sequenciamento em um estudo
piloto. Este estudo, além de comprovar a qualidade do material genético, foi a primeira
abordagem de identificacdo taxondmica de micro-organismos nos locais selecionados.
O DNA extraido, apresentou alto peso molecular e baixa degradacdo, como
evidenciado pela corrida em gel de agarose. Também mostrou-se apto a técnicas
moleculares, podendo seguir para o0 desenvolvimento de bibliotecas para

pirossequenciamento.
5.2 Identificagdo taxonémica por diferentes métodos

A identificacdo taxon6mica dos micro-organismos foi realizada em duas etapas.
A primeira abordagem, envolveu um estudo piloto de amplificacdo dos genes SSU
rRNAs. As sequéncias geradas puderam ser identificadas e definiram de modo geral a
composicdo da comunidade procariética de cada local analisado, mostrando que havia
diferencas entre elas. A outra abordagem envolveu o sequenciamento direto do DNA
extraido, que por ndo necessitar de etapas de amplificacdo ndo sofreu selecéo pelo
uso de iniciadores. Isso gerou uma colecéo de sequéncias provindas diretamente dos
genomas presentes no solo contendo diversos tipos de genes, inclusive os genes SSU
rRNAs.

O estudo piloto que utilizou 0 método Sanger para sequenciamento e o RDP
como banco de dados de identificacao de sequéncias mostrou como principal resultado
a diferenca de abundéancia entre os filos Acidobacteria e Proteobacteria nos locais
estudados. Estes dois filos sdo os mais conhecidos e abundantes em solos e séo
encontrados recorrentemente em estudos publicados (BRUCE et al., 2010; JANSSEN,
2006; URICH et al., 2008). O local contaminado apresentou uma abundancia maior do
filo Proteobacteria enquanto os locais Cotia-Para e Perequé apresentaram uma
abundancia maior do filo Acidobacteria. Relacionamos a dominancia do filo
Proteobacteria no local contaminado a contaminacéo ali encontrada e propusemos a A

hipotese de que esse filo poderia ter tido uma vantagem adaptativa com a modificacao
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do ambiente aumentando seu numero de forma acentuada. Essa interpretacéo foi
sustentada pelo fato de o filo Proteobacteria possuir géneros bastante conhecidos por
habitarem locais contaminados (ALFREIDER; VOGHT, 2007) e degradarem
hidrocarbonetos aromaticos como os géneros Rhodococcus (TANCSICS et al., 2008),
Pseudomonas e Burkholderia (JINDROVA et al., 2002).

Com as andlises por pirossequenciamento da segunda abordagem, a
quantidade de dados cresceu acentuadamente. Por utilizar outro procedimento
metodoldgico e possibilitar analises em diferentes bancos de dados, o0 método forneceu
mais dados para complementar a identificacdo taxonémica do estudo piloto.

Comparando-se os filos identificados, tanto o método de pirossequenciamento
guanto o método Sanger concordaram quanto aos mais abundantes, mas estes
também variaram quanto a representatividade individual no metagenoma, dependendo
da técnica de sequenciamento utilizada. O resultado mais marcante foi a dominancia
de sequéncias identificadas para o filo Acidobacteria nos locais ndo contaminados
identificadas pelo sequenciamento do estudo piloto, que ndo se repetiu com a
identificacdo pelo sequenciamento de alta performance.

J4 é de conhecimento que a amplificacdo por reacdo de polimerizacdo em
cadeia pode introduzir erros que comprometeriam os resultados. Entre esses erros esta
a formacéao de quimeras (HAAS et al., 2011), que gera sequéncias falsas, vistas como
sequéncias pertencentes a novas espécies no momento da classificagdo. Outro erro
esta relacionado a especificidade dos iniciadores que pode influenciar de modo seletivo
um estudo de genes SSU rRNA. (KANAGAWA, 2003; POLZ; CAVANAUGH, 1998;
SUZUKI; GIOVANNONI, 1996). Os iniciadores para a amplificacdo de genes SSU
rRNAs sdo baseados em regides conservadas de micro-organismos conhecidos.
Mesmo o gene SSU rRNA sendo conservado, pode apresentar diferencas,
principalmente tratando-se de amostras ambientais, nas quais a maioria dos micro-
organismos sao desconhecidos. Estes iniciadores, quando utilizados na amplificacédo
de um metagenoma, irdo apresentar afinidades maiores ou menores com 0S micro-
organismos que constituem uma comunidade (MORALES; HOLBEN, 2009). A cada
ciclo de amplificacdo, as sequéncias com maior afinidade serdo mais facilmente
amplificadas crescendo exponencialmente e se tornando mais representativas no
metagenoma. Em uma clonagem para o método Sanger ou em um sequenciamento
direto por pirossequenciamento, essas sequéncias serdo identificadas como

abundantes na comunidade, distorcendo a realidade.
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Essa distorcdo acarretada pelo método de amplificacdo por PCR pode ter
acontecido para o estudo piloto nos locais ndo contaminados, onde o filo Acidobacteria
foi encontrado em numero muito maior. A discordancia entre os dois métodos com
relacdo a abundancia percentual dos filos mais representados também pode ser reflexo
da introducao de erro pelo processo de PCR.

Os resultados do estudo piloto, em parte, concordaram com os resultados do
pirossequenciamento. Apesar de ndo ser o método mais adequado para quantificacéo,
0 método de sequenciamento por Sanger €, em nossa opinido, adequado para
identificagdo taxondmica qualitativa, uma vez que todos os filos mais representados
pelo método de sequenciamento classico foram confirmados pelo sequenciamento de

alta performance.
5.3 Aprofundamento e comparacéao da classificacdo taxonémica

A identificagé@o taxondmica dos procariotos foi realizada de maneiras diferentes
visando-se uma identificagdo mais apurada, relacionando os organismos encontrados
com o solo de onde provém. Para se verificar diferencas entre grupos presentes nos
solos, as sequéncias foram submetidas a trés tipos de identificacdo taxonémica.
Primeiro pela comparacao ao banco de dados de nucleotideos do NCBI, depois pela
comparacao de genes conservados e por Ultimo pela comparacdo com o banco de
dados do RDP. As trés abordagens foram realizadas pelo fato de que, apesar do gene
SSU rRNA ainda ser o mais utilizado para identificacéo taxonémica, outros métodos de
comparacdo vem se apresentando bastante confiaveis para a classificacdo. Eles
podem ser considerados uma alternativa para identificagdes mais complexas, como as
abordagens metagendmicas (LIU et al., 2011; VENTER et al., 2004).

Nosso objetivo era visualizar possiveis diferencas de classificacdo com relagéo
aos métodos empregados e identificar o melhor método para as analises utilizando-se
maiores estringéncias de selecéo de sequéncias.

Apesar de nosso método ndo envolver as tendéncias que podem surgir com a
técnica de PCR, as sequéncias com similaridade a sequéncias do banco de dados
ribossomais sdo sequéncias parciais de um gene ribossomal inteiro. Esse gene é
conhecido por suas regides variaveis e nao variaveis (PETROSINO et al., 2009), que
auxiliam na identificacdo. Porém, quando uma sequéncia parcial possui identidade com

sequéncias ribossomais do banco de dados e esta representa um fragmento de uma
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regido conservada, sua classificacdo muitas vezes € equivocada, alterando de forma
tanto qualitativa quanto quantitativa a identificagdo de uma estrutura microbiana.

O método de comparacdo por genes conservados se mostra mais solido na
identificacdo microbiana, pois utiliza ndo um, mas trinta e um genes conservados entre
todos os genomas bacterianos fechados do NCBI, mais sessenta genomas ainda nao
fechados (LIU et al., 2011). Estes genes sédo genes “housekeeping” conservados e com
valor taxonémico. Uma maior quantidade de genes para classificacdo taxonémica gera
uma maior acuracia e robustez na identificacdo de sequéncias quando comparada ao
método de classificagdo por SSU rRNA. No nosso caso, esse método resultou em um
namero maior de sequéncias que puderam ser identificadas.

O maior niumero de sequéncias utilizadas para a classificacdo taxonémica se
deu para o método de comparacdo com o banco de dados nr do NCBI. Pela natureza
do método de pirossequenciamento, fragmentos dos genomas dos micro-organismos
presentes no solo puderam ser anotados. Esse método permite rastrear, através da
sequéncia, organismos no banco de dados que possuem sequéncias similares, e assim
relacionar as sequéncias metagenbmicas aos organismos resultando em uma
identificacdo taxonoémica.

Dentre os trés métodos, a comparacao por BLASTN e o método de comparacgao
pelo programa MetaPhyler apresentaram resultados bem semelhantes. Tanto a
identificacdo de filos quanto as porcentagens encontradas dos filos em seus
metagenomas foram parecidas. O método de classificacdo pelo MG-RAST que utiliza
0 banco de dados de genes SSU rRNA foi o método destoante. A equivaléncia na
classificacdo entre os métodos MetaPhyler e BLASTN, e pela maior quantidade de
sequéncias que puderam ser identificadas, o método de comparacao por BLASTN foi

utilizado para construcdo da estrutura procariética dos metagenomas.
5.4 Identificacdo de subgrupos e comparacdo metagenémica

Para a comparacao entre metagenomas, foram os estudados os subgrupos dos
guatro filos mais representados.

Entre os filos encontrados, o filo Deinococcus-Thermus foi exclusivo do local
contaminado. Apesar de nao ser um filo expressivo em namero de sequéncias, ele

pode estar relacionado a contaminacao no local, ja que néo foi encontrado em nenhum
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outro local estudado e possui capacidade de degradacéo de anéis arométicos (PEREZ-
PANTOJA et al., 2010).

5.4.1 Filo Actinobacteria

Os subgrupos do filo Actinobacteria se mostraram relativamente mais
representados nos locais Cotia-Para e Perequé, com destaque para esse ultimo local,
onde se obteve a maior representatividade na maioria dos subgrupos identificados
(Figura 13). O local contaminado ndo apresentou nem diversidade nem abundancia
desse filo, apresentando uma maior quantidade de sequéncias para a familia
Mycobacteriaceae apenas. Esta familia possui um potencial metabdlico para
degradacdo de anéis aromaticos ja conhecidos (PEREZ-PANTOJA et al., 2010).
Membros desta familia possuem catecol dioxigenases, enzimas-chave na degradacao
de substancias aromaticas. Essa familia ainda tem capacidade de degradacédo de
substéancias poliaromaticas e foi encontrada em locais contaminados com BTEX (XIN;
WU; LIN, 2013). Esta capacidade de degradacdo de anéis aroméaticos pode ter
proporcionado uma vantagem adaptativa para essa familia quando o local sofreu a
contaminacgdo. As outras familias podem né&o ter suportado a contaminacéo do local e
sofrido forte queda em seus numeros, tanto que de algumas delas ndo foram
encontrados representantes no local contaminado, apesar de serem encontradas nos
locais ndo contaminados.

Apesar de estar em pequeno numero, a familia Micrococcineae também foi
encontrada exclusivamente no local contaminado. N&o existem relatos de que esta
familia tenha a capacidade de degradacéo de hidrocarbonetos aromaticos ou de que

ja tenha sido encontrada em locais contaminados.
5.4.2 Filos Acidobacteria e Firmicutes

O filo Acidobacteria € um filo abundante, encontrado em diversos ambientes
(LEE; KA; CHO, 2008; KIELAK et al., 2009). Até 2003, apenas trés espécies
representavam o filo (QUAISER et al., 2003), atualmente outras espécies foram
isoladas e identificadas (DEDYSH et al., 2012; KOCH et al., 2008). Contudo, este grupo
ainda é uma incognita, ja que muitas sequéncias sao agrupadas neste filo, porém, nédo
podem ser submetidas a uma melhor classificagdo. Em nosso trabalho, o filo

Acidobacteria se apresentou em segundo lugar em abundancia com representantes
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em todos os locais estudados. Todas as sequéncias identificadas deste filo foram
atribuidas aos géneros Acidobacterium, porém, a maioria das sequéncias do filo nédo
foram identificadas. Isto ocorreu porque grande numero dessas sequéncias nhao
identificadas foram relacionadas ao género Koribacter, que ainda ndo possui uma
posicdo taxondmica definida.

O filo Acidobacteria também € conhecido por habitar locais contaminados
(SMITH; KIRISITS; REIBLE, 2012) e existem indicios de que apresentam dioxigenases,
sendo capazes de degradar substancias aromaticas (PEREZ-PANTOJA et al., 2010).
A presenca do género Koribacter em maior nimero no local contaminado pode indicar
gue ele possui uma vantagem adaptativa, apesar de ndo haver relatos deste género
habitando solos contaminados com hidrocarbonetos aromaticos.

O filo Firmicutes apesar de ser mais abundante na amostra do local Perequé,
apresentou maior diversidade na amostra do local contaminado, com trés familias
exclusivas deste local. A presenca dessas familias exclusivas pode estar relacionada
a contaminacédo, ja que este filo € conhecido pela capacidade de degradacédo de
aromaticos (LI et al., 2012). A familia Clostridiaceae, a mais abundante no local
contaminado, ja foi identificada como um dos agentes de degradacéo aerdbia de BTEX
(ALFREIDER; VOGHT, 2007) e também de poliaroméaticos de forma anaerébia
(FOGHT, 2008). A ordem Bacillales, a mais abundante encontrada para o filo
Firmicutes, é conhecida pela atividade de degradacéo de anéis aromaticos e € munida
de catecol 2,3-dioxigenase (PEREZ-PANTOJA et al., 2010). Apesar desse filo estar em
menor abundancia no local contaminado do que no Perequé, a contaminacao parece
ter selecionado uma maior diversidade de espécies, principalmente as que conseguem
utilizar o contaminante como fonte de carbono.

Pouca foi a expressao deste filo para o local Cotia-Para, e as sequéncias que
puderam ser atribuidas a ele, ndo puderam ser classificadas em familias, pois néo

tiveram identidade suficiente.
5.4.3 Filo Proteobacteria

O filo Proteobacteria, conhecido por ser abundante e apresentar ampla
distribuicéo, foi o filo mais abundante nos locais estudados, como mostrado na Figura
12 (BRUCE et al., 2010; NAVARRO-NOYA et al., 2010; ROESCH et al., 2007; URICH

et al., 2008). Juntamente com o filo Acidobacteria, sédo os filos mais abundantes em
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diferentes metagenomas, e por muitas vezes se alternam como 0s mais representados.
Em locais contaminados com hidrocarbonetos arométicos, a presenca do filo
Proteobacteria € bastante comum (ALFREIDER; VOGHT, 2007; GENOVESE et al.,
2008). Isto se deve ao grande numero de espécies que possuem metabolismo de
degradacédo para estas substancias. Apesar de terem sido representados em todos 0s
locais estudados, diferencas com relacao aos subgrupos e suas abundancias relativas
foram encontradas. Para entender melhor essas diferencas, uma identificacdo mais
aprofundada para esse filo foi realizada, na qual se observou a quantidade de

sequéncias e subgrupos identificados com relagéo aos locais estudados.
5.4.3.1 Classe Alphaproteobacteria e familia Bradyrhizobiaceae

A classe Alphaproteobacteria foi a que se destacou no local Perequé (Figura 15)
em relacdo a quantidade de sequéncias encontradas. Existem relatos desta classe ser
encontrada em maior quantidade em solos de locais ndo contaminados e relativamente
preservados (BRUCE et al., 2010; URICH et al., 2008) e, em nosso trabalho, esta
observacdo foi confirmada. O local Cotia-Para, que ndo estava contaminado com
hidrocarbonetos, ndo apresentou diversidade e abundancia desse grupo, porém,
existem evidéncias que seréo explicadas mais a frente que podem estar relacionadas
a pobreza desta classe no local.

