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RESUMO

A ocorréncia de 6leos biodegradados nos reservatorios de petrdleo, juntamente com o
isolamento das primeiras bactérias a partir destes ambientes, forneceu evidéncias de micro-
organismos ativos no subsolo profundo. Os micro-organismos, habitantes comuns de reservatérios
de petréleo, desenvolveram estratégias eficazes de biodegradacdo, baseados em sistemas
enzimaticos e vias metabdlicas especializadas, de maneira a acessar os hidrocarbonetos como
fonte de carbono e energia. No entanto, o conhecimento atual da diversidade microbiana e dos
processos metabdlicos envolvidos na biodegradagdo em reservatdrios de petrdleo ainda é
limitado, principalmente devido a dificuldade em recuperar a complexa comunidade microbiana
presente em tais ambientes extremos. Essa limitacdo imposta pelo uso de técnicas de cultivo
convencionais pode ser superada através do uso de abordagens independentes de cultivo, como a
metagenOmica, a qual permite o acesso ao potencial metabdlico dos micro-organismos nao
cultivados. Em trabalho prévio, uma biblioteca metagenémica fosmidial derivada de
enriquecimentos aerdbios e anaerdbios de petrdleo foi construida e avaliada para a capacidade de
crescimento microbiano em hexadecano como fonte de Unica de carbono. No presente estudo, foi
analisada a capacidade de biodegradacdo de hexadecano e fenantreno pelos clones selecionados
dessa biblioteca através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
As andlises que se sucederam tiveram como objetivos a identificacdo e caracterizacdo das
sequéncias metagenomicas responsaveis pela biodegradacdo de hidrocarbonetos. A estratégia de
clonagem aleatéria “shotgun” seguida de sequenciamento dos clones foi utilizada para determinar
a sequéncia inteira dos insertos fosmidias que mostraram relevantes capacidades de
biodegradagdo. Cerca de 30 kb de sequéncia foram montados para o fosmideo 1A (91% de
degradac¢do do hexadecano e 5% do fenantreno) e 37 kb para o fosmideo 2B (98% de degradacdo
do hexadecano e 44% do fenantreno), e em cada um foram reconhecidos 23 ORFs e 40 ORFs,
respectivamente. As proteinas putativas foram identificadas por comparacdo das sequéncias de
aminodcidos deduzidas. Varias proteinas envolvidas na degradacdo aerdbia e anaerdbia de
diferentes compostos de hidrocarbonetos foram encontradas. As sequéncias que codificam estas
enzimas ndao mostraram-se agrupadas em clusters completos de degradagdo, semelhantes aos
encontrados nas bactérias degradadoras de hidrocarbonetos conhecidas. Os fragmentos
metagenOomicos continham apenas subconjuntos de genes pertencentes a varias vias, mostrando
novos arranjos génicos. Esses resultados reforcam o potencial da abordagem metagendmica para
a prospeccdo e elucidacdo de novos genes e vias metabdlicas, contribuindo para uma visdo mais

abrangente dos processos de biodegradagdo que ocorrem nos reservatoérios de petréleo.



ABSTRACT

The occurrence of biodegraded oil in petroleum reservoirs, along with the isolation of the
first bacteria from such environments, provided evidence for active microorganisms in the deep
subsurface. Microorganisms are common inhabitants of petroleum reservoirs and they may have
effective biodegrading strategies, based on specialized enzyme systems and metabolic pathways,
as a form to access hydrocarbons as carbon and energy sources. However, the current knowledge
of the microbial diversity and metabolic pathways involved in hydrocarbon biodegradation in
petroleum reservoirs is still limited, mostly due to the difficulty in recovering the complex
community present in such extreme environments. This limitation imposed by conventional
culturing techniques can be circumvented by the metagenomic approach, which is a culture-
independent molecular method that allows the access to the metabolic potential of previously
uncultured microorganisms. In a previous work, a metagenomic fosmid library derived from
aerobic and anaerobic petroleum enrichments were constructed and screened for the detection of
microbial growth on hexadecane as sole carbon source. In this study, the biodegradation abilities
on hexadecane and phenanthrene of selected clones were analyzed using Gas Chromatography —
Mass Spectroscopy (GC-MS) and subsequent analyses aimed at the identification and
characterization of metagenomic sequences responsible for the hydrocarbon biodegradation. The
shotgun sequencing approach was used to determine the whole insert sequence of two fosmid
clones showing different and relevant biodegradation capacities, FOS1A (91% hexadecane and 5%
phenanthrene degradation) and FOS2B (98% hexadecane and 44% phenanthrene degradation).
About 30 kb in sequence were assembled for the fosmid 1A and 37 kb for fosmid 2B, and 23 ORFs
and 40 ORFs were recognized in each one, respectively. Putative proteins were identified by
comparison of deduced aminoacid sequences. Several proteins involved in the degradation of
different hydrocarbon compounds by aerobic and anaerobic pathways were found. The sequences
coding these enzymes were not grouped together into complete clusters of degradation pathways
similar to those already described in known hydrocarbon degrading bacteria. The metagenomic
fragments contained only subsets of gene belonging to different pathways, showing novel gene
arrangements. The results obtained in this study reinforce the potential of the metagenomic
approach for the prospection and elucidation of new genes and pathways, contributing to a

broader perspective of the biodegradation processes that take place in petroleum reservoirs.
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1. INTRODUCAO

A biodegradacao do petrdleo e produtos derivados tem sido de enorme interesse para os
cientistas ao longo do tempo. A maioria das pesquisas dedicadas a compreensdao dos danos
associados a este fendmeno foi feita entre os anos 50 e 70. No entanto, atualmente a degradacao
de hidrocarbonetos e suas implicacdes sao uma questdo urgente mundial.

Estudos realizados em reservatérios de petrdleo tém evidenciado que parte da comunidade
microbiana associada a este tipo de ambiente é representada por bactérias e arquéias de
distribuicdo geografica bastante ampla, e que diversos destes organismos tém potencial para
transformar compostos organicos e inorganicos, atuando na interface 6leo-dgua dos reservatérios
(Coates et al., 1997; Korda et al., 1997).

Comunidades microbianas em petréleo vém sendo extensamente estudadas nos ultimos
anos, principalmente, no que diz respeito a capacidade de degradar ou biotransformar
componentes especificos do dleo (Leahy e Colwell, 1990; Bressler e Fedorak, 2001). A diversidade
dos microrganismos detectados em amostras de petréleo inclui grupos de bactérias e arquéias
aerdbias, anaerdbias facultativas e microaerdfilas, sendo sugerido que esses microrganismos sao
introduzidos nos reservatérios através da infiltracdo de d&guas superficiais, decorrente de
caracteristicas geoldgicas locais ou dos sistemas de injecdo de agua para exploracdo (Magot et al.,
2000).

Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas, sabe-se que apenas uma pequena
fracao da diversidade microbiana presente na natureza, pode ser hoje cultivada em laboratério
(Amann et al., 1995). Metodologias moleculares desenvolvidas nas ultimas décadas (extracdo de
acidos nucléicos, amplificagdo por PCR, clonagem e sequenciamento de DNA) tém sido otimizadas
e adaptadas para superar as limitagdes impostas pela abordagem cldssica de estudo de
populagdes microbianas, evitando o isolamento e cultivo dos microrganismos. A utilizagdo destas
metodologias vem permitindo uma avaliagdo mais precisa da diversidade microbiana no ambiente
e a descoberta de novos grupos de organismos, nunca antes cultivados (Hugenholtz et al., 1998).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo estudos independentes de
cultivo que visam a contribuir a um melhor entendimento dos micro-organismos e processos
bioldgicos que acompanham a biodegrada¢cdo em reservatdrios (Projeto PETROBRAS “Estudos
metagendmicos da biodegradagdo microbiana em reservatérios de petréleo”). Uma das
abordagens teve como objetivo a construgcdo de bibliotecas metagendmicas a partir de
enriquecimentos microbianos aerdbios e anaerdbios de petrdleo, e a subsequente triagem de
atividades enzimaticas dos clones, com especial interesse na degradacdo de hidrocarbonetos,

produgdo de biossurfactantes e de enzimas hidroliticas. Uma coleg¢ao de cerca de 31.000 clones ja
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foi obtida, sendo que os resultados preliminares revelaram a presenca de genes de degradacdo de
hidrocarbonetos através de ensaios funcionais. Estes resultados precisam ser estudados com
maior detalhe a fim de avaliar a capacidade degradadora dos clones, e de caracterizar a estrutura
e a diversidade dos genes de degradacdo de hidrocarbonetos em reservatdrios de petrdleo
brasileiros.

Os resultados do projeto citado acima representam uma contribuicdo inovadora com
relagdo as estratégias de pesquisas de mecanismos de degradacdo em reservatdrios de petréleo e
serviram como base para delinear o propésito do presente trabalho. Este envolveu a
caracterizacdo estrutural e funcional de genes envolvidos na degradacdao de hidrocarbonetos
derivados do metagenoma microbiano originado de reservatérios de petrdleo brasileiros. Cabe
ressaltar que este representa um estudo inédito nestes ambientes e vém abrir fronteiras para uma
compreensdo mais abrangente dos processos biogeoquimicos responsaveis pela degradagdo do

petréleo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.0 petréleo

7

O petrdleo cru é uma mistura complexa e heterogénea contendo dezenas de milhares de
compostos organicos quimicamente distintos (Fernandez-Lima et al., 2009). Geralmente sdo
agrupados em quatro fragdes de acordo com sua solubilidade em solventes organicos:
hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos aromaticos, resinas e asfaltenos. Até recentemente,
o interesse na caracterizacao rapida e precisa do perfil quimico dos componentes do petréleo cru,
motivado pela importancia deste recurso na industria em fung¢do do custo crescente do barril de
Oleo e pela preferéncia do mercado por d6leos leves cada vez mais esgotados, entre outros
aspectos, vem permitindo estudos mais completos para a determinacdo da complexa composicdo
do petrdleo. Andlises através de espectrofotometria de massas de alta resolucdo tém revelado a
identificacdo de mais de 17.000 compostos quimicos distintos (Marshall e Rodgers, 2004).

A composi¢do do petréleo também é descrita em termos da proporc¢do de (1) hidrocarbonetos
saturados, como os alcanos (compostos de carbono e hidrogénio unidos por ligacGes simples), os
isoalcanos e cicloalcanos, (2) hidrocarbonetos aromaticos e (3) compostos ndo hidrocarbonetos
contendo oxigénio, nitrogénio, e enxofre (Magot, 2005). Os alcanos, dependendo da fonte de
petrdleo bruto, constituem cerca de 20 a 50% do petrdleo. Os n-alcanos com menos de 5 dtomos
de carbono sdo gasosos em condicdes de temperatura e pressdao normais, enquanto aqueles que
possuem de 5 a 15 atomos sao liquidos e os com mais de 15 atomos variam de liquidos a sdlidos.
Os hidrocarbonetos aromaticos sdo compostos que apresentam o anel aromatico (benzeno),
aqueles com mais de um anel sdo chamados de naftaleno (2 anéis) e fenantreno (3 anéis). O
tolueno, com apenas um nucleo benzénico, é o composto aromatico mais comum no petrdleo,
seguido pelo xileno e benzeno. Finalmente, os ndo hidrocarbonetos sdo compostos que possuem
outros elementos além do carbono e hidrogénio, denominados heterodtomos. As resinas e
asfaltenos sdo exemplos deste grupo, apresentam alto peso molecular e sdao pouco solliveis em

solventes organicos (Petroleum Geoscience Technology - www.pgt.com.br).

2.2.0 reservatorio de petréleo

Na atualidade, as reservas mundiais de petrdleo (Figura 1) sdo dominadas por depdsitos que
tém sido degradados microbiologicamente ao longo do tempo geoldgico e representam a
manifestacdo mais dramatica da existéncia de biosfera profunda (Head et al., 2010). Apesar da
ocorréncia generalizada de reservatoérios de petrdleo biodegradados pelos processos microbianos,
a compreensdo da degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo em reservatérios de petréleo
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continua sendo um grande desafio. Até hoje nenhum micro-organismo anaerdbio degradador de
hidrocarbonetos foi isolado diretamente de reservatdrio de petréleo degradado, prevalecendo os

paradigmas relacionados com os processos de biodegrada¢do em reservatdrios (Head et al., 2010).

267 bn bbl

110 bn bbl

30 bn bbl

Figura 1. Reservas comprovadas de petréleo no mundo. 1 bn bbl -> 1000 milhdes de barris de petrdleo.
Fonte: CIA — Factbook do mundo em 2009 (https://www.cia.gov/library/publications/the-world-
factbook/rankorder/2178rank.html)

Os efeitos da biodegradacdo na composicdo molecular e propriedades fisicas do petréleo sdo
relativamente bem conhecidos (Head et al., 2003). Os dados a partir de éleos biodegradados
indicam que os hidrocarbonetos do petréleo sdo biodegradados sequencialmente, na ordem: n-
alcanos, alcanos monociclicos, alquil-benzenos, alcanos isoprendides, alquil-naftalenos, alcanos
biciclicos, esteranos e hopanos (Sun et al., 2005; Cunha et al., 2006). Entretanto, os mecanismos
envolvidos no processo de biodegradacdo do petréleo nos reservatdrios profundos, assim como o
envolvimento de micro-organismos, as vias pelas quais eles utilizam os compostos do éleo e as
condicBes sob as quais eles crescem, ainda permanecem pouco compreendidas (Roling et al.,
2003; Cunha et al., 2006; Head et al., 2010).

As alteragdes fisico-quimicas do éleo durante o processo de degrada¢do microbioldgica nos
reservatdrios incluem a diminui¢do no conteddo de hidrocarbonetos saturados, o consequente
incremento de compostos polares, como resinas e asfaltenos, e o incremento da densidade,
viscosidade e teor de enxofre e acidez, resultando na transformacdo de éleos leves em éleos mais

pesados (Figura 2). Os 6leos pesados tornam mais dificeis as operag¢des de producdo que os éleos
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leves, pois leva a problemas de corrosdo e complicagGes no refino, transporte e processamento do
petréleo. Juntas, essas mudangas na qualidade do dleo tém implicacbes econOmicas negativas
para a producdo e operacgGes de refino do petréleo (Réling et al., 2003; Head et al., 2003; Cunha et

al., 2006). . )
) Oleos leves Oleos pesados

m Resinas Asfaltenos

m Aromaticos m Saturados

Figura 2. Propor¢do da composicio de hidrocarbonetos em odleos leves e pesados. Fonte:
http://www.geochembio.com/ecology/petroleum/about-petroleum.html

A avaliacdo do risco de encontrar reservatérios de petrdleo degradados, e, portanto, menos
rentaveis durante a exploracdo requer a previsdo do grau de biodegradacdo que pode ser
esperado em um reservatorio e dependerd do conhecimento da microbiologia da degradacdo de
hidrocarbonetos em reservatdrios, dos micro-organismos envolvidos, das vias pelas quais eles
utilizam os componentes do petrdleo e as condicbes em que vivem (Réling et al., 2003).

Na atualidade, os estudos da degradagdo de hidrocarbonetos na industria do petréleo sdo
motivados nao sé pelas complicagdes econOmicas da biodegradagdo, mas também pelo
conhecimento da geoquimica dos reservatérios de petrdleo (biodegradagdo e acidificagdo do
6leo), pela biorremediacdo de locais contaminados e pela elucidagdo de novas reagdes
bioguimicas empregadas nas vias de degradagdo. Além disso, existe também o grande interesse
em biocatalise, pois varias reagdes enzimaticas especificas para compostos em vias de degradagao
individuais poderiam representar biocatalistas inovadores para aplicagGes industriais (Heider e
Rabus, 2008) e sua possivel aplicagdo na recuperagdo melhorada do petréleo - MEOR (Magot,
2005).

2.3.Diversidade microbiana em reservatorio de petréleo

Desde a primeira observacdao de micro-organismos vidveis em aguas de campo de petréleo
(Bastin et al., 1926), tem havido um debate sobre a existéncia de uma microbiota autoctone em
reservatoérios de petréleo (Magot et al., 2000). A controvérsia tem sido sustentada em parte por
causa da dificil amostragem asséptica em reservatorios de petréleo profundos (Magot, 2005).
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Deste modo, os micro-organismos observados em fluidos de campos petroliferos poderiam ser
contaminantes introduzidos durante as operac¢des de perfuracdo e/ou durante a recuperacdo da
amostra, ou de material desprendido do biofilme que cresce nas tubulagdes instaladas. Outra
razdo para o ceticismo é a pratica comum de injecdo de dguas superficiais ou reinjecdo das aguas
de formacgdo naturais (para manter a pressdo do reservatério para a producao de petréleo), o que
levaria a introducdo de micro-organismos durante a injecdo e, portanto, ndo constituiriam
espécies autdctones (Foght, 2010).

O reservatdrio de petrdleo é considerado um ambiente extremo, onde as condi¢des de alta
temperatura, pressao, salinidade e anaerobiose também sdo consideradas como indspitas para a
atividade microbiana. Sé até a recente descoberta de oxidagdao anaerdbia de hidrocarbonetos e
com o aumento da consciéncia da capacidade dos micro-organismos para colonizar ambientes
extremos, ficou claro que os micro-organismos poderiam sobreviver e alterar o petréleo nas
condicOes anaerdbias dos reservatorios. Na atualidade, o uso de técnicas de amostragem e de
cultivo mais sofisticadas e adequadas junto com a aplicacdo de técnicas de biologia molecular a
campos petroliferos tem levado a dissipar a teoria do subsolo profundo estéril (Foght, 2010). Pelo
contrario, tem ficado claro que muitos reservatdrios de petréleo abrigam micro-organismos
autéctones, como os géneros Petrotoga e Geotoga que sdo isolados exclusivamente de
reservatdrios de petrdleo (Birkeland, 2004).