A familia Phyllobacteriaceae, que foi quase que totalmente constituida pelo
género Parvibaculum, se destacou no local contaminado e foi encontrada nos trés
locais analisados. A sua ocorréncia em solos € comum, 0 que pode explicar a presenca
deste género em todos os locais estudados, porém a maior quantidade em solo
contaminado pode ser explicada por uma vantagem adaptativa fornecida pela
contaminacdo. Nao ha indicios de que o género Parvibaculum esteja relacionado a
degradacdo de BTEX, porém, ele apresenta potencial de degradacdo de PCB
(MACEDO; TIMMIS; ABRAHAM, 2007), um composto aromatico. J& foi demonstrado
que alguns micro-organismos, como os do género Pseudomonas, podem degradar
diferentes composic¢des estruturais aromaticas (FRANKLIN et al., 1981; FURUKAWA,;
MIYAZAKI, 1986). Esta plasticidade na degradagdo de arométicos pode ter sido o
motivo da maior quantidade de sequéncias do género Parvibaculum no local

contaminado, insinuando uma atividade de degradacgao por esse grupo.
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Outra familia dentro da classe Alphaproteobacteria que se destacou foi a
Bradyrhizobiaceae. Além de ser encontrada nos trés locais estudados, sua abundancia
no local contaminado foi a maior entre todos os subgrupos estudados (Figura 15). Esta
familia mereceu atencédo especial e foi melhor identificada, chegando até géneros
(Figura 16).

A classificacdo em niveis mais especificos revelou que a maioria das sequéncias
desta familia foi identificada dentro do género Bradyrhizobium. Este género é
conhecido por habitar a regido de rizosfera do solo e esta vinculado a solos com
cobertura vegetal. S&o de vida livre, porém podem se associar a plantas,
principalmente a leguminosas, provocando o aparecimento de nodulos nas raizes
(DENARIE; DEBELLE; ROSENBERG, 1992), onde podem fixar nitrogénio.

Apesar de ndo ser comum o vinculo de Bradyrhizobium a solos contaminados,
bactérias desse género jA foram encontradas habitando locais contaminados por
hidrocarbonetos arométicos (CAVALCA; DELL'AMICO; ANDREONI, 2004). Este
género bacteriano nunca foi atribuido a degradacédo de hidrocarbonetos diretamente,
porém ja foi demonstrada sua capacidade de degradacdo do catecol (HUSSAIN;
TEWFIK; HANDI, 1974), um intermediario da degradacdo do BTEX e de outros
hidrocarbonetos aromaticos e também ja foi confirmada a presenca do gene que
codifica para a benzeno/tolueno monoxigenase (PEREZ-PANTOJA et al.,, 2010),
enzima relacionada a degracédo de benzeno e tolueno. Cavalca e colaboradores (2004)
ainda apresentaram a hipétese de que a transferéncia lateral de genes de degradacao,
possibilitou a presenga dos micro-organismos desse género em locais contaminados.
Foi realizado um teste de crescimento em meio contaminado com resultado positivo,
porém nao foi realizado um estudo de degradacdo mais aprofundado utilizando-se o
género.

Posteriormente, em novo estudo de levantamento de micro-organismos em
locais contaminados, foi relatada novamente a presenca deste género bacteriano
(SINGLETON et al., 2012). Este ultimo relato foi bastante, interessante pois mostra a
evolucdo da estrutura de micro-organismos em uma coluna de degradacéo de
hidrocarbonetos aromaticos. Juntamente com o aumento dos micro-organismos que
sao capazes de realizar a degradacéo, notou-se um aumento da quantidade de micro-
organismos classificados como Bradyrhizobium. Este experimento mostra que o

ambiente contaminado, de alguma forma foi propicio ao desenvolvimento do grupo,
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porém esse crescimento ndo foi atribuido & utilizagdo do contaminante como fonte de
energia nem foi insinuada uma possivel degradacédo pelo género.

Em nosso trabalho, das sequéncias analisadas as que apresentaram maior
identidade com o banco de dados foram as do género Bradyrhizobium, o que da
confiabilidade a classificacdo proposta. Isto significa que mesmo aumentando-se a
estringéncia das classificacdes, este género continuou com uma abundéancia muito alta.
Como tentativa de relacionar a presenca do género Bradyrhizobium no local
contaminado, foram buscados dominios de degradacdo de compostos aromaticos nos
genomas fechados deste género depositados no NCBI. Nossa busca encontrou quatro
dos seis dominios neste género (Figura 23). Os relatos da literatura e nossas
observacdes de quantidade de sequéncias e dominios de degradacao encontrados nos
levaram a realizar testes de crescimento e degradacéo de substancias aromaticas para
0 género Bradyrhizobium.

Dentro da familia Bradyrhizobiaceae ainda, outro género de destaque foi o
Rhodopseudomonas. Esse género possui potencial de degradacdo de anéis
aromaticos, porém de forma anaerdbia (GERISCHER, 2002). A maior quantidade de
sequéncias pertencentes a esse género pode indicar uma vantagem adaptativa ao local
contaminado, e mesmo a poucos centimetros de profundidade podem existir condi¢cbes

para sustentar metabolismos anaerébios.
5.4.3.2 Classe Gammaproteobacteria e familia Enterobacteriaceae

A classe Gammaproteobacteria foi uma das mais representadas no geral (Figura
15). As familias Methylococcaceae e Chromatiaceae foram encontradas apenas no
local contaminado e ja foi comprovada sua capacidade de degradacao de aromaticos.
A familia Methylococcaceae possui micro-organismos munidos de monoxigenases nao
especificas, ou seja, podem utilizar uma diversidade de substratos para o metabolismo,
entre os quais estdo incluidos o BTEX (SHUKLA; UPADHYAY; DUBEY, 2012). Ja a
familia Chromatiaceae ndo é conhecida por se mostrar presente em locais
contaminados, porém possui um gene para degradacdo de homogentisato (PEREZ-
PANTOJA et al., 2010), intermediério da degradacéo de estireno que também € uma
substancia aromatica.

As familias Pseudomonadaceae e Xanthomonadaceae foram encontradas no

local contaminado e em Cotia-Para. A familia Pseudomonadaceae ja € conhecida por
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ser um grupo que promove biorremediagao de locais contaminados com compostos
organicos. Ja a familia Xanthomonadaceae nédo possui relatos de atividades de
degradacdo de anéis aromaticos especificamente.

Além de ser conhecido por degradacédo de aromaticos, o género Pseudomonas
da familia Pseudomonadaceae também possui espécies conhecidas por serem
patogénicas para seres humanos, como Pseudomonas aeruginosa (STOVER et al.,
2000). A familia Xanthomonadaceae também possui membros que podem ser
patogénicos (MANFREDI et al., 1998).

Um dos grupos mais representados no nosso estudo foi a familia
Enterobacteriaceae, encontrada s6 na amostra do local Cotia-Para. Esse grupo ndo so
se mostrou exclusivo como foi o mais abundante deste local. Foram identificados para
esta familia os géneros Escherichia, Salmonella e Klebsiella (Figura 16), todos
conhecidos por causarem doencas em seres humanos (SACK, 1975; GLYNN et al.,
1998; SHON; BAJWA; RUSSO, 2013). Estes organismos sao conhecidos por serem
oportunistas e por causarem infeccdes em pacientes com imunidade comprometida
como pessoas com HIV, diabéticas ou em recuperacao de cirurgia, causando infec¢des
hospitalares. Apesar de estarem relacionados a ambientes hospitalares e residuos em
sistemas de coleta e armazenamento de esgoto, existem relatos de presencga de micro-
organismos da familia Enterobacteriaceae em solos (BERG; EBERL; HARTMANN,
2005) e até mesmo associados a plantas (HOLDEN; PRITCHARD; TOTH, 2009).
Esses resultados juntamente com o fato de o local de coleta, apesar de ser localizado
dentro de um pargue ecoldgico, estar a aproximadamente 300 metros de distancia de
uma ocupacao imobiliaria de casas simples e aparentemente sem estrutura de
saneamento basico adequado (Figura 27), nos levaram a hip6tese de contaminacao do

solo por residuos residenciais.
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Figura 27 — Imagem dos arredores do local Cotia-Para

Local de
Coleta

Imagery ©2013 TerraMetrics, Map data 2013 Google, Inav/Geosistemas SRL.
Imagem aérea do local Cotia-Para mostrando o ponto de coleta e a ocupagcdo com habitacdes nos
arredores.

Possiveis falhas na coleta de esgoto e captacdes irregulares podem recorrer em
vazamentos que atingem o solo podendo se espalhar pela area. O local coletado pode
estar dentro dos limites de um vazamento, o que pode modificar a estrutura microbiana
encontrada no local. Essa hipétese é apoiada pelo grande numero de micro-
organismos da familia Enterobacteriaceae encontrado e pela exclusividade desta
familia no local. Dois aspectos importantes podem se desenvolver nessa
contaminacgdo. O primeiro € o maior contato com micro-organismos patogénicos que
podem causar infec¢cdes na populacdo e aumentar o numero de casos de doengas,
causando epidemias. O segundo, de carater mais grave, é a modificacdo genética
desses micro-organismos.

Como ja citado por Berg e colaboradores (2005) e Holden e colaboradores
(2009), estes organismos patogénicos, que possuem a capacidade de sobreviver em
diferentes meio ambientes, entram em contato com outros organismos, podendo trocar
material genético. O maior problema dessa modificacdo € a aquisicédo de resisténcias
a antibidticos. Este fato vem acontecendo com o género Klebsiella, como citado em

estudos testando aquisi¢cdo de resisténcias (KNOTHE et al., 1983), aparecimento de
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espécies com resisténcias a antibidticos outrora utilizados e funcionais (PATTERSON
et al., 2000) e até mesmo modifica¢des fisiolégicas (SHON; BAJWA; RUSSO, 2013).
Se 0 meio ambiente pode proporcionar um compartiihamento de material genético
entre diferentes micro-organismos, o local estudado pode ser considerado um
‘laboratorio a céu aberto”. A diversidade e abundéncia de micro-organismos
patogénicos, a presenca de outros organismos, o fato do ambiente proporcionar uma
troca de material genético e a proximidade com seres humanos formam o cenario
perfeito para o aparecimento de cepas patogénicas resistentes. Isto pode levar ao

surgimento e alastramento de infec¢ces que podem se tornar extremamente perigosas.
5.4.3.3 Classes Betaproteobacteria e Deltaproteobacteria

De modo geral, essas duas classes foram bastante expressivas no local
contaminado (Figura 15) e a ocorréncia de muitos grupos exclusivos pode estar
vinculada a contaminacéo do local.

Dentro da classe Deltaproteobacteria, as familias Desulfovibrionaceae
(ALFREIDER; VOGHT, 2007), Geobacteraceae (BOTTON et al., 2007),
Myxococcaceae (ACOSTA-GONZALEZ; ROSSELLO-MORA; MARQUES, 2013) e
Syntrophobacteraceae (ALFREIDER; VOGT, 2012) foram exclusivas ou bastante
abundantes no local contaminado. Existem relatos do vinculo dessas familias a
degradacdo de substancias aromaticas. Essas bactérias podem néo degradar
diretamente as substancias arométicas, como é o caso do género Geobacter, porém,
possuem recursos genéticos que permitem utilizar produtos de outros micro-
organismos que processam diretamente substancias aromaticas. Elas aparentemente
formam consércios, o0 que promove e otimiza uma degradagcdo mais completa.

Pertencente a familia Syntrophobacteraceae, o género Syntrophobacter
identificado em nosso estudo foi relacionado a degradacao anaerébia de substancias
aromaticas. Isso € mais uma evidéncia da presenca de metabolismo de degradacao
anaerobia no local contaminado apesar da coleta ter sido realizada a aproximadamente
vinte centimetros de profundidade.

A familia Polyangiaceae foi mais abundante dos locais Cotia-Para e Perequé. A
presenca dessa familia em diversos solos foi observada, porém a maior abundancia se

deu em locais florestados (SHANGE et al., 2012), o que foi apoiado pelas observacoes
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feitas no nosso trabalho, uma vez que as areas em que observamos maior abundancia
dessa familia também sdo areas com cobertura vegetal intensa.

A classe Betaproteobacteria, do mesmo modo que a Deltaproteobacteria,
mostrou diversidade e abundancia no local contaminado (Figura 15). Todas as familias
encontradas dentro da ordem Burkholderiales, da qual faz parte o género Burkholderia,
ja bastante conhecido por sua atividade comprovada de degradacdo de BTEX
(SHIELDS et al., 1995), ja foram encontradas em locais contaminados com BTEX
(SUN; CUPPLES, 2012). Esse género ndo apenas se encontra em locais
contaminados. Aparentemente ele esta presente em diversos tipos de solos, incluindo
cultivaveis (SALLES; VAN VEEN; VAN ELSAS, 2004) o que pode explicar a
abundancia encontrada no Perequé.

As familias Hydrogenophilaceae (LARENTIS; HOERMANN; LUEDERS, 2012),
Neisseriaceae e Rhodocyclaceae foram encontradas em locais contaminados
(TANCSICS et al., 2012). Apesar de sua funcdo de degradagao nao estar comprovada,
elas estdo associadas a comunidades microbianas que sdo encontradas em locais
contaminados e que promovem degradacdo de substancias aromaticas. Isto,
novamente, pode indicar a presenca dessas familias em consércios que promovem a
degradacdo. Apesar de ndo serem vinculadas diretamente a degradacdo, essas
familias podem estar participando indiretamente, captando produtos de diferentes

micro-organismos responsaveis pela manipulacao direta do contaminante.
5.5 Identificacdo metabdlica de degradacédo de benzeno e tolueno

Em nosso projeto, um dos objetivos era a identificagcdo de genes das vias
metabdlicas de degradacao de BTEX. Como nem todas as substancias do grupo BTEX
foram encontradas no ambiente contaminado, foram estudados os metabolismos de
degradacdo de xilenos e tolueno, os dois contaminantes encontrados. O estudo foi
baseado no metabolismo de degradacdo do KEGG e foram identificadas sequéncias
com similaridade aos genes da via metabdlica.

Segundo nosso estudo, todos o0s locais apresentaram genes das vias
metabdlicas (Figura 17), e, teoricamente, todos os locais poderiam ser capazes de lidar
com os contaminantes estudados. Pelo mapa metabdlico geral, grandes diferencas
entre os locais estudados néo puderam ser identificadas. O inicio das vias metabolicas

pelos mapas do KEGG nao se mostra muito definido e genes responsaveis pelo
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processamento inicial dos aromaticos ainda ndo estao atribuidos. Este € um passo
metabdlico importante para a identificacdo da atividade de degradacdo, uma vez que
no inicio das vias estdo posicionadas as oxigenases, enzimas responsaveis pela
modificacdo e abertura de anéis aromaticos (HENDRICKX et al.,, 2006). As
observacdes feitas pelo mapa metabdlico geral ndo foram muito conclusivas e, pelos
resultados alcancados, uma comparacéo mais aprofundada foi realizada com o intuito
de identificar possiveis diferencas de potencial de degradacdo entre os locais
estudados.

O aprofundamento do estudo dos primeiros passos de degradacado dos
contaminantes se deu pela identificacdo de operons de degradacéo, recuperacéo das
sequéncias nucleotidicas e comparacdo nos metagenomas. Por esta comparacao
pudemos diferenciar o potencial de degradacdo dos diferentes locais. Foi observada
uma maior diversidade de operons de degradacdo para o local contaminado (Figura
18) e foram identificados diferentes caminhos metabdlicos que os contaminantes
podem seguir até sua degradacédo, o que esta vinculado diretamente a diversidade de
micro-organismos capazes de degradar anéis aromaticos. Isto pode indicar uma
selecdo de micro-organismos que aconteceu no local devido a contaminagédo e que
possui a capacidade de degradacao do contaminante.

Podemos identificar operons de degradacdo nos locais ndo contaminados
também. Isto pode estar relacionado ao potencial metabodlico de degradacéo de anéis
aromaticos em locais ndo expostos a contaminantes, como ja reportado em outros
estudos (MACEDO; TIMMIS; ABRAHAM, 2007; XIE et al., 2011). Foi notada também
uma diferenca no nimero de sequéncias identificadas para os operons de degradacao.
O local Perequé apresentou apenas trés sequéncias relacionadas aos operons,
namero bem baixo se comparado aos locais contaminado e Cotia-Par4, com 53 e 56
sequéncias respectivamente. O local Perequé ndo possui contato direto com
contaminantes, ndo havendo uma selecdo de micro-organismos como no local
contaminado. Com a contaminacdo, pode ter ocorrido uma selecdo dos micro-
organismos capacitados a degradacgéo, e essa vantagem adaptativa pode ter levado a
um aumento populacional, resultando em um maior numero de sequéncias
relacionadas a degradacdo. No local Cotia-Para, foi encontrado um numero ainda
maior de sequéncias relacionadas a operons de degradacdo, porém, com baixa
diversidade. O operon que se apresentou mais abundante continha os genes xylA e

xylM, genes de degradacdao de xilenos. Estes genes fazem parte de um operon
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encontrado no plasmideo pWWO, primeiramente identificado em Pseudomonas putida
(FRANKLIN et al., 1981). Este plasmideo pode ser passado para outros organismos
por conjugacdo em solos se espalhando pelo local (RAMOS-GONZALEZ; DUQUE;
RAMOS, 1991). Nesse local principalmente foi encontrada uma grande quantidade de
micro-organismos dos géneros Klebsiella, Salmonella e Escherichia, géneros
conhecidos por realizarem conjugacdo e carregarem plasmidios (AHMER; TRAN;
HEFFRON, 1999; SANDEGREN et al., 2012). Juntando-se neste cenario o histérico do
municipio de Cubatdo com poluentes contendo anéis aromaticos, pode-se sugerir que
0s genes de degradacdo xylA e xylM, assim como seu operon estejam espalhados
pelos procariotos da regido, presentes em diferentes espécies bacterianas que habitam
o local e que possuem capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos.
Outro fato que corrobora esta hipétese € a presenca de grande numero de sequéncias
relacionadas ao plasmideo pWWO no local contaminado também, onde cerca de 34%
das sequéncias identificadas apresentaram identidade com esse plasmideo. Neste
local existe historico de contaminacéo e foi encontrado vestigios de contaminacéo na
ocasido da coleta. Apesar de néo ter sido identificada a presenca de bactérias dos
géneros encontrados no local Cotia-Para, foi encontrado um numero bastante
expressivo de sequéncias provindas do género Bradyrhizobium. Este género, apesar
de ndo estar relacionado a degradacao diretamente, como ja citado, ja foi relatado
integrando consorcios microbianos de degradacdo de substancias arométicas.
Também ja foi verificado que micro-organismos do género Bradyrhizobium séo
capazes de adquirir o plasmideo pWWO, porém ndo se mostraram bons exemplos de
aguisicdo da capacidade de degradacao devido a modificacdes estruturais ocorridas
ao plasmideo dentro das bactérias (HOLLOWELLA et al.,, 1999). Apesar desta
adversidade, o género Bradyrhizobium se mostrou apto a aquisicao de plasmideos do
ambiente. Esta capacidade de aquisicdo de plasmideos pode sugerir que em nosso
estudo este género encontrado no local contaminado pode estar munido de um
plasmideo, aparentemente o plasmideo pWWO e pode estar utilizando o operon de
degradacdo para sobrevivéncia no local. Isto traria uma vantagem adaptativa, refletindo
diretamente em uma maior abundancia. Pelas nossas observacdes, ndo podemos
afirmar que o micro-organismo em questdo seja do género Bradyrhizobium, mas os
altos niveis de estringéncia utilizados para as comparacdes sugerem uma grande

proximidade ao género.
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Para continuidade da identificagdo das capacidades de degradacéo dos solos
estudados, foi realizado um experimento de dominios conservados entre 0s operons
de degradacéo, e estes dominios foram identificados nos metagenomas.

Os micro-organismos que comprovadamente conseguem degradar BTEX foram
identificados dentro do banco de dados do Bionemo, assim como seus operons, 0S
quais foram utilizados para aprofundamento dos passos metabdlicos iniciais das vias
de degradacéao. Através de uma representacao grafica dos operons de degradacao de
BTEX (Figura 19), pudemos identificar dominios conservados comuns entre esses
operons. Estes dominios, identificados a partir do banco de dados do PFAM, sdo
regibes funcionais, conservadas, presentes em diferentes proteinas que exercem
funcdes semelhantes. Uma busca desses dominios nhos metagenomas nos forneceria
um valor quantitativo para que o potencial de degradacédo de BTEX dos metagenomas
fosse avaliado. Esta comparacgéo ainda adicionaria um carater inovador, ja que o modo
como foram comparados, por HMMs, é baseado em uma comparacao probabilistica.
Esta comparacado néo utiliza palavras somente como uma comparacao por BLAST, ela
leva em consideracdo a probabilidade de se encontrar os aminoacidos em
determinadas posicfes, 0 que possibilita a identificacdo de dominios funcionais em
sequéncias desconhecidas dos bancos de dados.

O resultado de nossa analise identificou uma quantidade maior de sequéncias
com similaridade aos dominios conservados no local contaminado, confirmando as
observacdes feitas anteriormente. O avanco se deu na quantidade de sequéncias
identificadas que foram identificadas revelando uma quantidade trés vezes maior para
o local contaminado do que para o local Cotia-Para, o segundo em numero absoluto de
sequéncias. Os dois dominios mais representados foram as hidroxilases de anel
subunidades alfa e beta que sdo conhecidas por degradar diversos tipos de
substancias apresentando anéis aromaticos (GIBSON; PARALES, 2000) e que
poderiam também degradar xilenos e tolueno, os dois compostos aromaticos que foram
encontrados no local. A maior abundancia desses dominios indica uma comunidade
procariética adaptada & contaminagéo e possivel capacidade de biorremediacao.

Para embasar nossas analises, o método de identificacdo da capacidade de
degradacédo de anéis aromaticos pelos dominios conservados foi aplicado a outros
guatro metagenomas depositados no banco de dados do NCBI. Nossos resultados
indicaram potencial de degradacéo em todos os metagenomas exceto o metagenoma

VCU. Este metagenoma contém material genético de comunidade microbiana muito
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especifica que habita o sistema genital feminino e, por isso, ndo estad habituada a
contato com substancias aromaticas. A auséncia de dominios conservados verificado
em nosso estudo para esse metagenoma mostrou que nosso meétodo pode identificar
dominios conservados que realmente atuam somente na degradacdo de anéis
aromaticos, funcionando como um controle da sensibilidade do método.

O metagenoma gelo apresentou a menor abundéncia de dominios conservados
de degradacdo. Este metagenoma é originario de comunidade microbiana de uma
geleira da qual ndo existem relatos de qualquer contaminacgéo no local. A identificacéo
de dominios conservados neste metagenoma indicam um potencial de degradacao
intrinseco como ja citado anteriormente. O potencial de degradacéo ja foi reportado
para solos congelados. Algumas espécies bacterianas resistentes e capazes de
catabolizar anéis aromaticos conseguem sobreviver e degradar o contaminante quando
ocorre uma contaminacao (VAZQUEZ et al., 2009).

Para o metagenoma refinaria, a quantidade de sequéncias relacionadas a
degradacdo de anéis aromaticos foi menor do que as encontradas para solo. Por se
tratar de um ambiente conhecidamente contaminado, nossa expectativa seria uma
maior abundancia relativa dessas sequéncias para esse metagenoma. Porém, este
metagenoma foi originado de efluentes contaminados de uma refinaria de petroleo e o
ambiente aquatico pode diminuir a disponibilidade de oxigénio inibindo a capacidade
de degradacéo aerdbia de anéis aromaticos. Sem oxigénio suficiente, a quantidade de
dominios conservados de degradacao poderia ser reduzida pois poucos procariotos
com capacidade de degradacédo estariam ativos. Mesmo com uma abundéancia menor,
a maior diversidade de dominios conservados foi identificada para este metagenoma.
Grande quantidade de compostos fendlicos foi encontrada no ambiente do
metagenoma estudado (SILVA et al., 2012). A diversidade de compostos encontrada
esta diretamente relacionada a diversidade de dominios de degradacdo encontrados,
ja que diferentes procariotos poderiam estar degradando diferentes compostos.

Foram encontrados também dominios de degradacéo para os solos Cotia-Para,
Perequé e para o metagenoma Waseca apesar desses solos ndo estarem
contaminados. Novamente foi encontrado um potencial de degradacao intrinseco para
esses solos através do estudo de dominios conservados de degradacdo de anéis
aromaticos. Embora ndo saibamos classificar a quantidade encontrada como alta ou
baixa por falta de comparacao na literatura, sabemos que os locais estudados neste

trabalho se localizam proximos a areas contaminadas e focos de contaminagao.
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Indiretamente poderia ocorrer o contato de contaminantes com os solos estudados
influenciando na composicao de micro-organismos dos locais através de maior numero
de procariotos com capacidade de catabolismo de anéis aromaticos. Os metagenomas
dos locais Perequé e Cotia-Para apresentaram abundancias bastante proximas ao
metagenoma Waseca. Este por se tratar de um solo destinado a agricultura, a
probabilidade de contaminacdo com hidrocarbonetos aromaticos € baixa, e comparado
aos solos Perequé e Cotia-Para indicaria uma baixa capacidade de degradacéo
intrinseca encontrada nesses ultimos. Porém, os solos agraveis sdo por muitas vezes
afetados com defensivos agricolas que possuem em suas composicdes aneéis
aromaticos que podem ser biodegradados (MEGADI et al., 2010). Este contato faria
com que a abundancia de procariotos capazes de catabolizar anéis aromaticos
aumentasse influenciando na abundancia de dominios conservados de degradacéao.

As sequéncias dos metagenomas que apresentaram similaridade com dominios
conservados de degradacdo de hidrocarbonetos arométicos foram comparadas ao
banco de dados do NCBI. Esta comparacdo teve como objetivo a identificacdo
taxonébmica das sequéncias. Com a identificacdo, uma estrutura microbiana de
degradacdo de anéis aromaticos poderia ser construida. Esta comparacao indicaria 0s
géneros com potencial de degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos do local.

Como demonstrado pela identificacdo de dominios conservados, o local
contaminado se destacou em abundancia e diversidade de géneros microbianos
relacionados a degradacao de anéis aromaticos (Figura 21). De forma geral, o potencial
de degradacao dos locais Perequé e Cotia-Para ficou em nds mais basais. Estes nos
agruparam sequéncias que ndo apresentaram similaridade suficiente a nenhum dos
genomas microbianos do banco de dados para que fossem alocadas de forma mais
definida na arvore. Isto indica que o potencial de degradacao identificado para estes
dois locais provém de micro-organismos desconhecidos ou de sequéncias com
similaridade a dominios conservados, que podem estar presentes em genomas de
organismos conhecidos, porém com mutac¢fes que impede uma classificacdo mais
precisa. O n6 No Hits reuniu sequéncias que possuem dominios de degradacéo de
anéis aromaticos, pois nado possuiram similaridade a nenhum dos genomas
depositados no banco. Esse grupo indica a presenca de organismos completamente
desconhecidos que habitam os locais estudados, e com potencial de degradagao de

anéis aromaticos.
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Dentro dos géneros identificados, muitos deles ja sdo conhecidos por
degradarem substancias arométicas, e nosso método foi sensivel para identifica-los
nos locais estudados. Outros géneros, também encontrados em nosso estudo, ja foram
reportados habitando locais contaminados ou se desenvolvendo em comunidades

enriquecidas que promovem a degradacao (Tabela 10).



Tabela 10 - Identificacdo da atividade de

estudo metagendmico
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degradacédo de géneros encontrados no

Género Atividade 96 Referéncia
degradacéao
Gordonia Comprovada (ARENSKOTTER; BROKER;
STEINBUCHEL, 2004)
Mycobacterium Comprovada (XIN; WU; LIN, 2013)
Rhodococcus Comprovada (TANCSICS et al., 2008)
Frankia Potencial (YERGEAU et al., 2012)
Geodermatophillus Potencial (EL AZHARI; BRU; MARTIN-LAURENT,
2008)
Roseiflexus
Koribacter
Bradyrhizobium Potencial (SINGLETON et al., 2012)
Rhodopseudomonas | Comprovada (GERISCHER, 2002)
Methylobacterium Potencial (KAO et al., 2008)
Parvibaculum Potencial (MACEDO; TIMMIS; ABRAHAM, 2007)
Sphingomonas Comprovada (ZYLSTRA,; KIM, 1997)
Bordetella Potencial (ERIKSSON et al., 2003)
Burkholderia Comprovada (SHIELDS et al., 1995)
Cupriavidus Comprovada (FISCHER et al., 2008)
Verminephrobacter
Thauera Comprovada (SHINODA et al., 2004)
Klebsiella Comprovada (CHAMKHA et al., 2011)
Acinetobacter Potencial (MAZZEO et al., 2010)
Pseudomonas Comprovada (FRANKLIN et al., 1981)

A tabela mostra os géneros encontrados nos metagenomas estudados que foram identificados como
potenciais degradadores de substéncias arométicas. A coluna Atividade de degradacéo indica se o
género possui a atividade de degradacéo comprovada (identificado como Comprovada) ou se apenas
foi encontrado em comunidades responsaveis por degradacdo (identificado como Potencial). A
presenca de um trago nesta coluna representa que o género em questdo ndo possui informacdes
relacionadas a degradacao de substancias aromaticas.
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Trés géneros encontrados em nosso estudo nao foram relacionados a henhum
tipo de degradacao de substancias aromaticas. Esses géneros, Roseiflexus, Koribacter
e Verminephrobacter, apresentaram dominios conservados de degradacédo e, pelas
nossas observacdes, possuem potencial de degradacéo.