Em um estudo inicial, Bernard e colaboradores (1992) examinaram 66 amostras de d4gua
conata (ou seja, a agua retida nos poros e fissuras da rocha desde a sua formacdo sedimentar ou
vulcano-sedimentar) de 24 campos de reservatdrios de petrdleo geograficamente distantes. Os
autores enumeraram 0s micro-organismos totais usando microscopia de epifluorescéncia e o
numero de células vidveis em cultivo usando seis meios aerdbicos e anaerdbicos ajustados as
condicBes quimicas in situ e temperatura. Eles descobriram que (1) o nimero de células diminui
com o aumento da salinidade e temperatura, (2) os micro-organismos do reservatorio sdo, em sua
maioria, anaerdbios (redutores de sulfato, fermentadores e metanogénicos), geralmente de
espécies e géneros ndo descritos, e (3) campos petroliferos geoquimicamente distintos abrigam
comunidades especificas de micro-organismos, as quais variam de acordo com as condi¢bes do
reservatdrio, possivelmente através de sele¢do natural ou da histdria de deposicdo (Head et al.,
2010).

Mesmo sendo controvertida a evidencia de quais micro-organismos seriam realmente
autéctones dos reservatérios de petrdleo e quais produtos de contaminagdes, uma grande
variedade de grupos taxondmicos microbianos tem sido identificada em reservatérios de petrdleo
geograficamente distantes usando técnicas de estudo convencionais adaptadas as condicdes in
situ do reservatério, como descrito por L'Haridon et al. (1995), Grassia et al. (1996) e revisados por
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Magot et al. (2000), ou estratégias moleculares combinadas com métodos dependentes de cultivo,
como reportado por Orphan et al. (2000). Os grupos fisioldgicos e espécies encontrados nesses
estudos incluem bactérias redutoras de sulfato (Deltaproteobacteria, Firmicutes e
Thermodesulfobacterium) e arqueias (Archaeoglobus), bactérias fermentadoras (Firmicutes,
Thermotogae, Synesgistes, Spirochaetes) e as arqueias (Thermococcus, Pyrococcus), redutores de
ferro  (Gamaproteobacteria, Bacteroidetes, Deferribacteres, Firmicutes, = Thermotogae,
Thermococcus), redutores de nitrato (Betaproteobacteria, Gamaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria, Deferribacteres, Firmicutes), homoacetogenicas (Firmicutes) e arqueias
metanogénicas (Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanobacteriales, Methanosarcinales)
(Head et al., 2010). O inventdrio de micro-organismos de campos petroliferos continua crescendo

(Ollivier e Magot 2005).

2.4.Degradacido microbioldgica do petréleo nos reservatérios

Durante muito tempo, o mecanismo considerado para a biodegradacdo do déleo nos
reservatdrios de petréleo foi o metabolismo microbiano aerdbio utilizando o oxigénio dissolvido
carreado pelas aguas metedricas. Esse mecanismo foi amplamente aceito apesar do fato de que o
oxigénio provavelmente seria consumido pela oxidacdo da matéria organica e a reducdo de
minerais nos sedimentos superficiais, e, portanto, seria muito improvavel que esse oxigénio
alcancasse os reservatoérios de petréleo profundos (Head et al., 2010).

Nos anos recentes, a capacidade evidenciada dos micro-organismos de degradar componentes
do petréleo anaerobicamente e a deteccdo de metabdlitos resultantes da degradacdo em auséncia
de oxigénio mostraram ser informacgGes valiosas na determinacdo dos processos envolvidos na
degradacdo do dleo nos reservatorios de petréleo. Por exemplo, os micro-organismos nas
condicGes anaerdbicas poderiam utilizar uma grande variedade de aceptores finais de elétrons,
incluindo a reducdo de ferro, de sulfato, de nitrato, fermentacdo e metanogénese (Roling et al.,
2003), as quais tém sido demonstradas em sedimentos superficiais e em culturas puras ou
enriquecimentos em laboratérios (Widdel e Rabus, 2001).

Entre os principais parametros fisico-quimicos que limitam a degradacdo nos reservatorios de
petréleo, encontra-se a temperatura, pois tem sido repetidamente observado que a
biodegradacdo ndo ocorre em reservatérios de petrdleo com temperaturas in situ acima de 80 e
90 °C, e as maiores degradagGes ocorrem em reservatorios mais frescos e superficiais (Magot,
2005). A alta salinidade é outro fator potencialmente limitante, especialmente em combinacdo

com a temperatura (Grassia et al., 1996). A pressdo parece ser o fator menos limitante, exceto
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pelo fato de que pode selecionar certos tipos fisioldgicos e influenciar o pH das 4guas porosas,
aumentando a dissolugdo de CO, (Magot et al., 2000; Foght, 2010).

Embora o conhecimento dos reservatérios de petréleo biodegradados tenha avancado
consideravelmente nos ultimos anos, a compreensao dos processos envolvidos, dos organismos in
situ responsdveis e da anadlise quantitativa dos fatores que controlam a biodegradacdo em

reservatdrios de petrdleo ainda estd longe de ser completa (Head et al., 2010).

2.5.Degradacao microbioldgica de hidrocarbonetos

Micro-organismos com capacidade de degradar alcanos estdo amplamente distribuidos no
ambiente e tém sido isolados de locais contaminados ou ndo com hidrocarbonetos (Marchant et
al., 2006). Os organismos superiores podem oxidar parcialmente alguns hidrocarbonetos, ao passo
gue micro-organismos podem degradar completamente hidrocarbonetos da maioria das classes,
incluindo alcanos, alquenos, alquinos e aromaticos. Tal degradacdo pode ocorrer aerobicamente
com oxigénio, ou anaerobicamente com nitrato, ion férrico, sulfato ou outros aceptores de
elétrons (Widdel e Musat, 2010).

No Dominio Bacteria, quase todos os isolados degradadores pertencem as Classes alfa, beta, e
gama Proteobacteria e a Ordem Actinomycetales (van Beilen et al., 2003; Coleman et al., 2006).
No filo Firmicutes, os isolados de Bacillus e Geobacillus, e dentro do filo Deinococcus-Thermus, o
género Thermus tém sido encontrados como degradadores de alcanos (Marchant et al., 2006). Os
grupos, Flavobacteria e Sphingobacteria do filo Bacteroidetes-Chlorobi foram encontrados em
ambientes contaminados com petrdleo (van Beilen e Funholff et al., 2007). Dentre os eucariotos,
leveduras, fungos e algumas algas sdo conhecidos por crescer na presenca de alcanos (van Beilen
et al. 2003). Estudos ambientais tém demonstrado a abundancia de organismos degradadores de
alcanos, inclusive, alguns isolados marinhos parecem ser alcanotréficos obrigatérios, como
Alcanivorax borkumensis (van Beilen e Funholff et al., 2007). Estima-se em mais de 100 espécies
pertencentes a 40 géneros de bactérias, leveduras e fungos filamentosos capazes de utilizar um ou
mais tipos de hidrocarbonetos (Magot, 2005).

Por vdérias décadas esforgos significativos tém sido dedicados ao estudo da biodegradacdo de
poluentes organicos (Pieper et al., 2004). Sabe-se que tal degradacdo pode ocorrer tanto aerdbica
como anaerobicamente. Portanto, qualquer tentativa de visdao geral do metabolismo de
hidrocarbonetos em micro-organismos ndo é apenas confrontada com a diversidade quimica de
hidrocarbonetos e suas reatividades, mas também com varios estilos de vida microbiana.
Geralmente, o estudo é tratado em dreas de estudo separadas, como por exemplo, degradacdo de

hidrocarbonetos alifaticos vs. aromaticos, vias de degradacdo aerdbias vs. anaerdbias, fisiologia
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geral e vias metabdlicas vs. mecanismos enzimaticos e estruturas (Widdel e Musat, 2010). Mas
apesar desse tratamento separado, cada uma dessas areas lida com a mesma questdo central que

é o “desafio metabdlico” que representa a natureza dos hidrocarbonetos, que sdo compostos

Q-

apolares, desprovidos de grupos funcionais e, portanto, exibem baixa reatividade quimica
temperatura ambiente. Os hidrocarbonetos devem entdo ser ativados e, atualmente, é
reconhecida a existéncia de uma surpreendente diversidade de rea¢des de ativacdao que tem
evoluido em micro-organismos (Widdel e Musat, 2010).

Os mecanismos de ativacao de hidrocarbonetos sdao fundamentalmente diferentes em micro-
organismos aerébios e anaerdbios. Sob condi¢Ges aerdbias, o metabolismo de hidrocarbonetos é
sempre iniciado com o uso do oxigénio molecular como um co-substrato em reagdes de mono ou
dioxigenases que permitem a hidroxilagdo terminal e sub-terminal das cadeias de alcanos alifaticos
ou a mono ou di-hidroxilacdo dos anéis aromaticos (Boll e Heider, 2010). Na ativacdo anaerdbia de
hidrocarbonetos, algumas rea¢ées conhecidas incluem: (1) hidroxilacdo por enzimas que contém o
cofator molibdénio, (2) adicdo de fumarato por enzimas glicil-radical, (3) metanogénese reversa
envolvendo variantes da metil-coenzima M redutase, (4) metilacdo, (5) carboxilagcdo catalisada por
enzimas ainda ndo caracterizadas. O conhecimento destas enzimas varia grandemente, por
exemplo, a enzima de hidroxilagdo do etilbenzeno ja foi caracterizada estrutural e funcionalmente
(Boll e Heider, 2010), ao passo que o mecanismo de ativacdo inicial no benzeno é ainda
qguestionavel e para outros permanece desconhecido (Tabela 1).

Varios aspectos da degradacdo de poluentes precisam ser estudados para obter um panorama
detalhado dos processos de biodegradacdo no meio ambiente, a fim de otimizar e prever o

desempenho de micro-organismos que realizam a degradacao in situ (Pieper et al., 2004).
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Tabela 1. Mecanismos de clivagem das ligagGes de C-H e tipos de enzimas e co-fatores envolvidos na
ativacdo de hidrocarbonetos em bactérias anaerdbias. ReagOes e co-fatores com marcas de pontos de
interrogagao ndo foram identificados até o presente momento. Fonte: Boll e Heider, 2010.
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2.6.Mecanismos e genética da degradacdo microbiolégica de hidrocarbonetos

Os mecanismos enzimaticos envolvidos na degradacdo aerdbia de hidrocarbonetos por
bactérias tém sido extensivamente estudados por varias décadas (Boll e Heider, 2010). Os genes
que codificam as enzimas de degradacdo estdo relativamente bem compreendidos para
organismos aerdbios e cultivaveis, principalmente para um isolado de Pseudomonas, conhecido
como P. putida GPol, assim como para Acinetobacter sp. ADP1 e Mycobacterium tuberculosis
H37Rv (van Beilen e Funhooff, 2007; Wentzel et al., 2007). No entanto, a degradacgdo
microbiolégica anaerdbia de hidrocarbonetos vem ganhando cada vez mais atengdo como o
mecanismo que ocorre predominantemente nos reservatdrios de petréleo, dadas as condi¢des de

anaerobiose que geralmente dominam estes ambientes, mas o seu estudo é uma darea incipiente
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em funcdo das peculiaridades desse ambiente e dificuldades que surgem das tentativas de
caracterizar essas comunidades (van Hamme et al., 2003) (Figura 3). Ndo obstante, varias bactérias
derivadas de outros ambientes com capacidade de utilizar alcanos como fonte de carbono na

auséncia de oxigénio tém sido descritas nos ultimos anos (Rojo, 2009).
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Figura 3. Vias de degradacdo de alcanos de cadeia longa em bactérias aerdbias e anaerdbias. Setas
pontilhadas representam vias metabdlicas sugeridas. Fonte: Wentzel et al. (2007).

2.6.1. Degradagdo aerdbia

As bactérias que degradam alcanos aerobicamente usam o oxigénio para a ativa¢do da
molécula de alcano e como aceptor final de elétrons (Rojo, 2009). As enzimas monooxigenases e
alcano hidroxilases sdao as enzimas consideradas como as mais importantes no papel da

biodegradacgao aerdbia.
2.6.1.1. Hidrocarbonetos alifdticos

Na maioria das vias de degradacdo descritas, o substrato n-alcano é oxidado ao
correspondente alcool por uma enzima monooxigenase/hidroxilase terminal substrato-especifica.
O alcool é oxidado ao aldeido correspondente, e finalmente transformado em um &cido graxo
(Figura 4). Os acidos graxos sdo conjugados a CoA e posteriormente processados pela p — oxidacédo
para gerar Acetil-CoA (van Hamme et al., 2003; Wentzel et al., 2007). A oxidacdo sub-terminal

também tem sido descrita para alcanos de cadeia longa e curta (Wentzel et al., 2007) e, ainda, as
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oxidac¢Oes tanto terminais como sub-terminais podem coexistir em alguns organismos (Rojo, 2009)
(Figura 4).

Oxidagdoterminal

CHj-(CH,),-CH,

Oxidagdosubterminal
CHg-(CH,),-CH,-CHy

l Alcano hidroxilase Alcano hidroxilase l

CHy-(CHp),-CH,OH .

CHg-(CH),-CH,0H-CH,
l Alcool desidrogenase ™.
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i Monooxigenase Baeyer -villiger l
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Esterase l

CHy-(CHy),-CO-SCoA CHs-(CHy),.1-CH,0H + HOOC-CHj

l l

B - oxidacao TCA

Figura 4. Vias mais freqiientes de oxidagdo de n-alcanos por oxidagdo terminal e subterminal. Fonte: Rojo
(2010).

A oxidagdo terminal de n-alcanos pode ser realizada por enzimas de diferentes familias

(van Beilen e Funhoff, 2007; Rojo, 2010) (Tabela 2).

Tabela 2. Classes de enzimas que oxidam n-alcanos. A gama de substratos é aproximada; limites superiores
e inferiores podem variar em diferentes cepas. Fonte: Rojo (2010).

Classe de enzimas Caracteristicas Substrato Hospedeiro
PRM, propano monooxigenase = Monooxigenase de ferro ndo heme Cs Bactérias
sBMO, butano monooxigenase = Monooxigenase de ferro ndo heme C,-Cq Bactérias
pBMO butano monooxigenase = Monooxigenase contendo cobre C-Cqy Bactérias
CYP153 Citocromo P450 solavel Cs-Cyy Bactérias
. . o Cs-Ci30u Gy L
ALKB-relacionadas Monooxigenase de ferro ndo heme C3 13EE o Bactérias
20
AlmA Monooxigenase ligada a flavina Cy0-Cs6 Bactérias
LadA Monooxigenase soluvel C10-C3 Bactérias
. Dioxigenase de cobre dependente de L.
Dioxigenase & P C10-C3o Bactérias

flavina

A degradacdo aerdbia de alcanos de cadeia mediana (Cs-Cy;) e longa (>Cy,) tem sido
associada a presenca da monooxigenase de ferro integral de membrana ALkB (AIkB integral
membrane non-haem iron monooxygenase), que pertence a via de degradagdo melhor
caracterizada codificada pelo plasmideo OCT de Pseudomonas putida GPol (inicialmente
classificada como Pseudomonas oleovorans). Neste sistema, o plasmideo OCT contém dois
operons: alkBFGHJKL e alkST (van Beilen et al., 1994). O primeiro operon codifica para dois
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componentes do sistema alk, a proteina integral de membrana alcano hidroxilase (AlIkB) e a
proteina soluvel rubredoxina (AlkG), além de outras enzimas envolvidas nos passos metabdlicos
subsequentes. O segundo operon codifica para a proteina soltvel rubredoxina redutase (AIkT e
AIkS), as quais parecem regular a expressao do operon alkBFGHJKL completo (van Beilen et al.,
1994; Marchant et al., 2006). Desde entdo, alcano monooxigenases tem sido observadas em varias
proteobacterias (Figura 5) e na ordem Actinomycetales (van Beilen e Funhoff, 2007), e uma
colecdo crescente de sequéncias de genes alcano hidroxilases tem permitido a analise de sua
diversidade e abundancia em diferentes ecossistemas. As comparagdes de fragmentos de genes
alkB mostram uma diversidade muito alta, incluindo genes alkB de uma mesma espécie (van
Beilen et al., 2003; Marchant et al., 2006; van Beilen e Funholff, 2007; Xu et al., 2008). Isso indica
qgue analisar as populacdes degradadoras de alcanos com uma Unica sonda ou primer pode ser

dificil e levar a falsos resultados (Heiss-Blanquet et al., 2005).
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Figura 5. Organizacdo de genes alk em diferentes organismos, P. putida cepa GPol, e P1, Alcanivorax
borkumensis AP1 e P. aeruginosa PAO1 Os genes envolvidos na degradagdo de alcanos estdo indicados em
setas pretas. Outros genes, como transposases, estdo representados por setas tracejadas horizontal e/ou
verticalmente. Fonte: van Beilen et al. (2004).

Adicionalmente ao sistema AlkB, duas classes de enzimas de oxida¢do de n-alcanos ndo
relacionadas com as alcano hidroxilases tém sido reportadas em bactérias, embora paregam ser
menos comuns. A primeira classe sdo enzimas relacionadas a citocromo P450 (como CYP153), e a
segunda corresponde a uma classe de alcano hidroxilases particuladas (pAHs). Esta ultima permite
a um amplo grupo de Proteobacteria e Actinomycetales crescer em alcanos de Cs a Ci5 (Heiss-
Blanquet et al., 2005; van Beilen e Funholff, 2007).

Mais recentemente, outros dois sistemas de oxidacao de alcanos de cadeia longa foram

descobertos em bactérias: a monooxigenase solivel (soluble monooxygenase - LadA), em
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Geobacillus sp. isolado de reservatério de petrdleo (Feng et al.,, 2007; Rojo, 2009), e a
monooxigenase ligada a flavina (flavin-binding monooxigenase - AlmA), em Acinetobacter
venetianus isolado de uma cultura mista com capacidade de crescer em alcanos de cadeia longa
(Throne-Holst et al., 2006; Amouric et al., 2009). Atualmente, acredita-se que existem sistemas
enzimaticos para degradacdo de alcanos que ainda nado foram caracterizados e que poderiam
incluir novas proteinas ndo relacionadas com as conhecidas atualmente (Rojo, 2009). Além disso, a
propriedade observada em muitas bactérias degradadoras de alcanos de possuir multiplos
sistemas de oxidagdo dos mesmos, ou até mesmo de exibir sobreposicao de substratos (van Beilen
e Funhoff 2007, Wentzel et al., 2007), indica que para explorar e caracterizar a diversidade
metabdlica envolvida na degradacdo de alcanos deve ser levada em consideracdo a alta
diversidade de enzimas capazes de iniciar tal metabolismo, assim como o uso de técnicas de

acesso a sequéncias ainda ndo conhecidas em ecossistemas pouco estudados.