Para visualizacdo da distribuicdo das sequéncias nos dominios conservados e
verificacdo de tendéncias neste método desenvolvido, as sequéncias foram alinhadas
aos seus respectivos dominios. A busca nesta analise seria por regides dos dominios
gue acumulassem maior quantidade de sequéncias o que indicaria uma tendéncia tanto
por origem de sequenciamento quanto pela representatividade no metagenoma. A
analise mostrou uma distribuicdo aleatodria das sequéncias relacionadas aos dominios
conservados ndo sendo possivel a percepcdo de regibes mais representadas. Este
resultado indica que realmente existiu uma aleatoriedade na amostra, descartando
duplicacbes causadas pelo sequenciamento. Isto aponta uma melhor
representatividade do cenério real, o que confere maior credibilidade as anélises.

As sequéncias, apesar de apresentarem similaridade aos dominios
conservados, quando comparadas entre si, ndo apresentam homologia. Isto
impossibilita um alinhamento multiplo de sequéncias e maiores comparacdes. Do
mesmo jeito que elas nao apresentam homologia entre si, muitas delas nao
apresentam qualquer relacao de identidade quando comparadas aos bancos de dados.
Estas sequéncias representam 76%, 65% e 83% das sequéncias que apresentaram
similaridade com os dominios conservados para os locais contaminado, Cotia-Para e
Perequé, respectivamente. Isto indica que as sequéncias podem ter origem em
organismos completamente desconhecidos, mas por terem relacdes a dominios
conservados apresentam enorme potencial de degradacéo de anéis aromaticos. Este
método de analise desenvolvido aqui neste trabalho se mostrou uma poderosa
ferramenta para verificacdo do potencial de degradacdo de anéis aromaticos in situ,

podendo ser adaptado a outros metabolismos de interesse.
5.6 Degradacéo de substancias aromaticas por Bradyrhizobium

Tentativas de isolamento de bactérias do local contaminado foram realizadas,
porém sem sucesso, portanto, ndo pudemos isolar e realizar os estudos de degradacéo
de anéis aromaticos com a cepa do género Bradyrhizobium que foi encontrada pelo

sequenciamento no local contaminado. Por isso, os testes de crescimento e
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degradacdo de xilenos e tolueno foram realizados com a cepa Bradyrhizobium
japonicum SEMIA 566. Esta cepa foi largamente utilizada no Brasil para fins de
inoculacdo em plantacbes de soja entre 1966 e 1978 (BODDEY; HUNGRIA, 1997).
Pelo fato desta cepa ndo possuir o genoma depositado no banco de dados do
GenBank, uma busca de genes conservados de degradacdo de anéis aromaticos
através de comparacdes gendmicas nédo foi possivel. Comparagdes moleculares entre
quatro genomas do género Bradyrhizobium foram realizadas in silico e mostraram que
o dominio tolueno-4-monoxigenase, dominio que se apresentou mais abundante no
local contaminado, estava presente de forma conservada nos quatro genomas
estudados. Para verificar a presenca deste dominio em nossa cepa de estudo, um par
de iniciadores foi desenvolvido. A presenca do dominio foi identificada, o que nos
confirmou a semelhanca genética com as cepas depositadas nos bancos de dados e
nos respaldou no desenvolvimento do experimento de degradagdo de xilenos e
tolueno.

Os testes de degradacdo revelaram uma tolerancia da cepa SEMIA 566 a
xilenos. Pelo grafico de crescimento (Figura 25), podemos ver um aumento da DO com
relacdo ao tempo no meio de cultura complementada com manitol, significando um
aumento no nimero de células deste experimento. Apesar do aumento do nimero de
células, o micro-organismo nao utilizou o contaminante como fonte de carbono (Figura
26), o que indica somente o consumo de manitol para o crescimento, ndo mostrando
nenhum indicio da capacidade metabdlica em utilizar xilenos como fonte de energia.
Essa afirmacéo pode ser verificada pelo comportamento do crescimento da cepa em
meio com xilenos e ndo complementado com manitol em que a curva ficou bastante
préxima ao controle negativo de crescimento.

Para o experimento envolvendo tolueno, ndo foi notado nenhum crescimento
tanto em meio complementado quanto em nado complementado com manitol. Pelos
nossos resultados, a cepa é mais sensivel a tolueno, ndo conseguindo crescer na
presenca dessa substancia aromatica nessas concentracoes.

As concentragOes utilizadas para nossos experimentos foram bastante altas e
ndo sado encontradas facilmente em ambientes contaminados. A concentracao
calculada de 1000 ppm utilizada também esta bastante acima da solubilidade em agua
para xilenos e tolueno, que € de aproximadamente 500 ppm e 200 ppm
respectivamente. Estas concentra¢gfes foram utilizadas pelo fato da alta volatilidade

dos contaminantes e pela facilidade de escape em sistemas fechados. Nosso objetivo
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foi garantir sempre a maxima concentragdo de contaminante no meio que em caso de
degradacgédo pudesse ser facilmente capturado e, se existisse algum escape, que a
concentracdo dentro do sistema ainda fosse grande o bastante para garantir o contato
do micro-organismo com o contaminante. Por um lado, esta alta concentracao reitera
a capacidade de sobrevivéncia de Bradyrhizobium na presenca de xilenos, explicando
em parte a grande presenca deste micro-organismo no local contaminado. Por outro,
pode ter suprimido a capacidade de sobrevivéncia do micro-organismo a
concentracfes menores de tolueno e mesmo utilizar estes contaminantes como fonte
de carbono, ja que o dominio conservado encontrado em nossa cepa foi um dominio
para degradacéo de tolueno.

O dominio tolueno-4-monoxigenase, de acordo com o levantamento feito (Figura
18), faz parte de operons de degradacdo de diferentes substancias aromaticas, e a
presenca deste dominio no genoma de Bradyrhizobium pode estar ligado a um operon.
A presenca de um numero minimo de genes contendo diferentes dominios
conservados é necessaria para que o organismo tenha a capacidade de degradacao
de tolueno (YEN et al., 1991). Nossa cepa escolhida, apesar de apresentar o dominio
tolueno-4-monoxigenase, pode ndo apresentar o operon completo ou pelo menos
funcional, o que explicaria a falta de capacidade de uso de tolueno como fonte de
carbono. Caso este operon estivesse completo e funcional, pelas concentracdes
utilizadas em nossos experimentos, a atividade de degradacgéo pode ter sido suprimida
pela toxicidade de tolueno resultando na morte das células.

N&o ha relato na literatura sobre o crescimento de Bradyrhizobium na presenca
de xilenos e tolueno nem sobre 0 uso dessas substancias como fontes de carbono. O
gue ja foi relatado é a tolerancia desse género a locais contaminados com uma possivel
funcdo no consorcio de degradacdo, como jA mencionado anteriormente neste
trabalho. Esta tolerancia foi identificada pelos nossos experimentos para xilenos, que
também demonstrou a falta de capacidade catabdlica desse género no processamento
direto dos contaminantes. Os resultados indicam que a presenca e 0 sucesso deste
género em locais contaminados com BTEX podem néo estar relacionados ao
processamento direto dos contaminantes, mas sim a outros fatores e funcdes que este
género possa ter no consoércio. Para comprovar nossos resultados, novos
experimentos de degradacéo devem ser feitos utilizando-se variagdes de concentracao

de contaminantes para se verificar o nivel critico de toxicidade e deste modo utilizar
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concentracbes menores a fim de se verificar mais precisamente a capacidade de

degradacé&o de tolueno e xilenos.
5.7 Consideracdes finais da discusséo

Todos os resultados usados para a identificacdo taxonémica e metabdlica foram
baseados em sequenciamento de DNA diretamente do solo. Esta técnica de andlise
metagendmica ndo apresenta erros gerados por PCR nem depende de iniciadores, que
podem gerar uma pré-selecdo na identificacdo da diversidade procaribtica, causada
pela afinidade dos iniciadores. Os resultados apresentados refletem de forma mais fiel
a quantidade de micro-organismos e genes identificados e se mostram uma forma mais
apropriada para o estudo de abundéncia de comunidades microbianas. Nossas
comparacdes foram realizadas tendo como base os bancos de dados disponiveis,
como NCBI, KEGG, Uniprot e Bionemo. Estes bancos de dados estdo baseados em
micro-organismos conhecidos, e, por iSso, muitas sequéncias metagendmicas nao
puderam ser identificadas. Isto evidencia a grande biodiversidade de micro-organismos
de solo, inclusive no local contaminado, porém nos estudos metagendémicos, todas as
abordagens estdo baseadas em bancos de dados, o que limita a identificacdo de novas
espécies, e apenas com o0 aumento das informacdes dos bancos de dados uma melhor
interpretacéo pode ser feita. Mesmo com essas limitacdes, as comparacdes puderam
ser realizadas e mostraram que o método de sequenciamento direto de DNA € uma
técnica adequada para comparacfes de comunidades microbianas ambientais.

No local contaminado foram encontradas 375 sequéncias relacionadas a
degradacédo. Sabemos pelos nossos resultados que nem todos 0s micro-organismos
encontrados no local contaminado possuem a capacidade de degradar os
contaminantes, porém para uma comunidade microbiana adaptada, este numero
encontrado mereceu um pouco de reflexao.

O gene SSU rRNA est4d presente em todos 0s micro-organismos e a
probabilidade de se encontrar sequéncias desse gene € bastante alta em uma anélise
metagenbmica. Em nosso estudo encontramos para o local contaminado 274
sequéncias ao todo, abaixo da quantidade de sequéncias identificadas relacionadas a
degradacdo de aromaticos. Assim, o numero identificado destas sequéncias é bastante
alto e indica grande abundéancia de micro-organismos capazes de catabolizarem 0s

hidrocarbonetos aromaticos. Apesar da maioria das sequéncias ficarem sem
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identificag8o, a abordagem realizada pelo estudo de dominios conservados se mostrou
bastante propicia para a identificacdo do potencial de degradacdo da comunidade
procariotica. Na literatura ndo foi encontrada nenhuma relagéo envolvendo nimero de
sequéncias e atividade especifica, e esta relacdo esta sendo estabelecida pela primeira
vez neste trabalho.

A abordagem de identificacdo de dominios conservados pbéde extrapolar a
tradicional comparacao de sequéncias. Assim sendo, apresentou maior profundidade
na identificacdo do potencial de degradacdo e revelou melhor a caracteristica da
comunidade microbiana. Este método se revela mais adequado para esse fim
comparado ao método de amplificacdo de genes de degradacdo. Pelo fato de nédo
precisar de amplificacbes por PCR ele reflete melhor a realidade quando uma
quantificacdo é desejada. Outra vantagem é que, se uma busca por genes de
degradacéo fosse realizada nos locais ndo contaminados, um potencial de degradacao
iria ser identificado com muito mais intensidade utilizando-se uma abordagem por PCR,
0 que ndo diferenciaria os locais, como foi visto pelo método de comparacédo de
dominios conservados. Isto levaria a uma interpretacdo errada da realidade e nao
distinguiria diferentes locais apresentando diferentes potenciais. Este método poderia
ser aplicado a outras fungdes cuja identificagcdo e quantificacdo de determinado

potencial fosse aspirada.
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6 CONCLUSOES

A abordagem metagendmica de sequenciamento direto de DNA ambiental dos
solos selecionados se mostrou uma boa ferramenta para acesso as informacgdées in situ
pretendidas neste trabalho. Conseguimos identificar as comunidades procariéticas dos
trés locais analisados encontrando diferencas entre elas. Pudemos relacionar grupos
de micro-organismos com as caracteristicas dos locais. Exemplos disso foram a grande
diversidade de micro-organismos com potencial de degradacédo de hidrocarbonetos
aromaticos no local contaminado e a presenca de representantes da familia
Enterobacteriaceae no local Cotia-Para, com provavel contaminagdo por rejeitos
residenciais. Com estas comparacdes pudemos entender melhor a composicao
procaridtica da regido e identificar a diversidade e abundancia de uma comunidade
procariotica de solo apds evento de contaminacdo. O uso da tecnologia de
pirossequenciamento certamente nos forneceu uma quantidade de dados muito
superior comparado ao método classico de sequenciamento. Isto refletiu na
profundidade das analises, possibilitando a partir de um Unico sequenciamento
construir um panorama mais completo, unindo resultados de identificacdo taxonémica
e metabolica.

As diferencas entre os locais analisados também foram observadas sob o ponto
de vista metabdlico. Apesar da identificacdo de genes e dominios de degradacéo de
anéis aromaticos em todos os locais analisados, o método utilizado neste estudo foi
refinado o bastante para diferenciar qualitativamente e quantitativamente os diferentes
locais. Para o local contaminado, foi encontrada maior diversidade de genes e dominios
conservados de degradacéao, o que reflete uma comunidade microbiana mais adaptada
a contaminacado por anéis aromaticos e com potencial de degradacéo, que pode estar
desempenhando um papel de biorremediacédo intrinseca no local. Ndo apenas 0s
genes foram identificados, mas também um perfil taxonémico, sugerindo um consorcio
microbiano de degradacédo de hidrocarbonetos arométicos para os locais estudados e
principalmente para o local contaminado.

Este trabalho aprofunda um pouco mais o conhecimento de comunidades
procarioticas ambientais, area de estudo que apresenta grande potencial
biotecnolégico e que carece de maior quantidade de estudos. Mais precisamente,
aprofunda o conhecimento sobre procariotos de areas contaminadas com BTEX.

Apesar de ja serem conhecidos exemplares capazes de degradar essas substancias
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aromaticas, pouco se conhece sobre a dinamica de uma comunidade in situ de locais
contaminados. Este conhecimento pode trazer adaptacbes ao modo de aplicacédo de
biorremediacdes, assim como desenvolver novos métodos.

Um dos aspectos mais importantes deste trabalho foi o local estudado. Cubatao
€ um municipio bastante afetado pela poluicdo que influencia o meio ambiente e os
seres vivos que neles vivem. Os trinta anos de pressdo ambiental causada por
contaminantes fazem da regido Unica no mundo, principalmente sob o aspecto da
biorremediacdo. Apesar de toda esta importancia, poucos trabalhos na regido foram
desenvolvidos, e este foi pioneiro ao utilizar a metagendmica para identificar e
comparar micro-organismos da regido, focando identificar potenciais biorremediadores
e sugerindo um panorama metabdlico e estrutural das comunidades de solo ali

presentes.
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ANEXO — Anélise fisico quimica dos solos contaminado e Perequé

Andlise técnica dos solos dos locais Perequé e contaminado nesta ordem, realizada

pela empresa Bioagri, identificando as caracteristicas fisico-quimicas de cada um deles.
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BOLETIM DE ANALISE N° 60416/2011-0

Processo Comercial N° 3727/2011-1

DADOS REFERENTES AO CLIENTE

\Empresa solicitante:

Bruno Karolski

[Endereco:

Rua do Matao, 277 - sala 153 Cidade Universitaria - Sdo Paulo-SP - CEP: 05.508-090 .

INome do Solicitante:

Bruno Karolski

DADOS REFERENTES A AMOSTRA

Identificacdo do Cliente: Solo

i Amostra Rotulada como: Solo

Coletor: Interessado Data da coleta: 22/3/2011

\Data da entrada no laboratorio: 22/03/2011 14:03:00 Data de Elaboragdo do BA: 11/04/2011

RESULTADOS ANALITICOS DA AMOSTRA

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Porcentagem de Solidos % p/p 0,05 82,9
Indice de Fendis mg/kg 0,06 1,5
Prata mg/kg 0,4 <0,4
Aluminio mg/kg 0,4 10600
Arsénio mg/kg 0,4 <0,4
Bario mg/kg 0,4 37
Berilio mg/kg 0,4 <04
Bismuto mg/kg 0,4 <04
Cadmio mg/kg 0,043 < 0,043
Cobalto mg/kg 0,4 5,2
Cromo mg/kg 0,4 24
Litio mg/kg 0,4 11
Molibdénio mg/kg 0,4 <04
Sodio mg/kg 21 77
Niquel mg/kg 0,4 6,7
Chumbo mg/kg 0,4 46
Antimo6nio mg/kg 0,4 <0,4
Selénio mg/kg 0,4 <04
Estanho mg/kg 0,4 <04
Estroncio mg/kg 0,4 1,7
Titanio mg/kg 0,4 560
Talio mg/kg 0,4 <0,4
Urénio mg/kg 0,4 <04
Vanadio mg/kg 0,4 26
Dureza Calculada mg/kg 141,4 7776
BTEX

Parimetros Unidade LQ Resultados analiticos
Benzeno mg/kg 0,006 < 0,006
Tolueno mg/kg 0,006 < 0,006
Etilbenzeno mg/kg 0,006 < 0,006
o-Xileno mg/kg 0,006 < 0,006
m,p-Xilenos mg/kg 0,012 <0,012
PAH

Parimetros Unidade LQ Resultados analiticos
Benzo(a)pireno mg/kg 0,24 <0,24
Benzo(b)fluoranteno mg/kg 0,24 <0,24
Benzo(k)fluoranteno mg/kg 0,24 <0,24
Criseno mg/kg 0,24 <0,24
Acenaftileno mg/kg 0,24 <0,24
Fluoreno mg/kg 0,24 <0,24
Antraceno mg/kg 0,24 <0,24
Benzo(g,h,i)perileno mg/kg 0,24 <0,24
Fenantreno mg/kg 0,24 <0,24
Dibenzo(a,h)antraceno mg/kg 0,24 <0,24
Indeno(1,2,3,cd)pireno mg/kg 0,24 <0,24
Pireno mg/kg 0,24 <0,24




145

Péagina 1 de 6 / B.A.: 60416/2011-0

Bioagri Ambiental - Piracicaba - SP. Rua Aljovil Martini, 201 - Dois Corregos - Piracica ba - SP - CEP: 13420-750 - Fone: (19) 3417.4700 - Fax: (19) 3417.4711 - vendas@bioagriambiental.com.br



AMBIENTAL

AJUDANDO VOCE A PRESERVAR O FUTURO

146

PAH

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Acenafteno mg/kg 0,24 <0,24
Fluoranteno mg/kg 0,24 <0,24
Naftaleno mg/kg 0,24 <0,24
Benzo(a)antraceno mg/kg 0,24 <0,24
CTC - Capacidade de Troca Catidnica

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
pH em CaCI2 --- 43
Matéria Organica g/dm? -—- 8
Fésforo Resina mg/dm’ -—- 1
Potassio mmol/dm? 0,6
Calcio mmol/dm? 16
Magnésio mmol/dm? 4
H+Al mmol/dm? -—- 31
Al mmol/dm? -—- 4
Soma de Bases mmol/dm? -—- 21
CTC mmol/dm? -—- 52
Saturacdo de Bases V% -—- 40
Saturacdo Al m% - 16
Micronutrientes

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Cobre mg/kg 0,4 12
Ferro mg/kg 0,4 8668
Zinco mg/kg 0,4 24
Manganés mg/kg 0,4 153
Boro mg/kg 0,4 81
Granulometria

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Argila (< 0,002 mm) o/kg 0,01 0
Silte (0,053 a 0,002 mm) g/kg 0,01 305
Areia Total (2,00 a 0,053 mm) o/kg 0,01 695
Areia Grossa (2,00 a 0,210 mm) o/kg 0,01 460
Areia Fina (0,210 a 0,053 mm) g/kg 0,01 235
Macronutrientes - Solo

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Nitrogénio Total Kjeldahl mg/kg 2,7 271
Enxofre mg/kg 60 78
Fésforo mg/kg 0,4 60

CONTROLE DE QUALIDADE DO LABORATORIO

Controle de Qualidade - TPH Volateis + BTEX - Solo
60738/2011-0 - Branco de Anilise - TPH Volateis +TEXB - Solo

Parimetros Unidade LQ Resultados analiticos
Benzeno mg/kg 0,005 < 0,005
Tolueno mg/kg 0,005 < 0,005
Etilbenzeno mg/kg 0,005 < 0,005
m,p-Xilenos mg/kg 0,01 < 0,01
o-Xileno mg/kg 0,005 < 0,005
Ensaios de Recuperacio

A uantidade . Resultado da Faixa Aceitavel de Recuperacao
Parimetros QAdicionada Unidade Recuperacio (%) (%) peras
60739/2011-0 - LCS - TPH Voliteis + BTEX - Solo
Benzeno 0,05 mg/kg 70 60 -140
Tolueno 0,05 mg/kg 73 60 -140
Etilbenzeno 0,05 mg/kg 74 60 -140
m,p-Xilenos 0,1 mg/kg 75 60 -140
o-Xileno 0,05 mg/kg 72 60 -140
Surrogates
60738/2011-0 - Branco de Analise - TPH Volateis +TEXB - Solo
Tolueno-d8 0,05 % 75 60 -140
p-Bromofluorbenzeno 0,05 % 83 60 -140
60739/2011-0 - LCS - TPH Voliteis + BTEX - Solo
Tolueno-d8 0,05 % 80 60 -140
p-Bromofluorbenzeno 0,05 % 91 60 -140
60416/2011-0 - Solo
Tolueno-d8 0,05 % 81 60 -140
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p-Bromofluorbenzeno

0,05

%

89

60 -140

61573/2011-0 - Branco de Anilise - PAH - Solo

Controle de Qualidade - PAH - Amostras Solidas

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Benzo(a)pireno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(b)fluoranteno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(k)fluoranteno mg/kg 0,01 <0,01
Criseno mg/kg 0,01 <0,01
Acenaftileno mg/kg 0,01 <0,01
Fluoreno mg/kg 0,01 <0,01
Antraceno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(g,h,i)perileno mg/kg 0,01 <0,01
Fenantreno mg/kg 0,01 <0,01
Dibenzo(a,h)antraceno mg/kg 0,01 <0,01
Indeno(1,2,3,cd)pireno mg/kg 0,01 <0,01
Pireno mg/kg 0,01 <0,01
Acenafteno mg/kg 0,01 <0,01
Fluoranteno mg/kg 0,01 <0,01
Naftaleno mg/kg 0,01 < 0,01
Benzo(a)antraceno mg/kg 0,01 < 0,01
Ensaios de Recuperacio

A uantidade . Resultado da Faixa Aceitavel de Recuperacio
Pardmetros gdicionada Unidade Recuperacio (%) (%) peras
61574/2011-0 - LCS - PAH - Solo
Fenantreno 0,2 mg/kg 57 40 - 120
Naftaleno 0,2 mg/kg 45 40 - 120
Fluoranteno 0,2 mg/kg 66 40 - 120
Criseno 0,2 mg/kg 49 40 - 120
Pireno 0,2 mg/kg 64 40 - 120
Surrogates
61573/2011-0 - Branco de Anilise - PAH - Solo
2-Fluorbifenil 0,2 % 50 40 - 120
Terfenil d14 0,2 % 66 40 - 120
61574/2011-0 - LCS - PAH - Solo
2-Fluorbifenil 0,2 % 51 40 - 120
Terfenil d14 0,2 % 72 40 - 120
60416/2011-0 - Solo
Terfenil d14 0,24 % Amostra Diluida 40 - 120
2-Fluorbifenil 0,24 % Amostra Diluida 40 - 120

57802/2011-0 - Branco de Analise - Metais - Solo

Controle de Qualidade - Metais - Solo

Parimetros Unidade LQ Resultados analiticos

Prata mg/kg 0,5 <0,5
Prata mg/kg 0,5 <0,5
Aluminio mg/kg 0,5 <0,5
Aluminio mg/kg 0,5 11
Arsénio mg/kg 0,5 <0,5
Arsénio mg/kg 0,5 <0,5
Bario mg/kg 0,5 <0,5
Bario mg/kg 0,5 <0,5
Berilio mg/kg 0,5 <0,5
Berilio mg/kg 0,5 <0,5
Bismuto mg/kg 0,5 <0,5
Bismuto mg/kg 0,5 <0,5
Calcio mg/kg 25 <25
Calcio mg/kg 25 <25
Cadmio mg/kg 0,05 < 0,05
Cadmio mg/kg 0,05 < 0,05
Cobalto mg/kg 0,5 <0,5
Cobalto mg/kg 0,5 <0,5
Cromo mg/kg 0,5 <0,5
Cromo mg/kg 0,5 <0,5
Cobre mg/kg 0,5 <0,5
Cobre mg/kg 0,5 <0,5
Ferro mg/kg 0,5 <0,5
Ferro mg/kg 0,5 <0,5
Potassio mg/kg 25 44
Potassio mg/kg 25 <25
Litio mg/kg 0,5 <0,5
Litio mg/kg 0,5 <0,5
Magnésio mg/kg 25 <25
Magnésio mg/kg 25 <25
Manganés mg/kg 0,5 <0,5
Manganés mg/kg 0,5 <0,5
Molibdénio mg/kg 0,5 <0,5
Molibdénio mg/kg 0,5 <0,5
Sodio mg/kg 25 <25
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Parametros Unidade Resultados analiticos
Sodio mg/kg 25 <25
Niquel mg/kg 0,5 <0,5
Niquel mg/kg 0,5 <0,5
Chumbo mg/kg 0,5 <0,5
Chumbo mg/kg 0,5 <0,5
Antiménio mg/kg 0,5 <0,5
Antimonio mg/kg 0,5 2,5
Selénio mg/kg 0,5 <0,5
Selénio mg/kg 0,5 <0,5
Estanho mg/kg 0,5 <0,5
Estanho mg/kg 0,5 <0,5
Estroncio mg/kg 0,5 <0,5
Estroncio mg/kg 0,5 <0,5
Titanio mg/kg 0,5 <0,5
Titanio mg/kg 0,5 <0,5
Talio mg/kg 0,5 1,9
Talio mg/kg 0,5 <0,5
Uranio mg/kg 0,5 <0,5
Urénio mg/kg 0,5 <0,5
Vanadio mg/kg 0,5 <0,5
Vanadio mg/kg 0,5 <0,5
Zinco mg/kg 0,5 <0,5
Zinco mg/kg 0,5 <0,5
Ensaios de Recuperacio

A uantidade . Resultado da Faixa Aceitavel de Recuperacio
ki gdicionada Unidade Recuperacio (%) (%) peras
57803/2011-0 - Solo Padrio - RTC - CRM023
Aluminio mg/kg
Aluminio 8470 mg/kg 100 70 - 130
Arsénio 380 mg/kg 100 95 - 105
Arsénio mg/kg
Bario mg/kg
Bario 75,5 mg/kg 100 85-115
Céadmio 0,92 mg/kg 98 50 - 150
Céadmio mg/kg
Calcio mg/kg
Calcio 5420 mg/kg 100 85-115
Cromo mg/kg
Cromo 31 mg/kg 100 80 - 120
Cobalto mg/kg
Cobalto 4,68 mg/kg 99 85-115
Cobre 8,9 mg/kg 96 80 - 120
Cobre mg/kg
Ferro 10700 mg/kg 100 85-115
Ferro mg/kg
Chumbo 213 mg/kg 100 90-110
Chumbo mg/kg
Magnésio mg/kg
Magnésio 3060 mg/kg 101 85-115
Manganés 206 mg/kg 98 90-110
Manganés mg/kg
Niquel mg/kg
Niquel 11 mg/kg 100 85-115
Potassio 2230 mg/kg 100 65 - 135
Potassio mg/kg
Selénio mg/kg
Selénio 105 mg/kg 100 90 - 110
Talio 111 mg/kg 100 90-110
Talio mg/kg
Vanadio mg/kg
Vanadio 21,7 mg/kg 99 70 - 130
Zinco 93,8 mg/kg 100 85-115
Zinco mg/kg
Surrogates
57802/2011-0 - Branco de Analise - Metais - Solo
Itrio 50 % 90 70-130
Itrio 50 % 90 70-130
57803/2011-0 - Solo Padriio - RTC - CRM023
Itrio 50 % 86 70-130
Itrio %
60416/2011-0 - Solo
Itrio 42,8 % 97 70-130




151

Pagina 4 de 6 / B.A.: 60416/2011-0

Bioagri Ambiental - Piracicaba - SP. Rua Aljovil Martini, 201 - Dois Corregos - Piracica ba - SP - CEP: 13420-750 - Fone: (19) 3417.4700 - Fax: (19) 3417.4711 - vendas@bioagriambiental.com.br



152

A MBIENTAL

AJUDANDO VOCE A PRESERVAR O FUTURO

PAH - Solo
RT: 0.00-1477

7.92 ML
9.84E7
TIC MS
1691501_D
100

_\
o
o

90

80

M 1 D P 150 O ) Ot i

I
fan}

(=]
o

N
o

T T I 2 T Y 15 (6 N 1 1o ) 1 T A e O I 1 ) L L0

Relative Abundance
o
o

w
o

]
o

® 1290 1350

—_
o

o

| 50 ! [ ) 27 P v e 7 A 7 2 S A ] R PR PN B S B 7 7 PR e [ 7 ) [ 3 R P B 3 7
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14

Notas Time {min)

LQ = Limite de Quantificagio.

Abrangéncia

O(s) resultado(s) se referem somente a(s) amostra(s ) analisada(s).

Este Boletim de Analise so pode ser reproduzido por inteiro e sem nenhuma alteragdo.

Data de realizagdo das analises

A Bioagri Ambiental garante que todas as analises oramf executadas dentro do prazo de validade de cada pardmetro segundo o Guia de Coleta e
Preservac@o de Amostra da Bioagri Ambiental, quando todo o tramite analitico (coleta e analise) ¢ de esponsabilidader da Bioagri Ambiental. Quando
a coleta ¢ de responsabilidade do interessado, caso haja algum desvio, o cliente é previamenteconsultado sobre a disposi¢ao das amostras e

a continuidade do processo analitico.