2.6.1.2. Hidrocarbonetos aromdticos

Em geral, o catabolismo bacteriano de compostos aromaticos envolve uma ampla
variedade de vias periféricas que ativam substratos estruturalmente diversos em um numero
limitado de intermedidrios comuns que serdo futuramente clivados e processados por poucas vias
centrais ao catabolismo da célula (Carmona et al., 2009). O mecanismo que permite as bactérias
degradar membros especificos da grande diversidade de compostos aromaticos tem sido estudado
em varias cepas bacterianas isoladas, predominantemente pertencentes aos filos Proteobacteria e
Actinobacteria (Brennerova et al., 2009). A degradacdo é tipicamente iniciada por um dos
membros de trés superfamilias: a oxigenase dependente de ferro em configuracdo ndo heme
(Rieske non haem iron oxygenases - RNHO), a monooxigenase de flavoproteina (flavoprotein
monooxigenase - FPM) e a monooxigenase di ferro soluvel (Soluble diiron monooxygenase - SDM)
(Figura 6). O metabolismo posterior se da com intermediarios aromaticos di ou trihidroxilados.
Alternativamente, a ativacdo é mediada por CoA ligases, onde os derivados formados sdo sujeitos
a hidroxilacGes seletivas (clivagem ndo oxigenolitica do anel) (Perez-Pantoja et al., 2010; Vilchez-
Vargas et al.,, 2010). No caso de poluentes como benzeno, tolueno, naftaleno, bifenila ou
aromaticos policiclicos, a degradacdo aerébia geralmente é iniciada pela ativacdo do anel
aromatico catalisada pelas enzimas RNHO ou, como intensivamente descrito para a degradacdo de
tolueno, pelas enzimas SDM (Brennerova et al., 2009).

Apesar da diversidade relativamente ampla de mecanismos de ativacdo que é possivel na
degradacdo de aromaticos, essas vias geralmente convergem para a formacdo de poucos
intermedidrios centrais di ou trihidroxilados. Estes sdo substratos para a clivagem do anel por duas

classes de enzimas ndo relacionadas filogeneticamente, as intradiol e estradiol dioxigenases
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(Jouanneau, 2010). Essas enzimas sdo, portanto, enzimas chave na degradacdo de compostos
aromaticos e muitas dessas proteinas foram descritas, purificadas e caracterizadas nas Ultimas
décadas (Brennerova et al., 2009). Enquanto todas as intradiol dioxigenases (INDO) descritas
pertencem a mesma superfamilia, as estradiol dioxigenases (EXDO) incluem membros de pelo
menos trés familias diferentes. As estradiol dioxigenases tipo | pertencem a familia quelato (como
a catecol 2,3-dioxigenase e 1,2 dioxigenase), as enzimas tipo |l estdo relacionadas com LigB (como
a protocatecuato 4,5-dioxigenase) e as enzimas tipo lll pertencem a superfamilia cupin (CUP)
(Vilchez-Vargas et al., 2010). No entanto, membros de novas superfamilias que realizam as etapas
cruciais nas vias metabdlicas de aromaticos estdo ainda sendo descobertas (Brennerova et al.,
2009; Vilchez-Vargas et al., 2010).
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Figura 6. Metabolismo aerdbico de compostos aromaticos. Os produtos da clivagem sdo canalizados ao ciclo
de Krebs por meio de reagdes da via central. Vide texto para maiores detalhes. Fonte: Vilchez-Vargas et al.
(2010).
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Uma vez tendo tomado conhecimento sobre propriedades metabdlicas das bactérias
isoladas, a habilidade dos micro-organismos para mineralizar hidrocarbonetos aromaticos em
solos tem sido monitorada (Junca e Pieper, 2004). Tipicamente, esses e outros estudos usam
primers desenhados com base nas regides conservadas e concentram-se em RNHO ou SDM como
alvos para atividades de iniciagdo da degradacdo, ou sobre EXDO para a clivagem do anel
aromatico (Junca e Pieper, 2004). Esses estudos vao desde aqueles que procuram uma estreita
gama de genes similares ou idénticos a aqueles observados nas cepas tipo usando primers nao
degenerados até aqueles que procuram subfamilias de genes homdlogos usando primers
degenerados. No entanto, devido a grande diversidade existente, nenhum par de primers
realmente sera capaz de cobrir a ampla diversidade de familia de genes catabdlicos na natureza
(Vilchez-Vargas et al., 2010).

2.6.2. Degradacao anaerdbia

Os micro-organismos e as reagdes aerdbias sdo claramente relevantes para a
remineralizacdo de contaminantes organicos em ambientes naturais, incluindo sitios
contaminados, mas sua importancia pode ter sido superestimada em certa medida. Em particular,
em locais com altos teores de carbono organico, o oxigénio molecular é mais rapidamente
consumido do que reabastecido por difusdo. Assim, as condi¢gdes andxicas dominam muitos
habitats naturais e sitios contaminados. Sob estas condi¢des a remineralizagdo de contaminantes
organicos deve estar acoplada a respiracdo anaerdbia com uma variedade de aceptores de
elétrons (Heider e Rabus, 2008; Rojo 2009).

Em geral, as reacbes sob condi¢Ges aerdbicas tém sido estudadas por varias décadas,
enquanto a degradacdo anaerdbica de hidrocarbonetos é considerada como uma capacidade
microbiana recentemente descoberta que ainda aguarda um entendimento mais profundo (Heider
e Rabus, 2008; McLeod et al., 2008; Carmona et al., 2009).

A oxidagdo anaerdbia de hidrocarbonetos tem sido acoplada a diferentes modos de
conservacdo de energia como reducdo de nitrato, ferro, sulfato e manganés, e, mais
recentemente, a reducdo de clorato (Mehboob et al., 2009), assim como a metanogénese,
(Wentzel et al.,, 2007), fermentacdo e metabolismo fototréfico (Heider e Rabus, 2008). O
crescimento desses micro-organismos e, portanto, a taxa de biodegradacdo é significativamente
mais baixa em comparacdo com degradadores aerdbios (Wentzel et al.,, 2007). Como
particularidade, as cepas analisadas normalmente utilizam uma faixa muito curta de alcanos como
substratos (Wentzel et al., 2007; Rojo, 2009).
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2.6.2.1. Hidrocarbonetos aromdticos

Para o metabolismo de compostos aromaticos ja foram descritos nesta revisdo os
principais mecanismos para a degradacdo na presenca de oxigénio, onde este ndo é sd o aceptor
final de elétrons como também o co-substrato de dois processos chaves, a hidroxilacdo e a
clivagem do anel aromatico por oxigenases. Em contraste, o catabolismo anaerébio de compostos
aromaticos usa uma estratégia completamente diferente, baseada em reag¢des redutivas para
atacar o anel aromatico (Fuchs, 2008).

A bioquimica de algumas vias de degradacdo anaerdbica de compostos aromaticos tem
sido estudada, no entanto, os determinantes genéticos dos processos envolvidos e a sua regulacao
permanecem pouco conhecidos (Carmona et al., 2009). Recentes avangos no sequenciamento de
genomas levaram a completa informacgdo genética de cinco cepas bacterianas com habilidade para
degradar os compostos aromaticos usando diferentes aceptores de elétrons e pertencentes a
diferentes grupos de bactérias, a saber: as betaproteobactérias desnitrificantes Thauera aromdtica
e Azoarcus sp. EbN1 (proposta a ser renomeada como “Aromatoleum aromaticum” EbN1), as
alfaproteobactérias, incluindo a fototréfica Rhodopseudomonas palustris CGAO09 e a
desnitrificante Magnetospirillum magneticum AMB-1, e duas deltaproteobactérias anaerdbias
estritas, a ferro-redutora Geobacter metallireducens GS-15 e a fermentativa Syntrophus
aciditrophicus SB (Carmona et al., 2009). Algumas das caracteristicas destas bactérias encontram-
se descritas na Tabela 3. A maioria das bactérias reportadas pertence ao novo cluster filogenético
de anaerdbios facultativos dentro de betaproteobacterias desnitrificantes ou de
deltaproteobacterias sulfato-ferro redutoras. As mais intensamente estudadas, por seu
consideravel rapido crescimento e rendimento no laboratdrio, sdo as espécies desnitrificantes T.
aromdtica K172 e A. aromaticum EbN1. O novo género proposto por Wohlbrand et al. (2007),
“Aromatoleum”, compreende desnitrificantes de vida livre com notadveis capacidades de
degradacdo, distintos dos géneros relacionados Thauera e Azoarcus, estes ultimos enddfitos
fixadores de nitrogénio em arroz e outras plantas (Heider e Rabus, 2008) (Figura 7). Vale lembrar,
gue importantes generalizagdes tém sido feitas nos anos recentes sobre os genes envolvidos no
metabolismo de hidrocarbonetos a partir das descri¢gdes feitas com estas bactérias que puderam
ser isoladas sob condicGes de laboratério padronizadas. Entretanto, no caso de bactérias ndo
cultivadas, novos genes, enzimas e vias metabdlicas ndo descritas provavelmente sdo responsaveis

pelos processos de degradacao de hidrocarbonetos.
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Tabela 3. Comparacgdo de caracteristicas relevantes em genomas bacterianos completamente sequenciados de micro-organismos degradadores anaerdbios.
Fonte: Carmona et al., 2009.

Organismo Classificagao Habitat Principal T(°C) 6tima  Algumas fontes aromaticas de Tam. Tam. Contetido ORFs
taxondmica aceptor de crescimento carbono (anaerobiose) genoma plasmid G+C(%) preditas
eletréns (pb) eo
(Kb)

R. palustris Alfaproteobacteria Aquadtico 0, fototrofica 25-30 p-cumarato, cinamato,acido 5.549,213 8,4 65 4.836
CGAO009 ferdlico, cafeato, 3 -

fenilpropionato, 5 -

fenilvalerato, mandelato, 4 -

hidroxibenzoato, 3 -

hidroxibenzoato, benzoato
Magnetospirillum  Alfaproteobacteria Aquatico 0, 30 Benzoato, fenilacetato 4,967,148 65,1 4,559
magneticum (microaerdfilo),
AMB-1 NO;
Aromatoleum Betaproteobacteria  Sedimento 0,, NO3, NO, 31 Tolueno, etilbenzeno, 4.296,230 207/223 65,1 4.603
aromaticum agua doce fenilacetato, antranilato, fenol,
EbN1 p-cresol, petilfenol,

fenilalanina, alcool benzilico, 3 -

hidroxibenzoato, 4 -

hidroxibenzoato, benzoato
G. Deltaproteobacteria  Multiplo Fe (Il1), Mn (1V), 30 Tolueno, fenol, p-cresol, 3.997,420 13,7 59,5 3.532
metallireducens NO3, NO,, Co benzila, benzaldeido, alcool, 4 -
GS-15 (), U (v, cr hidroxibenzoato, benzoato

(V1)

S. aciditrophicus Deltaproteobacteria  Multiplo Fermentador 35 Benzoato 3.179,300 51,4 3.169

SB
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Azoarcus sp. BH72
Azoarcus indigens
Strain AN9 (Benzene, toluene)
Strain DN11 (Benzene, toluene)
Strain ToN1 (Toluene)
“Azoarcus” toluvorans Td-21 (Toluene)
“Azoarcus” evansii KB740
Strain T (Toluene, m-xylene)
“Azoarcus" toluclasticus MF-63 (Toluene)
“Azoarcus” tolulyticus Tol-4 (Toluene)
Strain PbN1 (Ethylbenzene, n-propylbenzene)
Strain HxN1 (n-Alkanes)
Strain EbN1 (Ethylbenzene)
Strain pCyN1 (Toluene, p-cymene)
Strain mXyN1 (Toluene, m-xylene)
Thauera aromatica K172 (Toluene)
Thauera chiorobenzoica 3CB-1
Thauera selenatis
Thauera phenylacetica B4P
LI Strain pCyN2 (p-Cymene, monoterpene alkenes)
Thauera terpenica 58Eu
Zoogloea ramigera
Rhodocyclus purpureus
Rubrivivax gelatinosus
Ralstonia solanacearum
Castellaniella defragrans 54Pin (Monoterpene alkenes)

Escherichia
coli

10%

Figura 7. Betaproteobacterias degradadoras anaerdbias de hidrocarbonetos descritas até o momento. Vdrias
estdo classificadas como espécies de Azoarcus, no entanto, elas diferem metabolicamente das espécies
endofiticas “reais” de Azoarcus, e constituem um grupo separado (embora intimamente relacionado),
sugerido ser renomeado como espécies do novo género Aromatoleum (Wohlbrand et al., 2007). Vide texto
para mais detalhes.

O mecanismo de ativagao melhor compreendido e, aparentemente, mais comum dentre
0s mecanismos anaerdbicos é a adicdo de fumarato a hidrocarbonetos, produzindo adutos de
succinato. Essa reagao tem sido reconhecida para a ativagao de varios alquil-benzenos, bem como
para n-alcanos (Kube et al., 2004). No entanto, o entendimento dessa ativacdo de hidrocarbonetos
dependente de fumarato é mais avangado apenas para o caso do tolueno (Figura 8). A enzima
chave nesse processo € a enzima benzilsuccinato sintase. Todas as enzimas requeridas para a
oxidacdo de benzilsuccinato sdo codificadas pelo operon bbs. A subsequente degradagao do
benzoilCoA procede via desaromatizagdo redutiva, clivagem hidrolitica do anel, B oxida¢do a
unidades de acetil-CoA e oxidagdo terminal a CO, (Boll et al., 2002).

Bactérias como A. aromaticum EbN1 tém mostrado habilidade de utilizar o etilbenzeno
como substrato hidrocarboneto alternativo. A via de degradagdo do etilbenzeno difere totalmente
da degradacdo do tolueno, apesar da similaridade estrutural entre os dois compostos. A
organizagao dos genes que codificam esta via também se encontra em um cluster diferente nesta
bactéria. O etilbenzeno é hidroxilado e desidrogenado a acetofenona, a qual é posteriormente
carboxilada e convertida em benzoil-CoA, intermediario comum entre as duas vias (Kube et al.,
2004).
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Figura 8. Via de degradagdo anaerdbia do tolueno e o cluster de genes que a codifica em Aromatoleum
aromaticum EbN1. BssABC: Benzilsuccinato sintase; BbsEF: succinil-CoA-benzilsuccinatoCoA transferase;
BbsG: benzilsuccinil-CoA desidrogenase; BbsH: feniltacanoil-CoA hidratase; BbsCD: 2 [hidroxi(prenil)metil]-
succinil-CoA desidrogenase; BbsAB, benzoilsuccinil-CoA tiolase; SAhABCD: succinato desidrogenase. Fonte:
Heider e Rabus (2008).

2.6.2.2. Hidrocarbonetos alifdticos

O metabolismo anaerdbio de alcanos até agora tem sido investigado em menor grau que
o metabolismo de aromdticos, como alquil-benzenos, tolueno e etilbenzeno. A razdo é
presumivelmente porque o crescimento anaerdbico com n-alcanos é ainda mais lento do que com
o alquilbenzeno. Além disso, o fato dos alcanos serem compostos muito hidrofébicos e menos
sollveis em agua em comparac¢do ao tolueno ou etilbenzeno, muitas vezes impede o cultivo de
células de forma homogénea no meio (Widdel e Grundmann, 2010). Vdrias bactérias anaerdbias
capazes de degradar n-alcanos com 6 ou mais carbonos de comprimento, em particular o
hexadecano (Cy6), usando sulfato ou nitrato como aceptores de elétrons, tém sido isoladas (Grossi
et al., 2008; Widdel e Grundmann, 2010).

Dois mecanismos principais de degradacdo de n-alcanos sob condi¢Ges anaerdbicas tém
sido descritos (Figura 9). O primeiro envolve a ativacdo por adicdo de fumarato como co-substrato
para a formacdo de alquil-succinatos, em analogia a formagdo de benzil-succinato durante a
degradacdo anaerdbia do tolueno. No entanto, as reacbes subsequentes sdo completamente
diferentes, envolvendo reag¢des de desidrogenacdo e hidratacdo (Widdel e Grundmann, 2010). E o
segundo é a carboxilacdo, sugerida na degradacdo de hexadecano pela cepa sulfato redutora Hxd3
(So et al., 2003), tentativamente denominada como Desulfococcus oleovorans. Essa cepa difere
das outras alcano degradadoras por converter alcanos de cadeias pares em acidos graxos de

cadeias impares em suas membranas lipidicas, enquanto os degradadores de alcanos conhecidos
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(que provavelmente usam a adicdo de fumarato como reacdo inicial) formam acidos graxos de
cadeia impar a partir de alcanos de cadeia impar e acidos graxos de cadeia par a partir de alcanos
de cadeia par (Heider e Rabus, 2008).

(A) Adicao de fumarato
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Figura 9. Mecanismos de degrada¢do de n-alcanos em bactérias anaerdbicas e seu impacto sobre os

principais acidos graxos celulares. (A) e (B) mecanismos conhecidos; (C) mecanismo desconhecido.
Adaptacdo de: Grossi et al., 2008.

2.7.Métodos independentes de cultivo

Uma das razdes do incompleto entendimento das vias de degradagdo microbianas consiste na
dificuldade em recuperar as comunidades microbianas em ambientes associados ao petréleo.
Outra limitagdao para esse entendimento tem sido o continuo isolamento das mesmas espécies
guando se tenta estudar os micro-organismos relacionados com a degradacdo (Eyers et al., 2004).
Essa limitagdo tem sido imposta pelas técnicas baseadas em cultivo, as quais foram por muitas
décadas tradicionalmente as ferramentas primdrias usadas para o estudo da microbiologia de
diferentes ambientes (Chandler et al., 1997). Esta metodologia, apesar de ser extremamente
importante para o entendimento do potencial fisiolégico de micro-organismos isolados, ndo
fornecem necessariamente informag¢bes abrangentes sobre a diversidade e abundéancia de
comunidades microbianas presentes em amostras ambientais (Rolling et al., 2003; van Hamme et
al., 2003).