Todas estas datas constam nos dados brutos das analises e estdo a disposigdo para serem solicitadas a  qualquer momento pelo interessado.

Plano de Amostragem

Plano de amostragem de responsabilidade do interessado.

Trabalhos Subcontratados

As analises dos parametros pH em CaCl2, Matéria Organica, Fosforo Resina, Potassio, Calcio, Magnésio,H+Al, Al, Soma de Bases, CTC, Saturagdo
de Bases, Satura¢do Al foram executadas e m laboratério subcontratado autorizados pela GQL — Bioagri Ambiental.
Referéncias Metodologicas

Indice de Fenois: USEPA SW 846 - 9065 - Phenolics ( Spectrophotometric, Manual 4-AAP with Distillation)
Nitrogénio Total Kjeldahl: POP PA 113 / SMEWW 4500

Granulometria: ISO 13320-1/1999 - Analise de Particula por Difragdo a Laser

SVOC's: POP PA 076, 096 / USEPA SW 846 - 8270D e 351°C, SMWW 6410B

Metais (ICP-OES): POP PA 035/ SMWW 3120 B, USEPA 6010

VOC : POP PA 075 / USEPA SW 846 826°C, 5021A

Solidos Totais: POP PA 009 / SMWW 2540B

Revisores

Débora Fernandes da Silva

Rogério Caldorin

Nereida Aparecida Bongiorno

André Alex Colletti
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BOLETIM DE ANALISE N° 17657/2011-0

Processo Comercial N° 1054/2011-2

DADOS REFERENTES AO CLIENTE

\Empresa solicitante:

Bruno Karolski

[Endereco:

Rua do Matao, 277 -

Cidade Universitaria - Sdo Paul o-SP - CEP: 05.508-090 .

INome do Solicitante:

Bruno Karolski

DADOS REFERENTES A AMOSTRA

Identificacdo do Cliente: Solo NC

i Amostra Rotulada como: Solo

Coletor: [nteressado Data da coleta: 26/1/2011

iData da entrada no laboratorio: 27/01/2011 13:53:00 Data de Elaboracdo do BA: 09/02/2011

RESULTADOS ANALITICOS DA AMOSTRA

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Porcentagem de Solidos % p/p 0,05 67,3
Indice de Fenodis mg/kg 0,07 <0,07
Prata mg/kg 0,6 <0,6
Aluminio mg/kg 0,6 21752
Arsénio mg/kg 0,6 15
Bario mg/kg 0,6 50
Berilio mg/kg 0,6 <0,6
Bismuto mg/kg 0,6 <0,6
Cadmio mg/kg 0,061 < 0,061
Cobalto mg/kg 0,6 8,3
Cromo mg/kg 0,6 35
Litio mg/kg 0,6 15
Molibdénio mg/kg 0,6 <0,6
Sodio mg/kg 30 88
Niquel mg/kg 0,6 19
Chumbo mg/kg 0,6 26
Antimoénio mg/kg 0,6 <0,6
Selénio mg/kg 0,6 <0,6
Estanho mg/kg 0,6 <0,6
Estroncio mg/kg 0,6 2,4
Titanio mg/kg 0,6 1026
Talio mg/kg 0,6 <0,6
Uréanio mg/kg 0,6 <0,6
Vanadio mg/kg 0,6 61
Dureza Calculada mg/kg 201,4 14838
BTEX

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Benzeno mg/kg 0,007 <0,007
Tolueno mg/kg 0,007 < 0,007
Etilbenzeno mg/kg 0,007 <0,007
o-Xileno mg/kg 0,007 < 0,007
m,p-Xilenos mg/kg 0,015 <0,015
PAH

Parimetros Unidade LQ Resultados analiticos
Benzo(a)pireno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(b)fluoranteno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(k)fluoranteno mg/kg 0,01 < 0,01
Criseno mg/kg 0,01 <0,01
Acenaftileno mg/kg 0,01 < 0,01
Fluoreno mg/kg 0,01 <0,01
Antraceno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(g,h,i)perileno mg/kg 0,01 <0,01
Fenantreno mg/kg 0,01 <0,01
Dibenzo(a,h)antraceno mg/kg 0,01 <0,01
Indeno(1,2,3,cd)pireno mg/kg 0,01 <0,01
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PAH

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Pireno mg/kg 0,01 <0,01
Acenafteno mg/kg 0,01 <0,01
Fluoranteno mg/kg 0,01 <0,01
Naftaleno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(a)antraceno mg/kg 0,01 <0,01
CTC - Capacidade de Troca Catidnica

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
pH em CaCI2 - 3,8
Matéria Organica g/dm? --- 25
Fosforo Resina mg/dm? 8
Potassio mmol/dm? 0,5
Calcio mmol/dm? 7
Magnésio mmol/dm? 4
H+Al mmol/dm? -—- 135
Al mmol/dm? --- 16
Soma de Bases mmol/dm? -—- 12
CTC mmol/dm? --- 147
Saturacéo de Bases V% - 8
Saturagdo Al m% - 58
Micronutrientes

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Cobre mg/kg 0,6 19
Ferro mg/kg 0,6 18418
Zinco mg/kg 0,6 52
Manganés mg/kg 0,6 251
Boro mg/kg 0,6 26
Granulometria

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Argila (< 0,002 mm) o/kg 0,01 21
Silte (0,053 a 0,002 mm) g/kg 0,01 345
Areia Total (2,00 a 0,053 mm) go/kg 0,01 634
Areia Grossa (2,00 a 0,210 mm) o/kg 0,01 185
Areia Fina (0,210 a 0,053 mm) o/kg 0,01 449
Macronutrientes - Solo

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Nitrogénio Total Kjeldahl mg/kg 3,1 905
Enxofre mg/kg 61 365
Fésforo mg/kg 0,6 388

CONTROLE DE QUALIDADE DO LABORATORIO
Controle de Qualidade - Metais - Solo

9560/2011-0 - Branco de Analise - Metais - Solo

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Prata mg/kg 0,5 <0,5
Aluminio mg/kg 0,5 <0,5
Arsénio mg/kg 0,5 <0,5
Bario mg/kg 0,5 <0,5
Berilio mg/kg 0,5 <0,5
Bismuto mg/kg 0,5 <0,5
Calcio mg/kg 25 <25
Cadmio mg/kg 0,05 <0,05
Cobalto mg/kg 0,5 <0,5
Cromo mg/kg 0,5 <0,5
Cobre mg/kg 0,5 <0,5
Ferro mg/kg 0,5 <0,5
Potassio mg/kg 25 <25
Litio mg/kg 0,5 <0,5
Magnésio mg/kg 25 <25
Manganés mg/kg 0,5 <0,5
Molibdénio mg/kg 0,5 <0,5
Sodio mg/kg 25 <25
Niquel mg/kg 0,5 <0,5
Chumbo mg/kg 0,5 <0,5
Antiménio mg/kg 0,5 <0,5
Selénio mg/kg 0,5 <0,5
Estanho mg/kg 0,5 <0,5
Estroncio mg/kg 0,5 <0,5
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Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Titanio mg/kg 0,5 <0,5
Talio mg/kg 0,5 <0,5
Uréanio mg/kg 0,5 <0,5
Vanadio mg/kg 0,5 <0,5
Zinco mg/kg 0,5 <0,5
Ensaios de Recuperagio

A uantidade . Resultado da  Faixa Aceitavel de Recuperacio
Parametros QAdicionada Unidade Recuperaciio (%) P ("/S)
9561/2011-0 - Solo Padriio - RTC - CRM023
Aluminio 8470 mg/kg 72 70 - 130
Arsénio 380 mg/kg 99 95 - 105
Bario 75,5 mg/kg 86 85-115
Cadmio 0,92 mg/kg 114 50 - 150
Calcio 5420 mg/kg 86 85-115
Cromo 31 mg/kg 88 80 - 120
Cobalto 4,68 mg/kg 93 85-115
Cobre 8,9 mg/kg 95 80 - 120
Ferro 10700 mg/kg 108 85-115
Chumbo 213 mg/kg 103 90 - 110
Magnésio 3060 mg/kg 108 85-115
Manganés 206 mg/kg 94 90-110
Niquel 11 mg/kg 111 85-115
Potassio 2230 mg/kg 79 65 - 135
Selénio 105 mg/kg 107 90-110
Talio 111 mg/kg 104 90 - 110
Vanadio 21,7 mg/kg 77 70 - 130
Zinco 93,8 mg/kg 95 85-115
Surrogates
9560/2011-0 - Branco de Anilise - Metais - Solo
Itrio 50 % 99 70-130
9561/2011-0 - Solo Padriio - RTC - CRM023
Itrio 62,5 % 93 70-130
17657/2011-0 - Solo NC
Itrio 60,9 % 87 70-130

Controle de Qualidade - TPH Volateis + BTEX - Solo

19850/2011-0 - Branco de Analise - TPH Volateis +TEXB - Solo

Parimetros Unidade LQ Resultados analiticos
Benzeno mg/kg 0,005 < 0,005
Tolueno mg/kg 0,005 < 0,005
Etilbenzeno mg/kg 0,005 < 0,005
m,p-Xilenos mg/kg 0,01 < 0,01
o-Xileno mg/kg 0,005 < 0,005
Ensaios de Recuperagio

A uantidade . Resultado da  Faixa Aceitiavel de Recuperagiio
Parimetros gdicionada Unidade Recuperacio (%) P ("/E)
19851/2011-0 - LCS - TPH Volateis + BTEX - Solo
Benzeno 0,05 mg/kg 111 60 -140
Tolueno 0,05 mg/kg 92 60 -140
Etilbenzeno 0,05 mg/kg 97 60 -140
m,p-Xilenos 0,1 mg/kg 97 60 -140
o-Xileno 0,05 mg/kg 99 60 -140
Surrogates
19850/2011-0 - Branco de Andlise - TPH Voliteis +TEXB - Solo
Tolueno-d8 0,05 % 107 60 -140
p-Bromofluorbenzeno 0,05 % 83 60 -140
19851/2011-0 - LCS - TPH Volateis + BTEX - Solo
Tolueno-d8 0,05 % 97 60 -140
p-Bromofluorbenzeno 0,05 % 89 60 -140
17657/2011-0 - Solo NC
Tolueno-d8 0,05 % 86 60 -140
p-Bromofluorbenzeno 0,05 % 74 60 -140

19914/2011-0 - Branco de Anilise - PAH - Solo

Controle de Qualidade - PAH - Amostras Solidas

Parametros Unidade LQ Resultados analiticos
Benzo(a)pireno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(b)fluoranteno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(k)fluoranteno mg/kg 0,01 < 0,01
Criseno mg/kg 0,01 <0,01
Acenaftileno mg/kg 0,01 < 0,01
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Fluoreno mg/kg 0,01 <0,01
Antraceno mg/kg 0,01 <0,01
Benzo(g,h,i)perileno mg/kg 0,01 <0,01
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Abstract

Background
Benzene, toluene, ethyl-benzene and xylenes are aromatic hydrocarbon derived from

petroleum. Known collectively as BTEX, they are produced and used at a large scale
and contamination frequently occurs. Because it is highly soluble in water, when in soil
BTEX can spread long distances from the original contamination site, thus affecting
large areas. Some microorganisms are known to live in contaminated environments and
use contaminants such as BTEX as a unique carbon source for energy production. They
catabolize contaminants into less dangerous products or even eliminate them from
environment, a feature which has great commercial and environmental interests.
Results

We therefore compared the microbial communities in soils which were affected and
un-affected by BTEX contamination. To this end, we used a metagenomics approach
and developed a comparison method to identify microorganisms and degradation
potential of soils studied. We found qualitative and quantitative differences in
microbial structures from three different sites in Cubatdo County, one of which is
contaminated with BTEX. We constructed a metabolic overview identifying important
genes, degradation potential and microorganisms related to BTEX degradation
Conclusions

Through our study, we identified different microorganisms and exclusive groups
capable to degrade aromatic hydrocarbons confirming the adaptation of the microbial
community to the contamination. We also find sequences with aromatic degradation
potential belonged to unknown microorganisms through our conserved degradation
domains approach. This method can be expanded to others metabolic functions of

interest to evaluate environmental microbial communities in situ.
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Background

Benzene, toluene, ethyl-benzene and xylenes are collectively known as BTEX.
Approximately 102 tons of this group of aromatic hydrocarbons is produced per year to
produce pesticides, plastics and synthetic fibers [1]. Gasoline is the most important
product, where all four aromatic hydrocarbons are found [2]. The high volumes
production, the worldwide manipulation and the close contact with human activities
increase the risk of environmental contamination. The contamination can occur by
leakage from diverse sources, such as storage tanks, transportation pipes, and gas
stations. Due to the highly solubility in water BTEX can spread easily into
environment, contaminating the soil, water and air [3-6]. The toxicity of BTEX in
human beings has been well studied. Exposure to high levels of the different
components of BTEX causes various symptoms including skin and eye irritation,
drowsiness, dizziness, headaches tremors, confusion, unconsciousness and even death
[7-10]. Benzene is the most important contaminant because, apart from its high
toxicity, long-term exposure can cause leukemia [8, 11].

Despite the toxicity of BTEX, there are some microorganisms that can use it as
metabolic precursors to produce energy [12]. This metabolic capacity is being
increasingly examined because of the potential to transform an environmental
contaminant into less harmful products or even removing the contaminant from
environment, a capacity which has great commercial and environmental interest. Soil
is one of the richest environments in diversity and abundance of microbial organisms.
Studies suggest that one gram of soil can contain 10° cells of more than 2,000 different
species [13, 14]. In spite of the high number of microorganisms in the soil, estimates

suggest that only 1% are cultivable d [14-16] , which is a limiting factor in diversity
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studies. To overcome this limitation, a state of the art technique was developed to
explore microbial communities in situ without the need to isolate and cultivate
microorganisms. This technique iscalled metagenomics and made possible
identifications, genes recovery and metabolism elucidation from a wide range of
different microbial communities [17-21]. With the rise of high throughput sequencing,
the metagenomic studies evolve to a powerful identification tool due to the increase
number of sequences reaching higher coverage of environmental microbial
communities. The first environmental high throughput sequencing study was published
in 2004 [22]. For the first time, microbial identification, genome drafts, metabolism
and gene comparison were included in a single study, highlighting the potential of a
metagenomic study which included high throughput sequencing.

Using this state-of-art metagenomic approach, we compared microbial communities
from soil at three sites in Cubatdo County in Sdo Paulo State, which was the most
polluted place in the world due to high industrial activity. Using this approach, we
were able to examine the microbial diversity in soils using genome shotgun sequences
and comparisons to prokaryotic genome database to find differences betweeen
communities that may be related to BTEX contamination. In addition to examining
microbial diversity, we also surveyed, by developing a conserved domains based
method, the metabolic potential of the degradation of aromatic hydrocarbons in soil.
We were also able to elucidate the taxonomic structure, at the genus, of the microbial

community associated with aromatic hydrocarbon degradation activity level.
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Results
Soils analysis and sequencing

Soils analysis and sequencing
The presence of BTEX was tested for in soil taken from sites C and S1. Toluene and

xylenes were identified in site C (Fig.1). No aromatic hydrocarbon contamination was
identified at Site S1.