As técnicas baseadas em cultivo ofereceram informacgdes valiosas das interagdes microbianas
com hidrocarbonetos no ambiente, assim como permitiram a recuperagao de uma ampla cole¢do
de bactérias capazes de utilizar hidrocarbonetos e a obtencdo de operons que codificam essas vias
de degradagdo. No entanto, na atualidade, sabe-se que apenas uma pequena fracdo da

diversidade microbiana na natureza, em torno de 1 a 10%, pode ser cultivada em laboratério
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(Torsvik et al., 1990; Amann et al., 1995; Torsvik et al., 1998). Apesar dos esfor¢cos em melhorar as
técnicas de cultivo para recuperar os micro-organismos ainda nao cultivados, o conhecimento das
condicOes de crescimento na natureza (por exemplo, quimica do ambiente original, a vida em
comunidades complexas, as interacbes com outros organismos) permanece insuficiente para
cultivar a maioria deles (Eyers et al., 2004), e portanto, as funcbes ecoldgicas e possiveis aplicacdes
em biotecnologia desses micro-organismos continuam obscuras (Kellenberger, 2001).

Poderosas ferramentas moleculares tém sido desenvolvidas nas ultimas décadas, otimizadas e
adapatadas para superar as limitacdes impostas pela abordagem cléssica (isolamento e cultivo de
micro-organismos), explorando de forma mais precisa a diversidade taxonémica e funcional dos
micro-organismos ambientais (Eyers et al., 2004), e permitindo a descoberta de novos grupos de
organismos nunca antes cultivados (Giovannoni et al., 1990; Amann et al., 1995; Hugenholtz et al.,
1998).

Ao longo da ultima década, muita atencdo tem sido dada aos habitats microbianos associados
a estratos subterrdneos ricos em petréleo, devido a sua significancia cientifica e as aplicacoes
industriais, tais como recuperac¢do de ambientes contaminados com petréleo (Van Hamme et al,,
2003; Aitken et al., 2004; Liu et al., 2005). O uso de metodologias independentes de cultivo para
investigar comunidades microbianas associadas aos ambientes petroliferos vem sendo
disseminado nos anos recentes (Head et al., 2006) e vem permitindo uma maior e mais completa

caracterizagdo da microbiologia de reservatérios de altas e baixas temperaturas (Li et al., 2007).

2.8.Metagendmica

O termo metagendmica, também conhecido como gendmica de comunidades, ecogenémica
ou genodmica ambiental, foi introduzido em 1998 por Handelsman e colaboradores. Este campo de
pesquisa relativamente novo permite o estudo gendmico e acesso ao potencial metabdlico de
organismos que ndo sdo cultivados ainda no laboratério em misturas com outros micro-
organismos. Chen e Patcher (2005) definiram metagendmica como a aplicagdo de técnicas
modernas de gendmica ao estudo de comunidades de micro-organismos diretamente em seus
ambientes naturais, ignorando a necessidade de isolamento e cultivo das espécies individuais no
laboratério. Apesar dos diferentes nomes utilizados para descrever os mesmos métodos, o termo
“metagendmica” foi aprovado pela revista cientifica Enviromental Microbiology. A definicdo exclui
o uso de primers para amplificar cassetes de genes ou primers aleatdrios para acessar genes de
interesse (Handelsman, 2004; Riesenfeld et al., 2004; Handelsman, 2007). O propdsito da
metagendmica inclui (1) entendimento dos processos ecoldgicos (por exemplo, reagdes

catabdlicas) atuando em um ecossistema de interesse e (2) busca de novos genes a partir de
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organismos ndo cultivados que poderiam ser biotecnologicamente importantes (Watanabe e
Kassai, 2008).

Muitos ambientes tém sido foco da metagendmica, incluindo solo (Fierer et al., 2007),
intestino distal em humanos (Gill et al., 2006), fezes humanas (Zhang et al 2006) e habitats
aquaticos (Venter et al., 2004). O acesso aos genes dos micro-organismos ainda nao cultivados
representa um grande potencial para a descoberta de novos produtos génicos como metabdlitos
secundarios com atividade biolégica ou vias de degradacao de xenobidticos. Isso foi claramente
ilustrado por Venter e colaboradores (2004), que, usando abordagens moleculares independentes
de cultivo, encontraram milhares de novas espécies bacterianas e mais de um milhdo de novos
genes codificadores de proteinas em 200 L de 4gua do mar Sargasso (Eyers et al., 2004).

Na ultima década, a metagenémica tem se convertido numa das ferramentas mais poderosas
para a deteccdo e identificacdo de novos genes, produtos, vias metabdlicas, metabdlitos
secundarios, além da sua utilidade na identificacdo da composicdo filogenética e funcional das
comunidades microbianas nos diversos ecossistemas (Handelsman, 2004; Reisenfeld et al., 2004;
Steele e Streit, 2005; Daniel, 2005).

No caso de comunidades microbianas biodegradadoras, as bibliotecas metagenémicas
constituem-se como uma excelente ferramenta para a descoberta de novas vias catabdlicas,
principalmente de micro-organismos fastidiosos ou ainda ndo-cultivados, ou mesmo daqueles que
vivem em consdrcios e ndo podem ser recuperados isoladamente. Ainda, a partir de uma
biblioteca de metagenoma, uma variedade maior de atividades catabdlicas pode ser obtida
simultaneamente, em comparagdao ao método tradicional baseado em isolamento, cultivo e
triagem de linhagens puras de micro-organismos. Os estudos tém mostrado que os genes
responsaveis pela biodegradagdo obtidos a partir de metagenoma de solo sdo diferentes daqueles
acessados através do isolamento e cultivo dos micro-organismos (Margesin et al., 2003).

A estratégia de construgdao da biblioteca metagendmica depende fortemente do objetivo
principal do estudo. A decisdo do tamanho dos insertos a serem clonados depende se sdo os genes
individuais ou seus produtos o alvo do estudo, ou se o objetivo é detectar operons inteiros e
clusters de genes codificando vias biossintéticas ou degradadoras (Schmeisser et al., 2007).
Bibliotecas metagendmicas tém sido geradas usando insertos pequenos (2-15 kb) clonados em
vetores do tipo plasmideos (Li et al., 2008), insertos maiores (15 — 40 kb) clonados em vetores do
tipo cosmideos (Voget et al., 2003) ou fosmideos (Hardeman e Sjoling, 2007) ou insertos bem
grandes (maiores de 100 kb) clonados em cromossomos bacterianos artificiais — BAC (Wu e Sun,
2009). As duas ultimas estratégias permitem a clonagem de vias catabdlicas ou biossintéticas
inteiras, e oferecem uma alternativa para a exploragdo do potencial metabdlico de micro-
organismos que ndo sao recuperados por métodos baseados em cultivo. Quanto a construgdo de
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bibliotecas de insertos pequenos, eles sdo mais apropriados para a geracao de grandes
guantidades de sequéncias de DNA e obtencdo de uma varredura da diversidade microbiana no
ambiente, mas ndo sdo muito Uteis nas pesquisas funcionais propriamente ditas (Venter et al.,
2004; Schmeisser et al., 2007)

As bibliotecas metagendmicas se destacam como um dos importantes avancos em matéria de
comunidades microbianas, contribuindo para melhorar a perspectiva filogenética e funcional
sobre essas comunidades, além de permitir a exploracdo tecnolégica de seu potencial metabdlico.
No caso dos ambientes petroliferos, a metagenGmica permitird o acesso a novas sequéncias,
genes, rotas metabdlicas completas e seus produtos (Hardeman e Sjoling, 2007). Isto permitird
ampliar o conhecimento sobre a diversidade das vias de degradacdo utilizadas por micro-
organismos nestes ambientes, que permanece ainda recente e escasso. Além disso, a prospec¢ao
metagenOmica de genes catabdlicos da microbiota presente nestes ambientes considerados como
extremos apresenta-se como excelente ferramenta na exploracdo de novas formacgdes
petroliferas, onde o conhecimento da microbiologia do reservatério permitird uma predicao do
grau de biodegradacdo do mesmo, incluindo preferéncias microbianas a degradacdo de
determinados hidrocarbonetos, rotas metabdlicas e condicGes nas quais as mesmas ocorrem num

reservatdrio determinado (Magot et al., 2000).

2.9.Ferramentas para analise de sequéncias metagendmicas

A analise de metagenomas geralmente envolve os seguintes passos: (1) isolamento de DNA de
alto peso a partir da amostra ambiental, (2) clonagem dos fragmentos de DNA a um vetor
apropriado, (3) transformagdo de uma bactéria hospedeira e (4) andlise ou screening dos clones
transformantes através de duas estratégias principais: a primeira baseada na expressao de alguma
atividade bioldgica de interesse (function-based screening), e a segunda baseada na deteccdo de
sequéncias nucleotidicas (sequence-based screening) (Handelsman, 2004). Os clones obtidos
também podem ser sujeitos ao sequenciamento por shotgun ou por plataformas de
sequenciamento de segunda geragdo, como o pirosequenciamento — 454 GS FLX (Roche) ou

Genome Analyser (lllumina) (Figura 10).
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Figura 10. Diferentes abordagens para andlise de metagenomas. Adaptado de Schloss e Handelsman (2003).

Mais de 130 projetos de sequenciamento de metagenomas usando a plataforma de 454 estdo
atualmente em andamento ou finalizados (Liolios et al., 2008). Dada a enorme quantidade de
dados de sequéncias geradas, esta Ultima abordagem representa um desafio metodoldgico e
computacional (Li, 2009), e varios métodos e recursos tém sido desenvolvidos para responder a
este desafio, através de conjuntos de dados simulados como IMG/M (Markowitz et al., 2008),
CAMERA (Seshadri et al., 2007), MG-RAST (Aziz et al., 2008), com ferramentas taxonémicas como
MEGAN (Huson et al., 2007), com comparagdes estatisticas (Rodriguez-Brito et al., 2006), com
anadlises de diversidade funcional (Schloss e Handelsman, 2008) entre outros (Li, 2009).

Progressos recentes revelaram que a captura de recursos genéticos de comunidades
microbianas complexas em bibliotecas metagenomicas permite a descoberta de uma diversidade
genética nova que ndo tinha sido previamente imaginada (Ferrer et al.,, 2005). No entanto,
somente alguns estudos claramente tentaram identificar genes catabdlicos diretamente de DNA
ambiental pela abordagem metagendmica. Brennerova e colegas (2009) usaram a coloragdo

amarela dos produtos da clivagem do anel aromatico pela atividade da enzima catecol dioxigenase
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como triagem funcional em uma biblioteca de ambiente contaminado de benzeno, tolueno e
xilenos (BETX). Os autores encontraram uma alta abundancia de genes catecol dioxigenase e,
interessantemente, apenas um quarto das enzimas estradiol dioxigenases observadas pertenciam
as familias consideradas como predominantes pelo conhecimento obtido com micro-organismos

isolados.

2.9.1. Andlises de bibliotecas metagenomicas baseada em similaridade de sequéncia

Nesta abordagem os clones da biblioteca sdo selecionados por métodos de amplificacao
por PCR ou hibridizacdo usando primers e sondas derivadas de sequéncias especificas de DNA de
regioes conservadas de genes conhecidos baseando-se na informacdo contida nas bases de dados
(Handelsman, 2004; Daniel, 2005). A vantagem desta estratégia é a independéncia da expressdo
na célula hospedeira da biblioteca (Lorenz et al., 2002). As desvantagens relacionam-se a detecgao
de genes incompletos e a pouca praticidade em bibliotecas grandes, além disso, s6 aqueles genes
com regides similares as sequéncias de sondas e primers conhecidos podem ser recuperados e,
portanto, ndo é provavel identificar novos genes (Simon e Daniel, 2009). No entanto, esta
estratégia tem permitido a deteccdo de novas enzimas funcionais, como alcool oxidorredutase
(Knietsch et al., 2003b) e quitinase (LeCleir et al., 2004), e como vantagem permite o uso de
ancoras filogenéticas para analise da biodiversidade (Sjoling et al., 2007) (Tabela 4). Um estudo
recente baseado em similaridade de sequéncia foi publicado por Jogler e colaboradores (2009).
Neste estudo uma biblioteca metagendmica de 5.823 clones foi construida a partir de um
enriqguecimento de bactérias magnetotacticas (MTB) e avaliada por hibridizagdo com sondas para
genes mam de alfaproteobacterias magnetotdcticas conhecidas. A similaridade com
magnetossomos de MTB cultivaveis foi detectada e a organizacao desse magnetossomo na MTB

ndo cultivada foi elucidada.

2.9.2. Analise de bibliotecas metagendmicas baseada em fungao

A abordagem baseada em fung¢do ndo é dependente da informacdo da sequéncia ou da
similaridade de sequéncia com genes conhecidos. Assim, essa é uma abordagem que leva a
descoberta de novas classes de genes que codificam fun¢des conhecidas ou novas (Rees et al.,
2003). Uma limitagdo significativa desta técnica é a dependéncia da expressdo de genes e
produtos de genes funcionais na célula hospedeira, que na maioria dos estudos é Escherichia coli
(Simon e Daniel, 2009). Além disso, essa abordagem requer freqlientemente a andlise de mais

clones que o método baseado em sequéncia para a recuperacdo de poucos clones positivos
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(Daniel, 2005). No entanto, essa parece ser a melhor opgdo para procurar novas proteinas que ndo
compartilham nenhuma homologia com proteinas conhecidas. Isto é de especial interesse, pois se
sugere que cerca de 3 x 10* enzimas em nivel de espécie, distribuidas entre 10.500 — 15.000
familias de proteinas, esperam para serem descobertas (Beloqui et al., 2008). Neste aspecto,
potenciais processos industriais podem ser muito mais diversificados do que se pode imaginar,
contando todas as familias de proteinas existentes e, portanto, abrindo a perspectiva da
descoberta de milhares de diferentes enzimas capazes de realizar as biotransformagées industriais
de miriades de diferentes substratos no produto desejado (Guazzaroni et al., 2010).

Através desta abordagem, a identificacdo de funcbes enzimaticas de clones individuais é
realizada por meio de corantes, cromdforos ou fluoréforos como substratos que podem ser
incorporados ao meio de crescimento (Daniel, 2005). Exemplos destas analises incluem a detecg¢do
de atividade lipolitica empregando a tributirina no agar (Hardeman e Sjoling 2007) e a deteccdo de
proteases e celulases através da formacdo de halos em meio indicador solidificado (Simon e
Daniel, 2009) (Tabela 4).

Acredita-se que a abordagem funcional é a mais apropriada para encontrar novos genes
catabolicos para o processo de degradacdo de xenobioticos (Eyers et al., 2004). Como ja foi
ressaltado acima, novos mecanismos metabdlicos e enzimaticos envolvidos na degradacdo de
poluentes ainda estdo sendo descobertos, e mesmo abordagens baseadas em similaridade de
sequéncia com base na diversidade metabdlica e mecanismos descritos estdo revelando uma

maior diversidade de enzimas do que se pensava anteriormente (Vilchez-Vargas et al., 2010).

Tabela 4. Alguns exemplos recentes de biocatalistas derivados de metagenomas e a estratégia de screening
empregada.

Alvo Fonte Método de screening Referencia

Lipases Sedimento do mar Baltico Funcional Hardeman e Sjoling 2007
Solo de campo ndo cultivado Funcional Voget et al., 2003

Esterases Wadi Natrun (Egito), lago Funcional Rees et al., 2003

Nakuru e cratera (Quénia)

Solo Funcional Li et al., 2008
Celulases Solo Funcional Voget et al., 2006
Wadi Natrun (Egito), lago Funcional Rees et al., 2003
Nakuru e cratera (Quénia)
Quitinases Diversos habitats aquaticos Funcional e sequéncia LeCleir et al., 2004
Mono e Aqtiifero leste do rio Snake Sequéncia Erwin et al., 2005

Dioxigenases

Polifenoloxidase Rumen de vaca Funcional Beloqui et al., 2006

41



Glicerol Solos de campo de agucar Sequéncia Knietsch et al., 2003a
desidratase (Alemanha)

Alcool e aldeido Solos de campo de beterraba Funcional e sequéncia Knietsch et al., 2003b
oxidorredutase (Alemanha)
Carboxipeptidases Intestino de inseto praga do Sequéncia Bown et al., 2004

milho Helicoverpa armigera

Resisténcia a Placa dental e saliva humana Sequéncia Diaz-Torres et al., 2003
antibioticos

2.10. Deteccdo de novas enzimas com papel na biodegradacdo

As enzimas monooxigenases e alcano hidroxilases sdo as enzimas mais estudadas pelo seu
papel na biodegradacdo do petréleo, hidrocarbonetos clorados, aditivos de combustivel e muitos
outros compostos. Essas enzimas vém recebendo cada vez mais atengdo como marcadores para
predizer o potencial de diferentes ambientes a degradacdo de petrdleo (van Beilen e Funhoff,
2005), e, a0 mesmo tempo, por serem consideradas como biocatalisadores versateis, que realizam
uma vasta gama de reacOes de oxidacdo (Smits et al., 2002; van Hellemond et al., 2007). No
entanto, a aplicacdo industrial destas enzimas é restrita devido a complexa bioquimica, desafiando
as exigéncias do processo, bem como o nimero limitado de enzimas clonadas e expressas. A AlkB,
por exemplo, é uma proteina de membrana que requer rubredoxina e rubredoxina redutase para
sua atividade (Feng, et al., 2007).