A total of 1,710,216 sequences was generated from all sites (table 1). After a
comparison against the NCBI prokaryotic genomes using the chosen cut-off values,
12,339 sequences were identified and used for further taxonomic classification.
Microorganism identification

In order to identify microorganisms from the metagenomic sequences, we used the
sequences as queries against the NCBI prokaryotic genome database. A total of 11
phyla were identified from all 3 sites (Fig. 2). In terms of number of phyla, site C was
the richest site with all phyla present and site S1 had higher relative abundance of
sequences identified for the majority. Some sequences, 3% for site C and 6% for sites
S1 and S2, could not be identified even in phyla level were therefore grouped in the
Bacteria node. Proteobacteria, Acidobacteria and Actinobacteria were the most
abundant phyla identified and therefore further analysed.

Twenty-two%, 12% and 9% of the sequences from sites C, S1 and S2 respectively were
identified as from microorganisms of the phylum Acidobacteria. Despite the large
number of sequences, only microorganisms from the genera Acidobacterium and
Candidatus Koribacter were identified, suggesting a very low diversity of sequences
from this phylum.

Four%, 24% and 9% of the sequences from sites C, S1 and S2 respectively were
identified as from microorganisms of the phylum Actinobacteria. Further analysis

identified a total of 13 families from all the three sites (Fig. 3). Site C had the lowest
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abundance and diversity with only five families identified. Within site C belonged the
highest abundance was found in the family Micobacteriaceae, 2.8% of these sequences
were classified in the Mycobacterium genus. Although the number of sequences
identified for family Micrococcineae (0,01%) is low, site C was the only site at which
this family was identified. All known Actinobacteria families were identified at sites
S1 and S2, site S1 was especially rich in sequences from this phylum.

The phylum Proteobacteria was the most abundant phylum identified, with 64%, 46%
and 67% of sequences identified from sites C, S1 and S2 respectively. Figure 4 shows
the classification in family level for this phylum. A total of 11 families were identified
from the Class Alphaproteobacteria (figure 4 A) for all metagenomes. For almost all
families, site S1 had a higher relative abundance, except for the families
Bradyrhizobiaceae and Phyllobacteriaceae, which were more abundant at site C. For
the family Bradyrhizobiaceae alone 2,546 sequences identified for site C,
corresponding to 35% of all sequences identified for this site. At the genus level
sequences from the following genera were identified: Bradyrhizobium, Nitrobacter,
Oligotropha and Rhodopseudomonas. The largest number of sequences were from the
Bradyrhiobium genus, with 2,073 sequences, representing 28% of all sequences for site
C. 19% of these were related to Bradyrhizobium japonicum.

Sequences from eight families of the Class Gammaproteobacteria were identified. Site
C showed the higher diversity for this family (Fig. 4b). Families Chromatiaceae,
Methylococcaceae and Enterobacteriaceae, this last family was the most abundant
group for the site with 34% of all identified sequences. Enterobacteriaceae family
sequences fell in three genera, Escherichia, Klebsiella and Salmonella. The largest

number of sequences, 19%, was form the Genus Klebsiella at Site C.
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4%, 3% and 2% of sequences, from sites C, S1 and S2 respectively, were identified as
belonging to Class Betaproteobacteria (figure 4C). Although found in a low percentage
of sequences, seven families were identified from this class, four of which were found
exclusively at site C. Similarly, seven families were identified from class
Deltaproteobacteria, of which three were exclusively from site C. 4%, 4% and 3% of

total sequences were Identified for sites C, S1 and S2 respectively.

METABOLIC IDENTIFICATION

Metabolic identification through KEEG’s metabolic pathways
For an overall analysis of the xylene and toluene degradation potential of the three

metagenomes, we first compared the metagenomic sequences from all sites with
sequences associated with xylene and toluene degradation pathways from the
UNIPROT and KEGG databases. Genes assoicated with xylene and toluene
degradation pathways were identified from all 3 metagenomes analysed (see additional
files). In general, site S1 contained the lowest diversity of genes associated with the
degradation pathways, while sites C and S2 contained almost the same genes, which
were identified from throughout the pathways. Using this approach we could not
identify many differences regarding toluene and xylenes potential between the sites
studied. This first analysis showed that genes associated with degradation were present
at all 3sites, suggesting na intrinsic degradation potential.

Initial aromatic ring attack

In order to compare the potential of the 3 sites at the initial stages of xylene and toluene
degradation, the operon sequences associated with the first steps were retrieved from
NCBI database and were compared with the metagenomic sequences (figure 5). Site C
had a higher diversity of toluene and xylenes degradation operons compared to sites S1

and S2. Of a total of eleven operons identified, eight were found at site C. For sites S1
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and S2, on the other hand, only two and three operons were identified, respectively. In
terms of the total number of sequences related to degradation operons, only three
sequence were identified from site S1 whereas 53 and 56 sequences were identified
from sites C and S2 respectively. These results suggests that microorganisms at sites
S2 and C may have a higher potential to catabolize xylenes and toluene at the initial
steps.

BTEX degradation PFAM domains

In order to further our understanding of sequences related to aromatic ring
modification, the concept of functional conserved regions (PFAM) was used. The
operons selected contained eighteen unique PFAM domains of which six were chosen
for comparison because of their aromatic ring modification capacity. The domains were
compared against the metagenomes from sites C, S1 and S2, as well as 4 other
metagenomes, Waseca, Refinery, Ice and VCU, from the NCBI database. All
metagenomes included sequences related to the degradation domains identified except
for the VCU metagenome for which no sequences could be found (figure 6). Figure 6
shows that site C sample contained the largest number of sequences. A total of 375
sequences related to PFAM domains associated with degradation processes were found
for this site. Site S2 had the second highest number of sequences, 123. Alpha and beta
subunit ring hydroxylation were the most highly represented domains in all
metagenomes examined, except for VCU metagenome. Methane, phenol, toluene
hydroxylase degrading domain was identified in almost all metagenomes. The richest
metagenome for this domain were Refinery and site C from this study. The refinery
metagenome had the highest number of different domains of all metagenomes studied,
with five of six domains, in addition, it was the metagenome with the phenol

hydroxylase domain. Site C had the largest number of sequences related to degradation
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domains, which suggests that at Site C there is a microbial community adapted to
aromatic ring catabolism.

Taxonomic identification of metabolic relevant sequences

To identify the microorganisms which may be adapted to aromatic ring degradation,
sequences from the 3 sites related to the degradation domains identified were used as
queries against the NCBI prokaryotic genomes (figure 7). A total of 375, 85 and 123
sequences were found for sites C, S1 and S2 respectively. Site C had the largest
number of sequences and it was also the most diverse in genus identified with aromatic
degradation capacity. Of the 19 genera identified from all three metagenomes, 18 were
found at site C. The only genus not found at site C was Klebsiella, which was found
exclusively at site S2. The node that gathered the majority of sequences was No hits
node with 287, 71 and 74 sequences for sites C, S1 and S2 respectively (Fig. 6).
Sequences at this node showed no identity to any genome from the NCBI database. We
were able to identify microorganisms with the potential for aromatic ring degradation

potential at all three sites analysed.

Discussion

BTEX soil analysis

Although the soil analyses were designed to identify all BTEX components, only
xylenes and toluene were identified in sample of Site C. Site C, known to be a
contaminated site, was initially contaminated in 2008. We were unable to find any
more information about the evolution of contamination plume between the
contamination event in 2008 and our sampling in 2010. The BTEX analysis was
performed to confirm that the site remained contaminated checking aromatic

hydrocarbons presence in soil at the time of sampling. We could identify traces of
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toluene and xylenes contaminating site C indicating the contamination in the site and
the contact with the microbial community. The sequences used for taxonomic
identification were selected using cut-off values. They were compared with prokaryotic
genome databases in order to identify the microorganisms present in the soil samples
and determine if there were any differences between the sites. Groups of
microorganisms related to contamination were identified and the strucutre of the

microbial community in contaminated soil was elucidated.

Taxonomic identification

Our work aimed to compare three sites with varying degrees of contamination, by using
DNA sequencing from samples obtained directly from the soil. Differences in
microbial composition was identified in the three sites. The Acidobacterium phylum is
the second most abundant group and is present in diverse habitats and apparently in
high numbers [23, 24]. Although the close relation of this group with non-contaminated
sites, it was found also in contaminated sites and has representatives that code for
dioxygenases that can catabolize aromatic rings [25, 26]. Sequences from the genus
Koribacter was found in high abundance at site C. Microorganisms from this genus are
not known to degrade aromatic substances, but our findings suggests that Koribacter
microorganisms may have adapted to the presence of contaminants.

Sequences from the phylum Actinobacteria had higher diversity and abundance for
sites S1 and S2, the non-contaminated sites. Despite this, we also identified two
Actinobacteria families that was most abundant at site C. Sequences from the genus
Mycobacterium of the Actinobacteria family, Micobacteriacea, was the most abundant
at site C. This genus is known to live in contaminated sites and to degrade BTEX as

well as more complex aromatic substances [27]. Sequences from the Family
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Micrococcineae, were found in lower numbers but exclusively at site C. There is no
known relationship between this family and BTEX or other types of contaminants and
no reports of the degradation capacity of this family. Despite this, our findings suggests
an adaptive advantage of this family to the environment at site C and it may be a family
with an previously unidentified potential to degrade aromatic hydrocarbons.

The largest number of sequences overall was identified from the Phylum
Proteobacteria. The Alphaproteobacteria family (Phlym Proteobacteria) were more
abundant at site S1 and is known to be found/common in? non-contaminated sites [28,
29]. Our results confirms these findings, but we also identified families at site C,
among them family Phylobacteriacea. The higher abundance suggests an adaption to
contamination at site C. Within the family Phylobacteriacea, the genus Parvibaculum
have been reported to be able to deal with PCBs (polychlorinated biphenyl), coding for
oxygenases that PCBS. Because oxygenases are known to be promiscious in terms of
their substrates, this genus may also use the xylenes and toluene at site C to produce
energy, as away to to survive and thrive in this site [30, 31]. Without a doubt, the most
important result was the finding of the sequences related to the family
Bradyrhizobiaceae, of which the genus Bradyrhizobium was the most highly
represented. This genus is found in the soil [32]. Although this genus is not known to
directly degrade aromatic compounds, it has been found in contaminated sites [4].
More recently, a study on the evolution of a microbial community in contaminated soil
showed that there was an increase in the number of sequences identified as
Bradyrhizobium [33].

Within the class Gammaproteobacteria sequences from the families Methylocaccaceae
and Chromatiaceae were found only in site C. Microorganims from the family

Methylocaccaceae are known to carry genes that code for unspecific monoxigenases
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that can degrade some types of aromatic rings [34] while microorganisms from the
family Chromatiacea are not known for their capacity to degrade aromatic substances.
The fact that sequences from both families were found exclusively at site C suggests a
possible relation with aromatic contaminants. Site S2, an uncontaminated site, had a
great abundance of sequences identified from the Enterobacteriaceae family. Among
the genera identified were Escherichia, Salmonella and Klebsiella, microorganisms
from which are known to cause diseases in humans [35-37]. These genera are already
known to live in soils and even associated with plants [38, 39]. Sequences from the
Enterobacteriacea family were found exclusively at site S2, they were found in high
numbers, the highest number of sequences for S2, and also one of the highest numbers
for any group. The sampling site was close to a poor community with no adequate
sanitary treatment. Contaminations due to leaks from residential wastes may be
contaminating the soil, changing the microbial community. This could explain the high
amount of sequences identified from Enterobacteriaceae family in our results. This
contamination of soil, besides creating diseases in the inhabitants, could also create
highly resistant pathogenic microorganisms and diverse genotypes [37, 40, 41].

In general, sequences from class Betaproteobacteria were found in higher relative
abundance at site C. Within this class, sequences from the genus Burkholderia, family
Burkholderiales, were the most interesing. Microorganimss from this genus are found
in soils and are known for their ability to degrade aromatic substances [42, 43]. We
could not identify significant differences in abundance between contaminated and non-
contaminated sites, apparently therefore this genus is wide spread in the region and
due to its ability to catabolize aromatic substances, it can compose the degradation
potential of soils in region. Several families were found exclusively, or in high

abundance at Site C. These were families Hydrogeniphilaceae, Neisseraceae and
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Rhodocyclaceae (class x) and families Desulfovibrionaceae, Geobacteriaceae,
Myxococcaceae  and  Syntrophobacteriaceae  (class  Deltaproteobacteria).
Microorganisms from these families have not been reported to degrade aromatic
substances, but they have been found in contaminated sites in association with

microorganisms known to degrade aromatic substances [3, 44-48].

Metabolic identification of toluene and xylenes degradation through sequence
comparison

Our experimental design allowed us to identify genes related to aromatic degradation
by comparing metagenomic sequences with several databases. Our soil analysis
showed that xylenes and toluene were present; our study therefore began with the
identification of genes associated with the degradation pathways of these aromatic
substances. It has been previously shown that environments that have not been known
to be contaminated have microorganims with degradation potential [31, 49]. Our study
was consistent with these results. Based on metabolic pathways on the KEGG database,
we were able to identify genes associated with different stages of degradation (see
additional files). The most important enzymes involved in aromatic degradation is the
oxygenases. These enzymes are responsible for initial steps of aerobic degradation,
breaking the molecular structure of aromatic rings and making them available for
oxidation and energy production [50]. To evaluate the capacity and diversity of initial
degradation steps of aromatic ring degradation of soils, operons coding for oxygenases
were compared with metagenomes. Our results showed that several operons associated
with the degradation process are present in all soils studied. The highest diversity of
degradation operons was found in site C, which is the site contaminated with toluene
and xylenes. This diversity at site C indicates a microbial community more adapted to
aromatic ring contaminants with an abundance of species that may be able to directly

catabolise toluene and xylenes. In terms of the sequences identified, sites C and S2 had
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more sequences related to degradation operons than site S1. About 35% of the
metagenomic sequences related to operons at sites S2 and C had high identity to
plasmid pWWO. This plasmid was first identified in Pseudomonas putida and carries
the genes xylA and xyIM, responsible for the degradation of toluene and xylenes [51].
This plasmid is known to be shared by conjugation between soil microorganisms,
conferring the ability to catabolize aromatic rings [52, 53]. The high pollution levels of
aromatic hydrocarbons in Cubatdo County, the finding of high number of sequences
related to pWWO plasmid, and the presence of the plasmid in several species known
to survive aromatic hydrocarbon contamination, we speculate that the plasmid is being
transferred between microorganims throught the region. Although the S2 site is not
known to be contaminated with aromatic hydrocarbons, it is near industrial and
contaminated areas and BTEX residues could indirectly affect the site studied,
explaining the pWWO plasmid sequences found at this site. In addition, at Site 2 high
numbers of sequences from the genera Escherichia, Klebsiella and Salmonella were
found. Microorgamisms from these genera carry plasmids, are able to conjugate and
could be both a receptor and a reservoir of the pWWWO plasmid [54, 55]. This could
explain the higher percentage of this plasmid found in site S2. The most abundant
sequences found for site C, as site S2, was related to pWWO plasmid. This site is
contaminated and the presence of degradation genes was expected. What was not
expected was the massive presence of sequences from the genus Bradyrhizobium,
which has no proven aromatic hydrocarbon degradation capacities. However,
microorganisms from this genus have been found in increased abundance in soils
contaminated with BTEX [4, 33]and it has been previously shown they are able to
conjugate and incorporate the plasmid pWWO, but are unable to maintain the plasmid

within the cell in vitro conditions [56]. We hypothesize that the contamination of the
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site has exerted strong selective pressure on local microorganisms and that surviving
Bradyrhizobium species at site C may be able to maintain the p®WWO plasmid..