Abordagens de engenharia genética e evolutiva comecaram a produzir sistemas mais
robustos e versateis, ampliando o portfélio de oxigenases de alcanos. Além disso, como ja foi dito,
a abordagem metagenOmica fornece o acesso a novas sequéncias e sistemas de oxidacdo ndo
descritos até agora. Entretanto, as enzimas derivadas de ambientes considerados como extremos
oferecem maiores vantagens biotecnoldgicas. Os reservatérios de petréleo constituem, em geral,
um habitat natural de micro-organismos extremofilos, os quais suportam elevadas temperaturas,
pressao, salinidade, andxia, escassez de nutrientes, oscilagdes de pH, presenca de compostos
toxicos, entre outras condicGes adversas. Assim, micro-organismos capazes de sobreviver nestes
ambientes constituem arsenais enzimaticos Unicos, resistentes a condi¢cdes extremas, com elevado
potencial industrial e ambiental. Os micro-organismos extremdfilos degradadores de
hidrocarbonetos sdo candidatos ideais para o tratamento bioldgico de locais poluidos (Margesin e
Schinner, 2001). Além disso, as vias de degrada¢do também sdo importantes como fontes de
novas atividades cataliticas Uteis em quimica verde e biotecnologia branca (Galvao et al., 2005).
Portanto, o potencial biocatalitico de linhagens microbianas derivadas de ambientes extremos
vem ganhando crescente interesse, sendo que a identificacdo de novos compostos e rotas

metabdlicas vém estimulando estudos metagenémicos destes nichos. O exemplo mais conhecido
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de extremoenzima atualmente comercializada inclui a DNA polimerase obtida a partir de Thermus
aquaticus, de essencial aplicacdo em biologia molecular nas rea¢cdes em cadeia da polimerase

(PCR) (Satyanarayama et al., 2005).

2.11. Processamento de sequéncias metagendmicas

O processamento das sequéncias gendmicas e o das metagendmicas apresentam varias
etapas em comum: o pré-processamento de leituras, a montagem e a predicdo de genes e a
anotacdo. Alguns detalhes destes procedimentos estdo descritos a seguir, com especial énfase em

dados de sequéncias metagenémicas provenientes do sequenciamento pelo método de Sanger.

2.11.1. Pré-processamento de sequéncias (leituras)

O pré-processamento compreende a chamada das bases (base calling) dos dados brutos
gue saem das maquinas de sequenciamento, remoc¢do da sequéncia do vetor de clonagem, a
imposicao de qualidade corte para remover bases de baixa qualidade e a analise de contaminantes
para remover sequéncias contaminantes. O pré-processamento das leituras antes da montagem,
predicdo e anotacdo de genes é um aspecto critico da analise, cujos possiveis erros poderiam
causar maiores consequéncias na andlise subsequente em metagenomas do que em genomas
(Kunin et al., 2008).

O programa predominantemente usado para o base calling é o Phred (Ewing et al., 1998;
Ewing e Green, 1998) o qual dd uma pontuacdo de qualidade para cada base como estimativa da
sua probabilidade de erro. A pontuagdo de qualidade (g) atribuida a uma base estd relacionada
com a probabilidade (p) da base ser chamada erroneamente, seguindo a formula: g = -10 X logy,
(p). Assim, uma pontuacdo de qualidade phred de 20 corresponde a uma probabilidade de erro de
1% (Ewing e Green, 1998).

A trimagem do vetor é o processo de remocdo de sequéncias de vetor de clonagem das
bases nucleotidicas chamadas. A remoc¢do completa e precisa das sequéncias de vetor de
clonagem é especialmente importante em conjuntos de dados com regides de cobertura baixa,
sendo que os dados ndo trimados podem produzir contigs quiméricos onde as sequéncias do
vetor, sendo as mais comuns em relagcdo a maioria das leituras, atuam para reunir sequéncias
independentes. Além disso, a predicdo de genes do vetor pode introduzir genes fantasma nas
anadlises subsequentes. A baixa qualidade em sequéncias inteiras ou em regides das leituras deve
ser removida, caso contrdrio os dados de baixa qualidade serdo indistinguiveis para o usuario

médio e podem passar para a etapa de predicdo de genes. No pior cenario, esses genes fantasmas
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em regides de baixa qualidade podem passar sem controle em bases de dados publicas (Figura
11). O reconhecimento de outras sequéncias contaminantes como de E. coli é importante
especialmente em dados procedentes do sequenciamento com Sanger, dado que E. coli é o
organismo hospedeiro da clonagem e pequenas quantidades de seu genoma pode ter passado na
purificacao do plasmideo.

Existem numerosas ferramentas para cada uma destas etapas, por exemplo, na

trimagem do vetor o mais comumente empregado é o cross_match (www.prahp.org). No entanto,

esse programa falha em seu desempenho ao remover o vetor, dado que exige correspondéncia
exata com o vetor e ndo possui henhuma expectativa da localizagdo do vetor na leitura (Kunin et
al., 2008). Outra ferramenta desenvolvida, o programa LUCY (Chou e Holmes 2001), combina a
triagem do vetor e de qualidade em um mesmo programa, e tem mostrado resultados
substancialmente melhores que os encontrados com cross _match (Kunin et al., 2008).
Recentemente, o programa BD trimmer foi desenvolvido e usado com sucesso nas etapas de pré-
processamento, removendo sequéncias de baixa qualidade, contaminantes provenientes de E. coli
e sequéncias de vetores contaminantes, usando UniVec como base de dados referéncia para

eliminar os contaminantes (Mondego et al., 2011).
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Figura 11. Parte do cromatograma de uma leitura de baixa qualidade onde genes ndo existentes poderiam
ser preditos Fonte: Kunin et al. (2008).

2.11.2. Montagem

A montagem é o processo de combinacdo de leituras de sequéncias em trechos
contiguos de DNA chamados contigs, baseando-se na similaridade de sequéncias sobrepostas

entre as leituras. De modo geral, a maioria dos programas de montagem segue uma abordagem
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de trés fases: sobreposicdo, desenho (esboco) e consenso (Lapidus, 2009). Um dos programas de
montagem mais comumente utilizados é o Phrap (Green, 1994), o qual analisa o conjunto de
leituras para encontrar pares com sequéncias perfeitamente correspondentes e usa um algoritmo
para encontrar o melhor alinhamento entre as sequéncias. Uma grande variedade de programas
de montagem vem se tornando cada vez mais disponiveis, tanto para sequéncias derivadas do
sequenciamento por Sanger como para sequéncias derivadas de plataformas de segunda geracao,
incluindo CAP3, Celera Assembler, Newbler, Mira, Euler e Velvet, entre outros.

Dado que os insertos podem ser sequenciados de ambos os extremos, resultando em
pares de leituras irmds (orientadas uma para a outra), o conhecimento da distancia entre essas
leituras pareadas é uma informacdo importante para a montagem. O CAP3 é capaz de usar a
informacdo dessas leituras pareadas forward e reverse para corrigir erros de montagem e gerar os
contigs (Huang e Madan, 1999). O Celera Assembler foi desenvolvido especificamente para
permitir a montagem do genoma humano e foi reportado pela primeira vez quando o
sequenciamento e a montagem do genoma da mosca da fruta foi concluido em 2000 (Myers et al.,
2000). Porém, as montagens de genomas bacterianos com Celera ndo tém produzido melhores
resultados que o Phrap para Sanger e Newbler para a plataforma de sequenciamento 454. O
Newbler, por sua vez, foi desenvolvido pela empresa 454 Life Sciences (Roche) para a montagem
de sua prépria plataforma de sequenciamento e otimizado para o tamanho de sequéncias geradas
(Margulies et al., 2005). O programa consiste de trés mddulos executando as operagdes de
sobreposicdo, desenho e consenso usando apenas fluorogramas (equivalentes aos
eletroferogramas da quimica Sanger) de alta qualidade para um maior desempenho (Lapidus,
2009). No primeiro médulo, Overlapper, o montador utiliza as sobreposi¢cbes de leituras para a
formacgao de contigs por comparag¢do direta entre os fluorogramas. O médulo Unitigger agrupa as
leituras de sequéncias que possuem sobreposi¢des consistentes em unitigs. Por fim o mdédulo
Multialigner faz o processo de otimizagdo dos unitigs em contigs onde qualquer deficiéncia
identificada nas outras etapas é corrigida e os contigs sdo estendidos (Weis, 2010).

Ganhando conhecimento sobre os diversos programas montadores, uma coisa é clara:
nao existe uma férmula magica para montar conjuntos de dados, e todos os programas de
montagem vdo cometer inUmeros erros. O ideal, portanto, é a inspe¢do manual antes da
sequéncia ser langcada em bases publicas. Os erros na montagem podem ser facilmente
identificados com ferramentas de visualizacdo, como CONSED (Gordon et al., 1998). No entanto, a
escala em que sdo produzidos os dados de metagendmica impede a inspe¢do manual e a
identificacdo de erros de montagem. Uma abordagem para resolver esta limitacdo é fazer duas ou

mais montagens com os mesmos dados em montadores diferentes (Kunin et al., 2008).
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2.11.3. Predicdo de genes e anotagao

O primeiro passo para a analise detalhada de uma sequéncia de DNA é a identificacdo de
regioes funcionais com a aplicacdo de ferramentas bioinformaticas que permitam a predicao de
genes funcionais que codificam proteinas e genes estruturais, que nao codificam proteinas, como
RNAs transportadores (RNAt), genes de RNA ribossomal (RNAr) e sitios de ligacdo ao ribossomo
(RBS). Existem duas abordagens principais para a predi¢cdo de genes. O primeiro deles é o método
“baseado em evidéncia”, que usa buscadores de homologia para identificar genes similares
aqueles reportados previamente, como BLAST ou CRITICA (Badger e Olsen, 1999). Ao contrario, a
segunda abordagem “ab initio” baseia-se nas caracteristicas intrinsecas de uma sequéncia de DNA
para discriminar entre sequéncias codificantes e ndo codificantes, permitindo a identificacdo de
genes sem homaélogos disponiveis em bases de dados. Alguns programas com esta abordagem sdo
o GLIMMER (Delcher et al., 1999), o GeneMark (Besemer e Borodovsky, 1999) e MetaGene
(Noguchi et al., 2006).

Dado que a identificacdo de genes é fundamental em projetos metagenémicos, o
emprego de um método baseado em evidéncia estaria influenciado fortemente pela
disponibilidade de sequéncias publicadas nas bases de dados e muitos genes novos de interesse
(elementos chave em metagendmica) sdo perdidos (Kunin et al., 2008). No intuito de resolver esse
problema, um dos programas mais conhecidos, criado com a estratégia “ab initio” e prdprio para
analise de sequéncias de metagenoma, é o MetaGene (Noguchi et al., 2006). Este programa leva
em conta as freqliéncias di-codon estimadas pelo conteido de GC de uma sequéncia e varias
outras medidas derivadas da natureza fragmentada dos dados, qualidade do sequenciamento e
montagem. Recentemente, vdrios métodos novos para predicdo de genes em sequéncias
metagendmicas tém sido descritos, como Orphelia (Hoff et al., 2009) e MetaGeneMark, sendo que
este Ultimo tem mostrado maior precisdo na predi¢do de genes que Metagene (Zhu et al., 2010).

Os genes de RNA (RNAt e RNAr) sdo preditos usando ferramentas como tRNAscan-SE
(Lowe e Eddy, 1997) para RNAt e buscadores similares para RNAr. Outros tipos de RNA, como
siRNAs (do inglés: small interfering RNA) podem ser detectados por comparag¢do com modelos de
covaridancia e motivos estruturais (Kunin et al., 2008). No entanto, essas buscas sdo
computacionalmente dispendiosas e proibitivamente longas para dados de metagenoma. Em
geral, a identificacdo de genes de RNAs ndo codificantes é dificil desde que essas sequéncias ndo
sdo conservadas e os métodos “ab initio” confidveis sdo escassos, inclusive para genomas de
organismos isolados. Atualmente os genes que codificam RNAs ndo codificantes sdo excluidos das
andlises a jusantes, no entanto, espera-se que a situagdo mude nos préoximos anos com o advento

dos dados de transcriptémica que enriquecera os inventarios destes genes (Kunin et al., 2008).
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A predicao de genes é usualmente seguida da anotagdo funcional. A anotagao funcional
em sequéncias metagendmicas é similar a anotacdao genOmica e baseia-se nas comparacdes de
genes preditos com os genes existentes, ou seja, as sequéncias previamente anotadas. O BLAST
(Altschul et al., 1997) é a ferramenta mais freqlientemente usada para a previsdo computacional
da fungdo conhecida com a anotacdo por similaridade de sequéncia (Friedberg, 2006). De fato, o
artigo sobre BLAST de Altschul (1997) tem mais de 35.500 cita¢Ges até os dias de hoje (Maio de
2011). Apesar desta ferramenta se mostrar como uma rotina nas pesquisas, nos ultimos anos tem
sido sugerido que o uso de BLAST para a atribuicdo da funcdo de proteinas deve ser evitado,
principalmente por causa da potencial propagacdo de erros através das bases de dados (Kuning et
al., 2008).

Uma alternativa é a anotacdo por identificacdo de dominios protéicos em bancos de
dados de familias de proteinas como TIGRFAM (Selengut et al., 2007), PFAM (Finn et al., 2008) e
COGs (Tatusov et al., 1997), entre outras, usando também o alinhamento das sequéncias. Quando
esses métodos de alinhamento de sequéncias falham, as familias de proteinas putativas podem
ser encontradas com buscas de homodlogos estruturais usando a informac¢do da composicdo dos
aminodacidos e ignorando a ordem em que os aminoacidos estdo na sequéncia. O PROPSEARCH
(Hobohm e Sander, 1995) é provavelmente um dos primeiros métodos a explorar essas outras
caracteristicas, como peso molecular, conteldo de residuos de aminodacidos volumosos, contetdo
de residuos de aminoacidos pequenos, hidrofobicidade média, carga média, conteldo de grupos
de dipeptideos selecionados, entre outras caracteristicas, possibilitando a predi¢ao da fungdo em

proteinas com similaridade de sequéncia abaixo de 25% (Hobohm e Sander, 1995).
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar dos estudos sobre comunidades microbianas com capacidade de degradacdo de
hidrocarbonetos terem se intensificado nos ultimos anos, a informacdo sobre as vias cataliticas
responsaveis pelos processos de degradagdo em reservatdrios de petréleo permanece escasso. O
emprego de estratégias moleculares modernas, como a metagenémica, para o estudo da
diversidade genética e elucidagdo de genes ou vias de degradagdo em reservatérios de petrdleo,
os quais constituem ambientes conhecidos como extremos, podera trazer resultados relevantes
na identificacdo mais detalhada dos processos envolvidos na biodegradagdo de hidrocarbonetos.
Além disso, o sequenciamento e analise estrutural de operons responsaveis pela degradacdo de
alcanos e aromdticos permitirdo identificar novos biocatalistas com grande potencial
biotecnoldgico, tornando o projeto inovador na area de petréleo no Brasil. A aplicacdo de novos
biocatalistas em processos de descontaminacdo de ambientes poluidos ou de recuperagao
secunddria de petréleo (MEOR — Microbial Enhancement Oil Recovery), oferece enorme potencial
tecnolégico em areas estratégicas para a industria de exploracdo e processamento de petréleo
mundial.

Cabe salientar ainda que, o laboratério da Divisdo de Recursos Microbianos do
CPQBA/UNICAMP comecou os primeiros estudos dos processos biogeoquimicos de ambientes
petroliferos hd quase 10 anos e que, no decorrer desse tempo, esses estudos tém evoluido e hoje
estdo consolidados pelo grupo de Metagendmica do Petrdleo, coordenado pela Dra. Valéria Maia
de Oliveira. Atualmente, diversas abordagems de biologia molecular estdo sendo utilizadas pelo
referido grupo para o estudo destes ambientes e tém possibilitado parcerias frutiferas com o
grupo de pesquisa em Biocatalise coordenado pela Profa. Dra. Anita J. Marsaioli (Instituto de
Quimica/UNICAMP) e com o Laboratdrio de Andlise Genética e Molecular coordenado pela Profa.
Dra. Anete Pereira de Souza (CBMEG/UNICAMP), os quais contribuem positivamente a
multidisciplinariedade das pesquisas e permitem ampliar os conhecimentos e expertise da equipe
nas areas de biodegradacdo, engenharia genética, e, futuramente, de expressdo de enzimas de

interesse.
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4. OBIJETIVOS

4.1.0bjetivo geral

Caracterizar estrutural e funcionalmente genes envolvidos na degradacdo de
hidrocarbonetos, originados de metagenoma microbiano, contribuindo para esclarecer os

mecanismos de degradacdo que ocorrem em reservatérios de petréleo.

4.2.0bjetivos especificos

e Avaliar por cromatografia a capacidade de degradacdo de clones selecionados
preliminarmente em triagens funcionais de alto desempenho;

e Extrair o DNA fosmidial de clones selecionados da biblioteca metagenémica;

e Construcdo de sub-bibliotecas de plasmideos (bibliotecas shotgun) para sequenciamento
completo de cada um dos fosmideos selecionados que apresentaram melhores capacidades
degradadoras;

e Analisar as sequéncias dos insertos metagenémicos para a montagem, predi¢do e anotacdo de
genes;

e Identificar e caracterizar estruturalmente arranjos genémicos responsaveis pela degradacao;

e Analisar as relagdes evolutivas das sequéncias génicas responsaveis pelas vias de degradacao
com relacdo aquelas ja conhecidas através de inferéncia filogenética;

e Contribuir para o conhecimento das vias de degradacdo aerdbia e anaerdbia atuantes em

processos biogeoquimicos que ocorrem nos reservatorios de petréleo.

5. MATERIAL E METODOS

5.1.0rigem dos clones fosmidiais

Os clones utilizados neste estudo foram selecionados a partir de uma biblioteca
metagenomica fosmidial obtida em estudos prévios pelo nosso grupo de pesquisa (Vasconcellos et
al., 2010) e mantida no acervo de pesquisa da Colecdo Brasileira de Micro-organismos de
Ambiente e Industria (CBMAI), da Divisdo de Recursos Microbianos (CPQBA/UNICAMP). Esta
biblioteca foi construida com técnicas de enriquecimentos microbianos anaerdbios e aerdbios a
partir de amostras de petréleo bruto originada do reservatdrio de petréleo GMR75 na Bacia
Portiguar, classificado como moderadamente biodegradado. A construcdo da biblioteca foi feita

utilizando o kit de clonagem Cloning-Ready Copy Control pCC2FOS (EPICENTRE®), o qual possui
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vetores do tipo fosmideos que suportam fragmentos de até aproximadamente 45 Kb e célula
hospedeira E.coli EPI-300, resistente ao fago T;. Os clones foram selecionados por apresentarem
atividades positivas em triagens preliminares de alto desempenho (tolerdncia a presenca de
hidrocarbonetos no meio e de utilizagdo de hexadecano como principal fonte de carbono)

(Vasconcellos et al., 2010).