Study of conserved domains indicating BTEX degradation potential

In an attempt to deepen our study of the BTEX degradation potential in soils, we
compared the PFAM domains present in genes composing the operons. We identified
18 PFAM domains, six of which are known to directly modify aromatic rings found in
hydrocarbons. These domains are responsible for attacking the aromatic ring and are
the active sites of the oxygenase enzymes. Since these domains are shared between
operons that degraded different kinds of aromatic ring hydrocarbons and are conserved
among these operons, a study focused on the conserved PFAM domains was developed
to identify and compare the degradation potential of different soils studied. The
conserved domains comparison through HMMs take into consideration the positioning
of amino acids in the sequencing and not a simple word comparison like BLAST. This
feature could identify sequences with degrading potential even in sequences not present
in database deepening the degradation potential identification. The study revealed
conserved domains in the three sites studied following the previous results found and
the site with higher sequences identified was site C also corroborating our previous
results. This method revealed three times more conserved domains compared to site
S1, the second in degradation domains abundance. The two most abundant domains
found was the ring hydroxylation subunits alpha and beta, the two subunits of
dioxygenases which are known to degrade several types of aromatic rings [57]. The
higher number of these sequences for site C indicates a microbial community adapted
to aromatic hydrocarbons contaminants. To support our analysis, the method developed
to identify aromatic hydrocarbon degradation potential was used with four

metagenomes from public databases. Our approach identified degradation potential in
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all the metagenomes except for the VCU metagenome, which worked as our negative
control. The VCU contains genetic material from microorganisms living in human
beings females’ vagina. This microbial community is a very specific and specialized
group of microorganisms that have never been in contact with any kind of aromatic
hydrocarbon. Due to the habitat that these microorganisms live, the presence of
degradation domains were not expected. The absence of degradation domains
s[58]howed for this metagenome means that our method can identify specific domains
responsible only for aromatic hydrocarbon degradation, which proved the metabolic
identification capacity by conserved degradation domains.

The Ice metagenome [59] had the lowest abundance of degradation domains. This
metagenome comes from a glacier locate in Germany and no evidence of aromatic
hydrocarbon contamination was reported by the authors. Assuming the contamination
free for the glacier, the domains found indicate the intrinsic degradation capacity
already reported for uncontaminated sites. This degradation potential was reported in
frozen soil studies when contamination occurs. Some kind of resistant and degradation
active microorganisms can survive promoting an intrinsic bioremediation [58].
Refinery metagenome also presented low numbers of aromatic degradation domains.
Although the refinery metagenome had contact with aromatic hydrocarbons, this
metagenome belongs to a microbial community from a contaminated wastewater and
due to the water environment the oxygen can be a limiting factor making difficult the
uptake of oxygen and the development of aerobic aromatic hydrocarbon degradation
microorganisms [60]. The wastewater was contaminated with several kinds of aromatic
hydrocarbons and the higher diversity of domains found for this metagenome indicate
several kinds of metabolisms to deal with different contaminants. In uncontaminated

soils, we also could find degradation domains. Although we cannot say if the numbers
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found are high or low, we know that our metagenomes S1 and S2 are situated in a high-
polluted area and contamination from other places could affected the sites studied
increasing the number of microorganisms capable to deal with aromatic substances
increasing the basal degradation potential. Similar reasoning can be applied for Waseca
metagenoma. This metagenome has its source in the upper layer of agriculture soil
[61]. This kind of soil many times is affected by pesticides, which have aromatic rings
in its composition and can be degraded by microorganisms[62]. Put together these
considerations, we believe that degradation domains found for soils studied can be
higher than a regular soil due to more contact to aromatic xenobiotics.

Identification of sequences related to degradation domains.

Sequences with high similarity to PFAM conserved degradation domains were
compared with prokaryotes genomes from the NCBI database. This was in order to
identify the genera containing degradation domains, and to identify a microbial
community structure with aromatic degradation potential. When used as a query in a
BLAST against the NCBI database, the majority of sequences did not show any identity
to any sequences and were grouped in No hits node in the taxonomy structure (Fig. 6).
This result suggests that the majority of sequences identified belonged to unknown
microorganisms but had degradation potential. For those sequences that were identified
in the database a taxonomy regarding the degradation potential was constructed. The
genera identified as degradation domain holders were checked in literature regarding
degradation activity to confirm ours results (Table 2). Through this confirmation, we
could measure the accuracy of the degradation potential. We could identify 20 genera
comparing sequences with database which 10 had its aromatic degradation proved, 7
were found in contamination sites marked as potential degrader and 3 were not related

to any contamination. These 3 genera holds the degradation domains and could be
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candidates to a deep investigation regarding aromatic degradation. The search for
degradation activity in genera identified using conserved domains showed a high
accuracy of the method. The major genera found was linked with aromatic xenobiotics
what endorse the others unidentified sequences to belong to microorganisms capable

to degrade aromatic hydrocarbons.

Conclusions
The direct DNA sequencing evaluation done for three soils located at one of the most

polluted region in the word was able to point differences both in microorganisms’
diversity and in metabolism. Different genera and relative abundance showed for soils
studied indicated microorganisms capable to deal with aromatic contamination mainly
in site C, which was contaminated with toluene and xylenes. We could identify
exclusive groups capable to degrade aromatic hydrocarbons and confirm the adaptation
of the microbial community to the contamination developing the study in situ.

Due to our sequencing approach, we could evaluate the metabolism of toluene and
xylenes identifying the genes related to each degradation pathway. We showed an
intrinsic degradation potential for all sites studied and a higher diversity for site C,
which had the contamination history. In an attempt to explore deeply the presence of
degradation capacities of soils microbial community, we developed a study based on
PFAM conserved domains and HMMs search. However, through this method, we
could find sequences with aromatic degradation potential even if the sequences
belonged to unknown microorganisms. We could disengage the simple sequence
comparison to identify degradation metabolism with the search for active conserved
domains, what resulted in more sequences identified and a better resolution of the
degradation potential when compared with different soils. Furthermore, we were able

to identify the sequences in prokaryotic database suggesting a taxonomic structure with
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the identification of microorganisms with potential and proved degradation activity.
This result showed the accuracy of the method developed to identify microorganisms
related to degradation, which supports the relation of unidentified sequences with
unknown microorganisms with aromatic degradation potential. Although this method
cannot identify unknown microorganisms, it proved to be a good method to evaluate
the degradation potential of aromatic hydrocarbons focusing environmental microbial
communities what can be expanded to others metabolic functions of interest in an in

situ approach.

Methods

Sampling and DNA extraction
Samples were taken from an area around Cubat&o city in the Séo Paulo state of Brazil

at three points; S1 (GPS location 23°54°14.2°’S; 46°25°47.1”’W), S2 (GPS location
23°50°48.3” S; 46°24°57.1’W) and C (GPS location 23°51°57.0°’S; 46°26°15.1”’W).
Approximately 100 grams of soil was collected at each site and immediately frozen in
liquid nitrogen. Samples were then transferred to -80°C until used. Total DNA was
extracted from aliquots of the frozen samples (0.5 to 2.0 grams) using the E.Z.N.A.
Soil DNA kit (Omega Bio-Tek) according to the manufacturer’s manual. After
extraction, sample concentration was measured in a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (Thermo Scientific Inc.) and sample integrity visualized by 0.8%
agarose gel electrophoresis. The extracted DNA was allocated and stored at -80°C until

sequencing.

Soil analysis

To assess contamination, 2 grams from sites S1 and C were transferred to vials and

pre-extraced using aromatic hydrocarbon and 300 rpm orbital agitation at 60°C for 2
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minutes, followed by alternating 10 seconds of agitation and 4 seconds resting.
Samples were extracted from the air phase using a Black 75 pm Carboxen/PMDS fiber
and 250-rpm orbital agitation for 10 minutes at 60°C. The sample was desorbed in a
gas chromatographer (Varian 450 GC) coupled with a mass spectrophotometer (Varian
240 S) ion trap detector. The sample was loaded, left standing for 90 seconds and then
processed at 60°C for 1 minute. The temperature was then increased 5°C per minute
until 150°C and kept at this temperature for 21 minutes. Finally, the temperature was
increased at 10°C intervals until it reached 250°C and then kept at this temperature for
2 minutes. Helium was used as the carrier gas at 1 ml per minute flow rate and a VF
5MS column was used for the sample analysis.

Sequencing and microbial identification

Sequencing was performed using the GS FLX (Roche) technology. DNA preparation
and library construction were carried out according to manufacturer’s instruction. Each
micro titer plate was divided in two gaskets and one gasket was used for each sample.
Duplicated sequences were removed through the replicates program [63]. Sequences
sharing more than 5 identical initial bases with other sequence and greater than 95%
identity were considered replicates and clustered. The longest sequence from each
cluster was used for classification. We compared unique sequences against prokaryotic
genomes from NCBI [64] using the BLASTN [65] program. against prokaryotic
genomes. Sequences used for forward analysis presented an e-value 1e-10 or less, 300
bp minimum length and at least 80% identity. Sequences were identified in prokaryotes
genomes database of NCBI with an e-value 1e-10 or less, 300 bp minimum length and
at least 80% identity. The BLASTN output including the selected sequences were

classified using the MEGAN [66] program with default parameters.
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Metabolic identification of BTEX degradation
Functional identification was based on the Uniprot/Swissprot [67] and KEGG database

[68]. All sequences with related to the xylene and toluene degradation pathways, based
on EC numbers, were retrieved from the Uniprot/Swissprot database.
Uniprot/Swissprot protein sequences were compared to our conceptually translated
unique sequences using the BLASTP program [65]. Sequences with greater than 60%
similarity to Uniprot/Swissprot sequences related to xylene and toluene degradation
pathways were also identified in the KEGG metabolic pathway database.

Initial toluene and xylenes degradation steps analysis was based on the BIONEMO
database. Operons associated with the beginning of each degradation pathway were
found in BIONEMO database [69]. The corresponding sequence of all the operons
associated with the initial steps of toluene and xylenes degradation were retrieved from
the NCBI database The identification numbers of sequences used for this analysis are
AB024741.1; AJ344068.1; L40033.1; U04052.1; AF019635; U15298.1; M65106.1,
J04996.1; GQ884177.1; AF319657.1; AJ005663.3 e AJ012090.1. These operons were
compared against our metagenomes through BLASTN and metagenomic sequences
with at least 80% identity, 100 amino acids length an e-value equal or below 1le-10
were used for identification.

In order to identify conserved domains associated with BTEX degradation, fourteen
operons associated with BTEX degradation were identified in the BIONEMO database.
All operons previously identified as well as operons AB120956.1 and AB120955.1
with ethyl-benzene degradation capacity were used. Eighteen unique Pfam [70]
domains were found in these operons of which six were chosen for comparison against
metagenomes because they are associted with the modification of aromatic rings which
are found in BTEX compounds. The Pfam domains used were phenol hydroxylase

subunit (PF06099); methane, phenol, toluene hydroxylase (PF02332); phenol
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hydroxylase conserved region (PF04663); toluene-4-monooxygenase system protein B
(TmoB) (PF06234); ring hydroxylating alpha subunit (catalytic domain) (PF00848)
and ring hydroxylating beta subunit (PFO0866). Each Pfam domain was compared
against the translated metagenomes through HMMs search using HMMER [71] and
sequences with an e-value equal or lower than 1le-10 were count. The comparison
included metagenomic sequences from sites C, S1 and S2 as well as an additional four
metagenomes. They were Waseca (AAFX00000000); Refinery (SRX038779; Ice
(SRX000607); and VCU (SRR49666). These metagenomes were chosen because they
had produced using a similar approach to ours and were sequenced using the GS FLX
platform, like our sequences.

Sequences with an evalue equal or lower than 1e-10similarity with the domains chosen
were used for further taxonomic classification. They were used as queries in a
BLASTN against the prokaryotic sequence database at NCBI. Sequences with an e-
value equal or less than 1e-10 and at least 50 amino acids long were used for taxonomic

identification of sequences using the software MEGAN [66].
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Analysis of aromatic hydrocarbon contamination through CG-MS method. The graph
A indicates the presence of toluene and xylenes in soil from site C. The graph B
shows the profile for site S1. No peak is observed indicating no contamination of this
site with aromatic hydrocarbons.
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Figure 2 - Phyla identification and relative abundance of sequences
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Figure 3 - Actinobacteria sub-groups
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Figure 4 - Proteobacteria sub-groups
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Figure 5 - Families most represented
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Figure 6 - Toluene and xylenes degradation operons
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genes. Each operon directs the degradation to one of the pathways showed. The boxes

in front of operons’ genes indicates the soil where the operon was found.
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Figure 7 - Distribution of conserved domains related sequences
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Tables
Table 1 - Accounting of metagenomic sequences
C S1 S2
Number of sequences ‘ 598,041 578,478 533,697
Average size ‘ 521 527 487
De-replicated sequences ‘ 432,288 238,766 485,022
Identified sequences ‘ 7,214 1,365 3,760

Overall information about sequences from pirossequencing method.
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Table 2 - Activity confirmation of identified conserved domains holders

Degradation

Genera Activity Reference
Gordonia Proved [72]
Mycobacterium Proved [27]
Rhodococcus Proved [45]
Frankia Potential [73]
Geodermatophillus Potential [74]
Roseiflexus
Koribacter
Bradyrhizobium Potential [33]
Rhodopseudomonas Proved [75]
Methylobacterium Potential [76]
Parvibaculum Potential [31]
Sphingomonas Proved [77]
Bordetella Potential [78]
Burkholderia Proved [42]
Cupriavidus Proved [79]
Verminephrobacter
Thauera Proved [80]
Klebsiella Proved [81]
Acinetobacter Potential [6]
Pseudomonas Proved [30]

The table shows the genera identified for sequences with conserved degradation
domains similarity. The sequences were identified in NCBI prokaryotic genome
database. Genera with proved degradation activity are identified with the word
“Proved” in the table followed by the study that found the degradation activity. Genera
found in sites contaminated with aromatic hydrocarbon are identified with the word

“Potential” followed by the study which observed the genera.
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Additional files

Identification of degradation genes of toluene and xylene in KEGG databse
metabolic pathways
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The figure shows the genes found for sites S1, S2 and C related to toluene and xylenes degradation domains. The genes found in three sites studied

are represented
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