5.2.Andlises cromatograficas da biodegradacido de hexadecano e fenantreno

Os clones foram avaliados quanto a capacidade de biodegradacao, através de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Essas andlises foram realizadas em
colaboragdo com o grupo de pesquisa em biocatalise da Profa. Dra. Anita J. Marsaioli (Instituto de
Quimica/UNICAMP). Inicialmente, foi utilizado o hexadecano como composto modelo para
estudar a capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e, posteriormente, para aqueles
clones com capacidade de degradar hexadecano foi avaliada a habilidade de degradar fenantreno,
representando um composto modelo de hidrocarbonetos poliaromaticos.

No ensaio de degradacdo do hexadecano, os clones previamente selecionados em triagens
colorimétricas de alto desempenho (Vasconcellos et al., 2010) foram cultivados em “pools” de
clones aleatdrios no meio de cultura LB (500 mL) acrescido com cloranfenicol (12,5 ug/mL),
durante 24 h a 37 °C. Apéds o crescimento das células, as mesmas foram centrifugadas (5.000 rpm,
20 min, 4°C) e lavadas em agua Milli-Q. Seguiu-se a suspensdo das células em agua Milli-Q, na
concentragio de 10° NMP/mL. Erlenmeyers (125 mL), contendo 40 mL de Meio Mineral
Modificado (14 g de NaCl, 2,8 g de K,HPO,, 2,8 g de KH,PO,, 2,8 g de (NH,4),SO,, 0,56 g de MgSO,
‘H,0 e 8,4 g de NaNO;, em 1000 mL de agua destilada), e cloranfenicol (12,5 pg/mL), foram
inoculados com 4 mL da suspensdo celular dos clones e 400 uL de hexadecano (Sigma) filtrado, em
5 replicatas experimentais. 40 uL de uma solugdo de vitaminas (Nakayama, 2005) também foi
adicionada ao meio, como forma de ativar o crescimento microbiano e dar inicio a degradagao ou
biotransformagdo dos substratos adicionados como fonte de carbono (Zinder et al.,, 1984). Os
ensaios foram amostrados nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias, utilizando-se hexano bidestilado
como solvente extrator. Apds extracdo da fase organica das amostras, as mesmas foram
submetidas a secagem sob fluxo de N,, e suspensas em soluc¢do de fenantreno (0,5 mg/mL), o qual
foi utilizado como padrdo interno de quantificagdo nas andlises de CG-EM. Foram utlilizadas como
controle positivo a bactéria Micrococcus sp (CBMAI 636) e como controle negativo a cepa
Escherichia coli EPI1300. Os clones do pool que mostrou elevada degradagao de hexadecano foram

a seguir avaliados individualmente utilizando os mesmos protocolos descritos acima.
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As condicbes para o ensaio de degradacao de fenantreno foram similares ao ensaio com
hexadecano. Cada clone foi crescido em meio LB + cloranfenicol 12,5 pug/mL durante 24 horas a
37°C e, apos esse periodo, as células foram centrifugadas e suspensas em agua Milli-Q esterilizada
até a concentragdo aproximada de 108 NMP/mL. Aliquotas de 5 mL da suspens3o de células de
cada clone foram inoculadas em frascos erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de Meio Mineral
Modificado (14 g de NaCl, 2,8 g de K,HPO,, 2,8 g de KH,PO,, 2,8 g de (NH,),SO,, 0,56 g de MgSO,
‘H,0 e 8,4 g de NaNOs; em 1000 mL de agua destilada), acrescidos de 50 pL da sulugdo de
vitaminas (Nakayama, 2005), cloranfenicol na concentracdo final de 12,5 pg/mL e 50 mg de
fenantreno como Unica fonte de carbono. Os ensaios foram incubados a 37°C e 100 rpm por 14
dias. Apds esse periodo, os metabdlitos produzidos pelos clones nos tempos 0, 7 e 14 dias foram
extraidos com acetato de etila, rota-evaporados e suspensos em solu¢do de nonadecano (0,5 mg),
como padrdo interno. Foram utlilizadas como controle positivo a bactéria Micrococcus sp (CBMAI
636) e como controle negativo a cepa Escherichia coli EPI300.

Para as analises espectrométricas utilizou-se o cromatégrafo a gas HP5890Il acoplado a
detector de massas HP 5970-MSD, injetor tipo split (10:1), He como gas de arraste, fluxo de 1 mL /
min, coluna capilar de silica fundida do tipo HP5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), cuja fase
estacionaria consiste de 5% de fenil metil silicone. O forno foi operado na seguinte programacao:
60 a 290°C, 20°C / min, durante 5 minutos. O injetor foi utilizado & temperatura de 240°C. Os
dados foram adquiridos utilizando-se 0 modo SCAN e os valores de massa variaram ente 50 e 700
u.m.a (unidades de massa atdmica).

A extensdo da biodegradagao foi medida a partir dos dados cromatograficos, aplicando as

equacdes e calculos descritos em Aldas et al. (2007) e Vasconcellos et al. (2009).

5.3.Construcdo de Sub-bibliotecas

Os clones fosmidiais com elevada capacidade de biodegradacao dos hidrocarbonetos
testados foram selecionados para serem sequenciados. A partir de cada fosmideo (com inserto de
aproximadamente 40 kb) foi construida uma sub-biblioteca em vetor plasmidial (insertos de
aproximadamente 1 kb), utilizando uma abordagem de sequenciamento aleatério denominada
“shotgun” (Green, 1997). Esses experimentos foram realizados e conduzidos em colaboragdo e
supervisdo da Profa. Dra. Anete Pereira de Souza e o grupo do Laboratério de Analise Genética e
Molecular do CBMEG/UNICAMP.
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5.3.1. Extracao de DNA fosmidial

O DNA fosmidial de cada clone foi extraido com o kit de isolamento e purificacdo de
plasmideos Invisorb® Plasmid Maxi Kit (Invitek). Devido as caracteristicas do fosmideo
(comprimento maior que um plasmideo padrdo) algumas modificagGes precisaram ser feitas no
protocolo fornecido pelo fabricante. A solucao de eluicdo foi pré-aquecida a 65°C e foram feitas
duas eluicdes com metade do volume recomendado, a fim de incrementar o rendimento das
extracdes. O emprego deste kit permite a remoc¢ao do DNA genO6mico contaminante, que ocorre
nas purificacdes de DNA com métodos caseiros, para obter um DNA suficientemente limpo para as
subsequentes aplicagdes. O uso deste kit evita também a super-estimativa da quantidade de DNA
fosmidial de interesse. Posteriormente, procedeu-se a visualizacdo do DNA obtido em gel de
agarose 0.8%.

5.3.2. Producao de fragmentos aleatérios de DNA fosmidial

O DNA extraido dos clones fosmidiais foi submetido a fragmentagdo rand6mica por
sonicac¢do no equipamento Microson Ultrasonic Cell disruptor XL. Aproximadamente 10 pug de DNA
foram distribuidos em aliquotas em microtubos de 1,5 mL e mantidos no gelo em uma camara fria.
As solugBes contendo o DNA fosmidial foram sonicadas com pulsos de 5 segundos durante 10 e 15
segundos com potencia 2. Apés uma rapida centrifugacdo, as aliquotas de cada tempo de
sonicagdo foram observadas em gel de agarose 1% para determinar as condigdes que produziram
os fragmentos de tamanho na faixa desejada (600 — 2000 pb). Esses fragmentos foram
recuperados do gel, purificados utilizando-se mini-colunas (GFX PCR DNA and gel band kit, GE

Healthcare) e estocados a -20°C para serem posteriormente clonados.

5.3.3. Reagdo de reparo das extremidades dos fragmentos de DNA

Os fragmentos purificados foram tratados em suas extremidades com a enzima T4 DNA
Polimerase e Klenow. Nessa reacdo foram usados 8 ug de DNA em um volume de 50 plL, 16 pL de
Tampdo de T4 polimerase 5X (Invitrogen), 2 pL BSA (10 mg/mL), 8 uL dNTP’s 10 mM e 4 uL de T4
DNA polimerase 5 U/uL (Invitrogen). A reacdo foi incubada a 12°C por 15 min e, a seguir, foi
adicionada 1 pL da enzima Large Fragment of DNA Polimerase | —Klenow (6 U/uL, Invitrogen) e
novamente incubada por 30 min a 37°C, e finalmente a 75°C por 20 min para inativacdo da

enzima.

5.3.4. Reagao de fosforilagao

Ao volume completo de DNA reparado (80 pL) foram adicionados 10 pL de Tampao ligase
+ 1 mM ATP (Biolabs), 1 uL de enzima Kinase 10 U/uL (Invitrogen) e dgua Milli-Q para o volume

final de 100 uL. A reacdo foi incubada a 37°C por 30 min e, a seguir, a 65°C por 20 min para
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inativacdo da enzima, e a reacdo foi mantida a 4°C por aproximadamente 12 h. Posteriormente, o
volume completo da reagdo foi purificado com mini-colunas (GPX PCR DNA and gel band kit, GE
Healthcare), seguindo as recomendacbes do fabricante e, em seguida, a concentracdo do DNA

final foi estimada.

5.3.5. Reagdo de ligacao

O material purificado e fosforilado foi ligado ao vetor plasmidial pBluescript Il SK+
(Stratagene) (Figura 12). O DNA foi clonado no sitio multiplo de clonagem com a enzima de
restricdo EcoRV, interrompendo o gene LacZ do vetor. Portanto, previamente a reacao de ligacao,
o vetor pBluescript foi digerido com a enzima EcoRV e desfosforilado com a fosfatase alcalina Calf
intestinal Alkaline Phosphatase, CIAP (Invitrogen).

A mistura de ligacdo foi preparada com base na molaridade do inserto e do vetor, na
proporgdo 6:1 (inserto:vetor) em 4 uL de Tampao T4 DNA ligase (Invitrogen), 1 uL de enzima T4
DNA ligase 5 U/uL (Invitrogen) e dgua Milli-Q esterilizada, em um volume total de 20 pL. A ligacdo
foi incubada a 16°C por aproximadamente 12 horas. Apds a incubacdo, a solugdo foi utilizada para

a transformacao de células competentes de Escherichia coli.

ampicillin

lacZ
—Kpn |

pBluescript Il SK (+) i MCS
3.0 kb E—_—

P lac

pUC ori
Figura 12. Esquema ilustrativo das caracteristicas do vetor pBluescript || SK+ (Stratagene).

5.3.6. Producao e transformacao de células competentes

A transformacdo de células competentes foi realizada por eletroporagao.

5.3.6.1. Producdo de células competentes para transformagdo

Para os experimentos de transformacdo da linhagem de E. coli DH10B, foi necessaria
a obtencdo de células electrocompetentes seguindo o protocolo de Kasap et al. (2008), com

algumas modificagdes detalhadas a seguir. A partir de um pré-inéculo de 50 mL da cepa E. coli
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H10B em meio Circle Grow (CG), incubado durante 16 h a 37°C sob agitacdo (250 rpm), foi
inoculado um frasco Erlenmeyer de 1 L contendo 500 mL de meio CG, com volume apropriado
para comecar a cultura de 500 mL em D.O.gp0nm de aproximadamente 0,1. A cultura foi incubada a
37°C sob agitacdo com freqlientes medidas de densidade éptica, até obtencdo de D.O.gp0nm O,6.
Atingindo este ponto, a cultura foi resfriada em gelo por 10 min e centrifugada a 6.000 X g por 10
min a 4°C. Apds a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e os tubos mantidos invertidos por
alguns minutos para eliminag¢do do restante do sobrenadante.

Decorrido este tempo, a massa das células foi suspensa suavemente com agitacdo
manual, mantendo sempre os tubos gelados, em 200 mL, 20 mL e 2 mL de glicerol 10% gelado,
consecutivamente, e centrifugadas apds cada suspensao, conforme descrito acima. A suspensado
final das células foi feita em 1 mL de glicerol 10% e distribuida em aliquotas de 40 uL em
microtubos de 1,5 pL previamente resfriados. Estas aliquotas foram congeladas com nitrogénio

liguido e armazenadas a -80°C.

5.3.6.2. Transformacdo de células competentes por eletroporagdo

A reacdo de ligacdo foi utilizada para transformar células de E. coli DH10B
eletrocompetentes utilizando-se o equipamento E. coli Pulser™ Transformation Apparatus (Bio-
Rad). Este método descrito por Sambrook et al. (1989) permeabiliza a membrana, por carga
electrica, formando fendas tempordrias que permitem a entrada dos plasmideos. Primeiramente,
as células eletrocompetentes foram descongeladas em gelo. Foi adicionado 1 pL de reagdo de
ligacdo a 40 plL de células competentes e procedeu-se a sua homogeneizagao. Apés 1 minuto, a
mistura foi depositada numa cubeta (2 mm) previamente resfriada em gelo. Procedeu-se a
descarga elétrica programada para 25 uF, 200 Q e 2,5 kV na camara do aparelho que resultaram
em pulsos eléctricos de aproximadamente 4.8 — 5.2 milisegundos. As culturas foram recuperadas
com 1 mL de meio LB o mais rapidamente possivel.

As células foram crescidas durante 1 hora a 37°C, com agitagdo moderada de 200
rpm. Apds esse periodo, diferentes diluicdes das bactérias transformadas foram inoculadas em
placas de Petri contendo Luria Bertani agar + ampicilina (100pg/mL) + 100 pL de IPTG (0,1 M) e X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) 2%, e incubadas a 37°C por 16 h. As células
transformantes positivas (colénias brancas) foram selecionadas com palitos de madeira
esterilizados e repicadas tanto para uma nova placa de Petri de LB Agar + amplicilina (100 pg/mL)
como também para placas de 96 pogos, contendo 150 pL de meio 2YT-HMFM + ampicilina (100
pug/mL). Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C e 200 rpm por 24 h, e posteriormente

estocadas a -80°C.
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5.4.Verificacao da presenca e tamanho de inserto nos clones das sub-bibliotecas

A presencga e estimativa do tamanho dos insertos de cada sub-clone foram determinadas
por PCR (Polymerase Chain Reaction) de colOGnia usando os primers M13 forward (5°- CGC CAG
GGT TTT CCC AGT CAC GAC - 3°) e reverse (5'-TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC - 3’). A reagdo
de PCR foi feita em microplacas, apds a reativacdo dos clones da sub-biblioteca (repique em 150
pL LB + Ampicilina a 100 pg/mL). O volume final da reagdo foi 50 pL contendo 0,2 uM de cada um
dos primers M13F e M13R, 0,2 mM de dNTP’s, 1,5 mM de MgCl,, 2 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen) e 0,5 uL da suspensdo de células crescidas por 12 h (seguindo as recomendacGes de
utilizacdo de uma diluicdo 1:100 do cultivo na reagdo). O programa de amplificacdo esta
consistituido por 1 ciclo de 94°C por 3 minutos, 30 ciclos a 94°C por 20 segundos, 60°C por 20
segundos, 72°C por 1,5 minutos, e 1 ciclo de extensdo final de 72°C por 3 minutos, em
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). Os produtos de PCR foram visualizados em gel

de agarose 1%.

5.5.Sequenciamento completo da sub-biblioteca

As reacbes de sequenciamento foram realizadas para todos os subclones utilizando
aproximadamente 200 ng de produto de PCR e/ou 200ng do DNA plasmidial extraido usando os
primers M13 forward e M13 reverse. A extracdo do DNA dos plasmideos para o sequenciamento
de seus insertos foi realizada em placas de 96 amostras pelo método de lise alcalina (Sambrook et
al., 1989). As reacbes de sequenciamento e de purificagdo / precipitacdo das amostras
dependeram do sistema utilizado para o sequenciamento. Na Divisdo de Recursos Microbianos
(CPQBA/UNICAMP) foram realizadas as reacdes com o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing para o sequenciamento no sistema MegaBace 500 (GE Healthcare), seguindo as
recomendacdes do fabricante. As reag¢6es continham 5 pL do DNA amplificado (aproximadamente
200 ng de DNA), 0,16 uL de um unico primer (3,2 pM) e 4 uL de DYEnamic ET Dye terminator e
agua qsp 10 L. Esta reacdo foi submetida ao termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf)
programado para 1 minuto de desnaturacao inicial a 95 °C, seguido de 30 ciclos, sendo cada ciclo
constituido das etapas de desnaturagdo (95°C, 20 seg), pareamento (dependendo do primer
utilizado: 50°C com M13F e 55°C com o primer M13R), e extensdo (60°C).

No sistema de sequenciamento com o equipamento ABI prism 377 DNA sequencer ™
(Applied Biosystems) do Laboratério de Analise Genética e Molecular (CBMEG-UNICAMP), a
reacdo de sequenciamento foi constituida de 4 uL de DNA plasmidial (aproximadamente 200 ng de
DNA), 1 uL de um unico primer (5 pM), 2 uL tampdo Save Money (500 pL de MgCl, 50mM e 1mL de
Tris-HCI 1M pH 9,0), 2 pL do reagente “Bid Dye” versdo 3 (Applied Biosystems) e dgua gsp 10 pL.
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As condigdes da reagdo foram: desnaturagao inicial a 96°C durante 2 minutos, seguida de 26 ciclos,
sendo cada ciclo constituido das etapas de desnaturacgdo (96°C, 45 seg), pareamento (50°C, 30 seg)
e extensdo (60°C, 4 minutos). As rea¢Oes foram realizadas no termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf).

Posteriormente, as reacdes de sequenciamento foram precipitadas, suspensas no tampao
de corrida apropriado para cada sistema (10 uL do tampdo “loading” componente do kit para o
MegaBace e 4 uL de BlueDextran + formamida para o sistema ABI 377) e entdo aplicadas no
respectivo sequenciador automatico. Do mesmo modo, o sequenciamento das duas extremidades
de cada fosmideo foi realizado utilizando DNA fosmidial extraido e os primers pCC2F forward
(GTACAACGACACCTAGAC)e pCC2R reverse (CAGGAAACAGCCTAGGAA)(Invitrogen), e as condi¢des

descritas acima para sequenciamento de DNA plasmidial.

5.6.Andlise das sequéncias geradas através de bioinformatica

5.6.1. Limpeza e montagem de sequéncias

A avaliacdao da qualidade e a montagem das sequéncias foram realizadas com varias
ferramentas disponiveis. Apenas as sequéncias de alta qualidade (Q20), conforme avaliado pelo
Phred (Ewing e Green, 1998; Ewing et al., 1998), foram utilizadas na andlise. Os softwares LUCY
(Chou e Holmes 2001) e BDtrimmer (Mondego et al., 2011) foram utilizados para avaliacdo da
qualidade de corte (quality trimming), remog¢do de bases nucleotidicas de baixa qualidade,
remocdo de sequencias dos vetores (pCC2FOS e pBluescript Il SK+) assim como possiveis
sequencias contaminantes provenientes de E. coli. O algoritmo de phrap (Ewing et al., 1998; Ewing
e Green, 1998) foi utilizado na montagem inicial. Outros programas foram empregados para
avaliar a melhor montagem como Newbler assembler (Roche) (Margulies et al., 2005) e CAP 3
(Huang e Madan, 1999). O software CONSED (Gordon et al., 1998) foi usado para auxiliar a

visualizagdo, finalizagdo e curagem manual da montagem.

5.6.2. Identificacdo de quadros de leitura abertos

Quadros de leitura abertos (Open Reading Frames - ORFs) foram identificados usando
diversas ferramentas disponiveis, como ORF-finder (Tatusov e Tatusov, 2009)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/), Metagene (Noguchi et al., 2006;
http://metagene.cb.k.u-tokyo.ac.jp/), MetaGeneMark (Zhu et al., 2010;
http://exon.gatech.edu/GeneMark/metagenome/) e  Orphelia (Hoff et al, 2009;

http://orphelia.gobics.de/), desenhados para sequéncias derivadas de metagenoma, e GLIMMER
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(Delcher et al., 1999; disponivel no site do NCBI

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genomes/MICROBES/glimmer 3.cgi). Vdarios critérios foram

utilizados para a definicdo das ORFs a partir dos resultados que surgiram entre os diferentes
programas empregados. Foram mantidas apenas as ORFs com pouca ou nenhuma sobreposicdo,
mais longas do que 30 aminoacidos e, no caso de ter ORFs em diferentes frames para um mesmo
fragmento, aquelas com homdlogos conhecidos foram selecionadas. Os espacos entre ORFs foram
posteriormente comparados com a base de dados ndo redundante (nr) utilizando BLAST (Altschul

et al., 1997) para garantir que nenhum quadro de leitura fosse perdido.

5.6.3. Anotagdo de genes

As sequéncias de cada ORF predita foram analisadas com vdrias ferramentas de
bioinformatica, como a busca de sequéncias similares utilizando BLASTp (Altschul et al., 1997)
contra as bases de dados de sequéncias EMBL/GeneBank e de familias de proteinas utilizando
InterProScan (combina diferentes métodos de reconhecimento de proteinas contra proteinas nos
bancos de dados PROSITE, PRINTS, Pfam, ProDom, SMART e TIGRFAMMs) (Quevillon etal., 2005;
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). COGNITOR (Tatusov et al,, 2001;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/old/xognitor.html) foi usado para atribuir cada ORF a

categorias funcionais denominadas Clusters de Grupos Ortélogos (Clusters of Orthologus Groups -
COG) . A partir destas predi¢des, a anotagao final das ORFs foi feita manualmente e visualizada no
software Artemis 12.0 (Rutherford et al., 2000), que também foi utilizado para calcular o contetdo
de guanina/citosina (% G + C). Os sitios de ligacdo dos ribossomos putativos foram identificados
com RBSFINDER (Suzek et al., 2001) e a presenca de genes RNA transportador foi explorada com
tRNAscan-SE (Lowe e Eddy, 1997). A anota¢do automdtica também foi realizada usando a
plataforma (Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST) (Aziz etal., 2008).

Outro esforgo feito para a anotag¢do das proteinas foi baseado na composicao dos
aminodacidos utilizando o programa  PROPSEARCH (Hobohm e Sander, 1995;
http://abcis.cbs.cnrs.fr/propsearch/).

Dominios transmembrana putativos nas ORFs identificadas foram preditos usando o
servidor TMHMM (Krogh et al., 2001; http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), o qual usa um

modelo oculto de Markov (Hiden Markov Model — HMM) capaz de predizer hélices
transmembranas.

O programa Phylopythia que utiliza a freqliéncia de padrdes de oligonucleotideos para
predizer com alta exatiddo a origem taxon6mica de fragmentos maiores de 3kb foi utilizado para a

classificagdo filogenética dos fragmentos metagenomicos (McHardy et al., 2007).
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5.6.4. Determinagao das relacdes evolutivas

Alguns genes envolvidos na degradacdo de hidrocarbonetos foram comparados e
analisados com relacdo as sequéncias homologas depositadas nas bases de dados. As sequéncias
foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) e analisadas para a
determinacdo das relagbes evolutivas com proteinas jd conhecidas através de inferéncia
filogenética utilizando o método de Neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987) no software MEGA v.5.0
(Tamura et al., 2011).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.Analises cromatograficas de hexadecano e fenantreno

Foram selecionados 72 clones no screening preliminar (tolerdncia a presenca de
hidrocarboneto no meio e crescimento em hexadecano como Uunica fonte de carbono)
(Vasconcellos et al., 2010). Ensaios de degradacdo de hexadecano foram realizados para esses 72
clones e analisados cromatograficamente em CG-EM, para a quantificacdo da degradacdo do
hidrocarboneto.

Os 72 clones foram avaliados em consdrcios contendo 9 clones cada um, ou seja, 8 pools, os
quais foram monitorados por 28 dias através de andlises cromatograficas realizadas a cada 7 dias.
Dentre os 8 pools monitorados, um consércio denominado como CO8 apresentou taxas de
degradagdo de hexadecano acima de 50% e foi selecionado para a verificagdo da habilidade
degradadora dos clones que o compdem individualmente.

Desta forma, os 9 clones foram re-inoculados e analisados individualmente com a mesma
metodologia e condicGes descritas para os ensaios em pools. Apds os 28 dias de monitoramento,
verificou-se que cinco clones, (2B, 6A, 1A, 10A e 3B) dentre os 9 investigados, apresentaram taxas
de biodegradacao de hexadecano acima de 70% (Tabela 5). Estes resultados foram considerados
excelentes, uma vez que se trata de um sistema de expressdo heterdlogo e os niveis de
biodegradacdo foram compardveis a dados reportados para cepas bacterianas selvagens (Whyte
et al., 1998).
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Tabela 5. Maiores taxas de degradacdo de hexadecano dos clones do consorcio CO8 avaliados
individualmente

Taxa de degradacao

Clones de Hexadecano
10A 86%
1A 91%
6A 92%
3B 70%
2B 98%

Estes clones foram entdo utilizados em ensaios para avaliar seu potencial na
biodegradacao de hidrocarbonetos aromaticos, usando o fenantreno como composto modelo. As
anadlises dos perfis cromatograficos em CG-EM durante os dias 0, 7 e 14 do experimento,
mostraram diferentes niveis de degradacdo, e o cdlculo dos indices de biodegradacdo do

fenantreno foi feito para cada um dos clones, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6. Taxas de degradagdo de fenantreno dos clones.

Taxa de degradacao

Clones de Fenantreno
10A 49%
1A 5%
6A 15%
3B 21%
2B 44%

As Figuras 13 e 14 ilustram os cromatogramas do monitoramento dos clones 2B e 10A que
apresentaram as maiores taxas de degradacdo para o hexadecano e o fenantreno

respectivamente.
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Figura 13. Cromatogramas (CG-EM) do clone 2B, o qual apresentou a maior taxa de degrada¢do do
hexadecano apds 28 dias de monitoramento. (a) tempo 0; (b) apds 28 dias.
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Figura 14. Cromatogramas (CG-EM) do clone 10A, o qual apresentou a maior taxa de degradagdo do
fenantreno apds 14 dias de monitoramento. (a) tempo 0; (b) apds 14 dias.

Cabe salientar que, a escolha do consdrcio CO8 foi necessaria para tornar esta dissertagdo

exequivel no prazo proposto, mas ndo significa que os outros consércios ndo apresentem clones
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com potenciais atividades biodegradadoras interessantes. E importante considerar que as taxas de
degradacdo dos clones do consdrcio C08, quando avaliados individualmente, superaram a média
apresentada pelo consércio. Este resultado poderia ser explicado pelo efeito da acdo conjuta de
todos os clones, possiveis interacdes, ou adequacdes bioldgicas a presenca de outros
“competidores” no meio. De qualquer forma, existe a possibilidade deste resultado ser observado

também para outros pools de clones avaliados no trabalho de Vasconcellos et al. (2010).

6.2.Construcao de sub-bibliotecas

6.2.1. Extracdao de DNA fosmidial

No inicio do projeto foi proposta a construgdo de 1 sub-biblioteca em vetor plasmidial
(insertos de aproximadamente 1 kb) para cada um dos 5 fosmideos (insertos de aproximadamente
40 kb) que apresentaram as melhores taxas de degradacdo de hexadecano. Portanto, esta
primeira etapa da construgdo da biblioteca foi feita para os 5 fosmideos que apresentaram as
maiores taxas de degradagdo de hexadecano. Na figura 15 observa-se o DNA fosmidial extraido
usando o kit da Invitek. As bandas visualizadas nas canaletas 1 a 5 correspondem ao DNA fosmidial

dos clones selecionados da biblioteca metagendmica.

M 1 2 3 4 5

Figura 15. Eletroforese do DNA total extraido dos clones provenientes das bibliotecas metagenémicas.
Canaletas: (M) Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); (1 a 5): DNA extraido dos
clones 1A, 10A, 6G, 2B e 3B.

6.2.2. Produgao de fragmentos aleatérios de DNA fosmidial (Shotgun library)

No decorrer dos experimentos, e seguindo a sugestdo da banca de qualificagdo
(Maio/2010), foram selecionados dois clones para a construcdo de sub-bibliotecas,
sequenciamento e analises. Os clones selecionados foram o 2B, por apresentar a maior taxa de
biodegradagdao do hexadecano (98%) e a segunda taxa mais alta de degradagdo do fenantreno

(44%), e o 1A, por apresentar alta taxa de degradacdo do hexadecano (91%) e baixa taxa de
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degradacdo de fenantreno. A idéia é comparar os operons contidos nestes fosmideos e identificar
as vias génicas, provavelmente distintas, que permitem a degradacao de apenas 1 ou dos 2
hidrocarbonetos.

A sonicacdao do DNA ocorreu de acordo com o esperado, essa quebra mecanica do DNA foi

necessaria para a escolha do tamanho dos insertos utilizados na clonagem (Figura 16). Os

fragmentos na faixa de 600 — 1600 pb foram recuperados do gel e purificados utilizando-se mini-

colunas (GFX PCR DNA and gel band kit, GE Healthcare).
1 M 2

Figura 16. Eletroforese do DNA fosmidial do
clone 2B fragmentado por sonicagdo
durante tempos diferentes. Canaletas: (1): 5
segundos; (2): 10 segundos; (M): Marcador
Lambda digerido com Hindlll.

6.2.3. Reagdes de reparo/fosforilagdo/ligacdo e transformacdo de células competentes

As reagdes de reparo e de fosforilagdo dos fragmentos ocorreram de acordo com o
esperado, essas reagdes foram necessarias para que o DNA quebrado pudesse ser ligado ao vetor.
Apds a quantificagdo dos fragmentos metagendmicos no eluato das reagdes, foi realizada a ligagao
dos insertos no vetor plasmidial. Em seguida, o DNA ligado foi transformado em células
hospedeiras de E. coli DH10B, conforme descrito na secao de Material e Métodos.

A partir da sub-clonagem do fosmideo 1A foram coletados e armazenados 604 sub-

clones, e a partir do fosmideo 2B, 960 sub-clones.

6.3.Avaliacdo de sub-bibliotecas e sequenciamento

A sub-biblioteca do clone fosmidial 1A (604 subclones) foi avaliada quanto a presencga e
tamanho dos insertos de cada um dos sub-clones por PCR direto a partir de colonias utilizando os
primers M13F e M13R. Do total dos 604 sub-clones, 441 apresentaram inserto com tamanho
médio de 1081 pb. Na figura 17 observam-se alguns dos produtos de PCR obtidos para essa sub-

biblioteca.
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1% dos insertos dos sub-clones do fosmideo 1A amplificados com
os primers M13F e M13R. As canaletas 1 a 19 mostram a presenga ou auséncia de produtos de PCR nos sub-
clones FOS1AC4 E8 a G2. M: Marcador de peso 1 kb DNA ladder (Fermentas).

O sequenciamento dos clones positivos foi realizado e as sequéncias geradas foram
analisadas com a utilizacdo dos softwares citados. Esses softwares propiciaram a verificacdo da
qualidade obtida no sequenciamento para cada clone. Desta forma, foi possivel identificar as
sequéncias que ndo apresentavam qualidade satisfatéria para o procedimento das andlises,

indicando assim, quais clones deveram ser sequenciados novamente.

6.4.Montagem das sequéncias

Apds sucessivos sequenciamentos dos sub-clones, as sequéncias geradas no sequenciador
ABI 377 e as obtidas com o sequenciador MEGABACE foram reunidas e submetidas as analises
citadas no Item 5.6.1. Um total de 697 sequéncias foram avaliadas, e apds os procedimentos de
“trimming” (remoc¢do de sequéncias de baixa qualidade, de vetores e sequéncias contaminantes
de E. coli), 507 sequéncias foram utilizadas na montagem (Assembly). Finalmente, foram obtidos
20 contigs e 129 singlets através do programa CAP 3. As caracteristicas gerais da montagem sao
mostradas na Tabela 7.

A finalizacdo da montagem do fosmideo 1A, no intuito de se obter um unico contig do
tamanho total do inserto, poderia ser concluida fechando os gaps presentes entre os insertos ja
obtidos através da técnica de primer walking ou através do sequenciamento de sub-clones
adicionais. Entretanto, estes resultados ndo foram concluidos até agora, dados alguns obstaculos
no desenvolvimento do projeto, iniciando pelos problemas técnicos do equipamento sequenciador
até a grande demanda de tempo e sequéncias de qualidade requeridas na metodologia de

sequenciamento por shotgun.
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A sub-biblioteca do Fosmideo 2B foi sequenciada comercialmente (MACROGEN INC,,
Coréia) e foi obtido um unico contig de 37.367 pb. As andlises de bioinformatica subsequentes

foram realizadas para ambos os contigs dos fosmideos 1A e 2B.

Tabela 7. Estatistica da montagem obtida para o sequenciamento da biblioteca shotgun do fosmideo
metagendmico “FOS1A”.

Estatistica da montagem

Comprimento total 30408

No. de contigs 20

No. de singlets 129
Tamanho médio de contigs 1520
Contig maior 8175

N50 3368 (3 contigs)

6.5.Caracteristicas gerais dos insertos fosmidiais

As sequéncias consenso dos diferentes contigs derivados da montagem do fosmideo 1A e
a sequéncia do Unico contig do fosmideo 2B foram submetidas a analise utilizando os diversos
programas citados no item 5.6. A predicao das ORFs e outras caracteristicas anotadas dos insertos
metagenOmicos foi manualmente refinada no programa Artemis (Figura 18). As caracteristicas
gerais dos insertos, como tamanho, conteido de G+C, total de ORFs preditas, encontram-se
resumidas na Tabela 8. Os produtos dos genes preditos foram divididos em categorias funcionais
de acordo com a lista fornecida pelo agrupamento de grupos ortélogos de proteinas (COGs). De
um total de 63 ORFs preditas, 60 ORFs foram atribuidas a alguma categoria COG. O numero total
de produtos de genes atribuidos a cada categoria é mostrada na Tabela 9.

Nenhum marcador taxondmico conhecido, como RNA ribossomal 16S, estava presente nas
sequéncias metagendmicas analisadas. Portanto, a origem microbiana dos insertos foi predita com
o servidor Phylopythia, o qual sugeriu que os fragmentos fosmidiais 1A e 2B pertencem ao filo
Proteobacteria com alguns fragmentos de 1A identificados até a classe AlfaProteobacteria.
Nenhum dos fosmideos apresentou sequéncias putativas de RNA transportador (RNAt). As
informagdes da existéncia de hélices transmembrana preditas com o uso do programa TMHMM
complementaram as informagGes da anotacdo. Foram preditos dominios transmembrana para 10

proteinas preditas no fosmideo 2B e 8 ORFs com dominios transmembrana no fosmideo 1A.
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Figura 18. Esquema das caracteristicas anotadas para o inserto fosmidial FOS2B proveniente da biblioteca
metagendmica de reservatdrio de petrdleo. Visualizagdo através do programa Artemis 12.0.

Tabela 8. Resumo das caracteristicas gerais dos dois fragmentos metagenomicos analisados.

Fosmideo 2B Fosmideo 1A

Tamanho do inserto (pb) 37367 30408*
%G+C 65,32% 62,38%
Numero de ORFs preditas 40 23
Comprimento médio de gene (pb) 886 840
% total de ORFs hipotéticas 10 9
Nidmero de ORFs atribuidas a COG 39 21

Filo representado Proteobacteria Proteobacteria

*Pares de bases na montagem

65



Tabela 9. Resumo do numero total de ORFs encontradas para cada fosmideo atribuidas em categorias COG

estabelecidas.

Cédigo COG :’ Z'n:j;R:; fl\:’ 2;:;;‘2:2 Categorias funcionais
Armazenamento e processamento de informagdes
J 0 1 Tradugdo
K 3 1 Transcrigdo
L 0 2 Replicagdo, recombinagdo e reparo
Processos celulares e sinalizagao
Controle do ciclo celular, divisdo, ou
2 0 particionamento do cromossomo
T 0 5 Mecanismos de transdugao de sinal
2 1 Membrana/parede cellular
0 Trafico intracelular, secre¢do e transporte
u 1 vesicular
0 2 1 Modificagdo pds-traducional, chaperonas
Metabolismo
C 11 2 Produgdo de Energia e conversdo
E 5 2 Transporte de aminoacidos e metabolism
G 2 0 Transporte e metabolismo de carboidratos
F 0 1 Transporte de nucleotideos e metabolismo
H 1 1 Transporte de Coenzima e metabolismo
| 3 0 Transporte e metabolismo lipidico
0 Biossintese, transporte e metabolismo de
Q 4 metabdlitos secundarios
Pouco caracterizadas
R 2 2 Predicdo da fungao geral
S 1 2 Fungdo desconhecida

6.6.Anotacdo do fosmideo 2B

Varias ferramentas de bioinformatica foram utilizadas para a identificagdo dos quadros de

leitura abertos. As fun¢Ges preditas para as 40 ORFs detectadas no fosmideo 2B s3do descritas na

Tabela 10 com informagdo acerca do tamanho das regides codificantes em aminodcidos, suas

referéncias relacionadas as bases de dados INTERPRO e COG e os homdlogos mais préximos nas

bases de dados publicas. Fungdes foram atribuidas para 36 ORFs, enquanto 4 ORFs permaneceram

com func¢do desconhecida. A organizagdo das ORFs presentes no inserto fosmidial encontram-se

ilustradas na Figura 19.
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Tabela 10. ORFs anotadas do fosmideo 2B proveniente da biblioteca metagenomica de reservatorio de petréleo.

ORF Tama- | INTERPRO BLASTP hit usada para anotagao ObservagGes*
nho /COG
(aa) Referencias
Nome do Gene Organismo E-value Acceso Phylum /clase
ORF 1 54 IPR023606 L- carnitina desidratase/Proteina Pseudomonas putida le-18 YP_001666428.1 Proteobacteria / Acil-CoA transferasa /
/CO0G1804 induzivel de acidos biliares F GB1 Gammaproteobacteria Carnitina desidratase
ORF 2 395 IPRO06090, Acil-CoA desidrogenase da familia Thauera sp. MZ1T 0.0 YP_002354094.1 Proteobacteria / Acil-CoA
/COG1960 Il (Gedh) Betaproteobacteria desidrogenase
ORF 3 303 IPRO05119, Regulador transcripcional HTH/LysR | Thauera sp. MZ1T 6e-120 YP_002354093.1 Proteobacteria / Regulador
/COGO0583 (lisR) Betaproteobacteria transcripcional
ORF 4 239 IPR002925 Dienelactona hidrolase (dlh) Methylococcus 3e-83 YP_114241.1 Proteobacteria / Dienelactona
/COG0412 capsulatus str. Bath Gammaproteobacteria hidrolase
ORF 5 306 IPRO03399 Transportador tipo ABC, proteina Arcobacter butzleri 2,00E- YP_001489060.1 Proteobacteria / Componente
/COG1463 periplasmatica de ligacdo de RM4018 28 Delta/epsilonproteobac | permease de um ABC
substrato teria transportador
ORF 6 196 IPRO05586 Proteina de fun¢do desconhecida Nitrosococcus 5e-13 YP_003526039.1 Proteobacteria / Desconhecida
/COG3218 halophilus Nc4 Gammaproteobacteria
ORF 7 238 IPRO05122 Uracil DNA glicosilases Aromatoleum 9e-92 YP_158606.1 Proteobacteria / Uracil DNA glicosilase
monofuncional de fita simples aromaticum EbN1 Betaproteobacteria
(UNG)
ORF 8 370 IPRO00064 Familia de proteinas NLP/P60 Pseudomonas 7e-33 YP_262894.1 Proteobacteria / Putativa hidrolases da
/COGO0791 fluorescens Pf-5 Gammaproteobacteria parede celular
associadas (proteinas
asossiadas a invasao)
ORF9 201 IPR003382 3-octaprenil-4-hydroxibenzoato Burkholderia sp. 4e-50 YP_004229638.1 Proteobacteria / 3-octaprenyl-4-
IPRO04507 carboxi-liase (ubiX) CCGE1001 Betaproteobacteria hydroxybenzoate
/COG0163 carboxy-lyase
ORF10 | 583 IPRO06318 Proteina fosfoenol piruvato Thauera sp. MZ1T 0.0 YP_935284.1 Proteobacteria / Fosfoenol piruvato
/COG1080 fosfotransferase (ptsl) Betaproteobacteria fosfotransferase
ORF11 | 89 IPRO00032 Sistema fosfotransferase, protein Thauera sp. MZ1T 2e-32 YP_002354142.1 Proteobacteria / Sistema
/C0G1925 fosfocarier HPr (ptsH) Betaproteobacteria fosfotransferase, HPr.
ORF 12 266 IPRO00073 Hidrolase de clivagem do anel Dechloromonas 2e-59 YP_286030.1 Proteobacteria / Alfa/beta hidrolase
/COG0596 benzoato aromatica RCB Betaproteobacteria (bamA)
ORF 13 152 IPR002810 Proteina de fun¢do desconhecida Geobacter sp. FRC-32 | 2e-28 YP_002538157.1 Proteobacteria / Atividade putative de

DUF107

Delta/epsilonproteobac
teria

regulador de protease
de membrane YbbK
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ORF 14 285 IPRO01107 Proteina contendo dominio SPFH / Dechloromonas 6e-124 YP_283489.1 Proteobacteria / Familia de protease
/COG0330 familia banda 7 aromatica RCB Betaproteobacteria de membrana YbbK
ORF 15 640 tRNA uridine 5- Azoarcus sp. BH72 0.0 YP_931646.1 Proteobacteria / Proteinas NAD de
C0G0445 carboxymethylaminomethyl Betaproteobacteria ligacdo envolvidas na
modification enzyme (GidA) adi¢do de um grupo
carboximetilaminome
til no tRNA
ORF 16 222 IPRO03682 rRNA metiltransferase (GidB) Azoarcus sp. BH72 3e-45 YP_931647.1 Proteobacteria / Subunidade de rRNA
/COGO0357 Betaproteobacteria pequeno
metiltransferase
ORF17 | 263 IPR002586 chromosome partitioning (parA) Cupriavidus 7e-109 YP_002007082.1 Proteobacteria / PROPSEARCH: 1, 2
/COG1193 taiwanensis LMG Betaproteobacteria naftaleno dioxigenase
19424 (DIST: 7.71)
ORF 18 282 IPRO03115 Proteina de parti¢do parB-like Thauera sp. MZ1T 2e-87 YP_002353898.1 Proteobacteria / Ligagdo ao DNA
/COG1475 (parB) Betaproteobacteria
ORF19 | 559 IPR002078 Regulador transcripcional sigma 54 | Rhodopseudomonas le-144 YP_531839.1 Proteobacteria / Regulagdo da
/COG3284 palustris BisB18 Alfaproteobacteria transcrigao
ORF20 | 393 IPRO01670 Alcool dehidrogenase que contém Burkholderia gladioli 0.0 AEA63300.1 Proteobacteria / Processo de oxidagdo
/COG1464 ferro (adh) BSR3 Betaproteobacteria e reducgdo
ORF21 | 506 IPRO15590 Aldehido dehidrogenase (aldh) Geobacillus sp. 0.0 ZP_03148146.1 Firmicutes Processo de oxidagdo
/COG1012 G11MC16 e reducdo
ORF 22 351 IPR002085 Alcool dehidrogenase com dominio | Thermaerobacter 5e-126 YP_004102555.1 Firmicutes Processo de oxidagao
/COG1064 de ligagdo de zinco. (adh) marianensis DSM e reducdo
12885 Zinco- alcool
dehidrogenase de
cadeia longa
ORF 23 91 Proteina hipotetica MDMS009_82 Methylophaga 9e-34 ZP_05102946.1 Proteobacteria / PROPSEARCH: 3-
thiooxidans DMS010 Gammaproteobacteria fenilpropionato
dioxigenase (DIST:
12,09)
ORF 24 136 IPRO08497 Proteina hipotetica XCV0106 Xanthomonas 2e-53 YP_361837.1 Proteobacteria / Desconhecida
/COG3564 campestris pv. Gammaproteobacteria
vesicatoria str. 85-10
ORF 25 | 272 IPR003439 Transportador ABC de aminoacidos | Polaromonas sp. 2e-87 YP_552043.1 Proteobacteria / Transportador tipo
/COG0411 de cadeia ramificada, proteina de 1S666 Betaproteobacteria ABC
ligagdo ao ATP
ORF 26 654 IPRO00873 Sintetase e ligase dependente de Polaromonas sp. 0.0 YP_552044.1 Proteobacteria / Atividade ligase
/C0G1022 AMP 1S666 Betaproteobacteria Familia COG: Sintease

de acil-CoA de cadeia
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longa

ORF 27 295 IPRO01851 Transportador tipo ABC de Roseovarius sp. 217 2e-79 ZP_01037671.1 Proteobacteria / Sistema de transporte
/COGO0559 aminoacidos de cadeia ramificada, Alfaproteobacteria
proteina permease
ORF 28 | 357 IPRO01851 Transportador tipo ABC de Polaromonas sp. 3e-97 ZP_01037670.1 Proteobacteria / Sistema de transporte
/COGO0559 aminoacidos de cadeia ramificada, JS666 Betaproteobacteria
proteina permease
ORF29 | 439 COG0683 Transportador tipo ABC de Roseovarius sp. 217 2e-100 ZP_01037667.1 Proteobacteria / Sistema de transporte
aminoacidos, subunidade Alfaproteobacteria
periplasmica de ligagdo ao
substrato
ORF 30 273 IPRO03439 Transportador ABC relacionado Polaromonas sp. 1le-95 YP_552047.1 Proteobacteria / Sistema de transporte
/COG0410 JS666 Betaproteobacteria
ORF 31 146 IPRO03736 Proteina de degradacgdo do acido Magnetospirillum le-33 CAM75444.1 Proteobacteria / Proteina ndo
/COG2050 fenilacético (PaaD) gryphiswaldense Alfaproteobacteria caracterizada,

MSR-1 possivelmente
envolvida no
catabolismo de
aromaticos

ORF 33 113 IPRO05598 ATP sintetase, protein | (atpi) Polaromonas sp. 3e-08 YP_547183.1 Proteobacteria / Geragdo de energia
1S666 Betaproteobacteria
ORF 34 283 IPRO00568 Subunidade A do complexo FOF1 Thauera sp. MZ1T 3e-129 YP_002353900.1 Proteobacteria / Geragao de energia
/COGO0356 ATP sintase (atpl) Betaproteobacteria
ORF35 | 81 IPR002379 Subunidade C do complex FOF1 ATP | Aromatoleum 3e-34 YP_158717.1 Proteobacteria / Geragdo de energia
/COG0636 sintetase (atpE) aromaticum EbN1 Betaproteobacteria
ORF 36 157 IPRO05864 Subunidade B do complex FOF1 ATP | Thauera sp. MZ1T 3e-45 YP_002353902.1 Proteobacteria / Geragdo de energia
/COG0711 sintetase (atpF) Betaproteobacteria
ORF 37 180 IPRO00711 Subunidade delta do complexo F1- | Aromatoleum 2e-46 YP_158719.1 Proteobacteria / Geragdo de energia
/COGO0712 ATP sintetase (atpH) aromaticum EbN1 Betaproteobacteria
ORF38 | 512 IPRO00194 Subunidade alfa do complexo FOF1 | Azoarcus sp. BH72 0.0 YP_931662.1 Proteobacteria / Geragdo de energia
/COG0056 ATP sintetase (atpA) Betaproteobacteria
ORF 39 289 IPRO00131 Subunidade gama do complexo F1 Thauera sp. MZ1T 7e-135 YP_002353905.1 Proteobacteria / Geragdo de energia
/C0G0224 ATP sintetase (atpG) Betaproteobacteria
ORF40 | 465 IPR005722 Subunidade beta do complexo fOf1 | Cupriavidus 0.0 YP_002007073.1 Proteobacteria / Geragdo de energia
/COG0055 ATP sintetase (atpB) taiwanensis LMG Betaproteobacteria
19424
ORF 41 140 IPRO01469 Subunidade epsilon do complexo Thauera sp. MZ1T 3e-53 YP_002353907.1 Proteobacteria / Geragdo de energia
/COG0355 FOF1 ATP sintetase (atpC) Betaproteobacteria

*Observagdes sobre a fungdo predita ou de anotagdo por outro método.
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Figura 19. Representacdo esquemadtica do inserto totalmente sequenciado do fosmideo 2B derivado da
biblioteca metagenomica. As diferentes cores indicam as categorias funcionais dos genes codificando
proteinas putativas. Setas azuis: ORFs relacionadas com metabolismo; setas verdes: ORFs relacionadas com
processos celulares; setas cor de laranja: ORFs relacionadas com armazenamento da informacdo. Proteinas
pouco caracterizadas e genes sem uma categoria COG relacionada sdo mostrados em amarelo e branco,
respectivamente.

6.6.1. Organizagao genética do fosmideo 2B

Nesta etapa do presente estudo, acreditava-se que o sequenciamento completo do
fosmideo 2B, que apresentou a habilidade de degradar hidrocarbonetos alifaticos (hexadecano) e
aromiaticos (fenantreno), permitiria encontrar os clusters de genes responsaveis pela degradacdo
observada na expressao heterdloga do inserto metagendmico em E. coli. Um dos achados mais
interessantes deste trabalho é a auséncia de clusters de enzimas chave que mostrassem suficiente
similaridade com as enzimas bem estudadas de degradag¢do de hidrocarbonetos sob condigdes
aerdbias ou anaerdbias. Diferentemente, os produtos de genes preditos para esse fosmideo
mostraram similaridade, em nivel de familia e superfamilia, com grupos de enzimas que
apresentam uma grande diversidade metabdlica de fungdes, que podem incluir algumas etapas
dos processos de degradagao de xenobidticos em micro-organismos anaerdbios e aerdbios assim
como sequéncias envolvidas em outros tipos de fungdes e reagdes celulares.

Na revisdo bibliografica deste trabalho se fez referéncia a um dos mecanismos
considerados como o mais comum da degradagdo anaerdébia de compostos aromaticos, assim
como de alifaticos em micro-organismos filogeneticamente diversos (Egland et al., 1997,
Chakraborty e Coates 2004). O mecanismo consiste na adi¢do de fumarato gragas a agdo de uma
enzima glicil radical, sendo a mais conhecida a benzilsuccinato sintase, a qual tem sido descrita
para as bactérias Aromatoleum aromaticum EbN1, Thauera aromdtica e Geobacter
metallireducens. Entretanto, esta enzima ndo foi achada dentre as ORFs preditas para o fosmideo
2B. A auséncia desta enzima ja foi considerada na analise do genoma completo de Dechloromonas
aromdtica RCB por Salineiro e colaboradores (2009). Estes autores notaram que todas as enzimas
chave na degradagdo anaerdbia de aromaticos, como a benzoilCoA redutase e a benzilsuccinato

sintase, previamente denotadas como “centrais” para o catabolismo anaerdbio de aromaticos,

70



estavam ausentes no genoma de D. aromdtica e a maioria também ausentes em Azoarcus BH72. A
caréncia de sobreposicao dos genes que codificam estas enzimas entre estas espécies foi
totalmente inesperada, uma vez que ambos A. aromaticum EbN1 e D. aromdtica sao degradadores
de compostos aromaticos (Salineiro et al., 2009).

Em outro estudo, Suenaga e colaboradores (2007) usaram uma estratégia de screening
funcional para investigar o DNA metagendmico de lodos ativados utilizados no tratamento de uma
planta de 4guas residudrias. O sequenciamento subsequente revelou que apenas um subconjunto
de clones fosmidiais continha vias de degradacdao completas similares as encontradas em bactérias
degradadoras de aromaticos. A maioria dos clones apresentou um subconjunto de genes de vias
de degradacdo em novos rearranjos genéticos (Suenaga et al., 2009). Por outro lado, o fato de que
compostos aromaticos no ambiente possam ser degradados através da uma acdo combinada de
varias vias fragmentadas tem sido também reportado para culturas puras. P. putida GJ31 é um
exemplo de um organismo capaz de utilizar clorobenzeno como substrato de crescimento gracgas a
expressao de um agrupamento de genes no plasmideo pKW1 que foi descrito por constituir um
mosaico de 4 clusters genéticos diferentes (Kunze et al., 2009).

Abu Laban e colaboradores (2010) utilizaram uma abordagem combinada de gen6mica e
protedmica para o estudo da degradacdo anaerdbia de benzeno, utilizando um cultivo redutor de
ferro altamente enriquecido com benzeno, fenol e benzoato. O DNA total do cultivo ferro redutor
foi sequenciado e foram identificadas as enzimas e os reguladores transcricionais envolvidos na
degradacdo anaerdbia de hidrocarbonetos aromaticos. Clusters de genes para algumas proteinas
degradadoras de aromaticos foram identificados em posi¢cdes adjacentes. No entanto, a maioria
dos genes mostrou-se espalhada em 63 contigs diferentes do metagenoma.

Neste contexto, ndo foi totalmente surpreendente que no mesmo fragmento
metagendmico, o fosmideo 2B, foram observados componentes das vias de degradacdo aerdbia e
anaerdbia, de diferentes compostos aromaticos, ciclicos e alifaticos e que serao descritos a seguir.
Com o fim de explorar a aparente caréncia das vias de degradagao amplamente conhecidas que se
esperava encontrar no fosmideo, todas as proteinas preditas e as regides flanqueadoras de cada
uma, foram comparadas com genes similares e, na medida do possivel, também foram

comparadas com regides similares em organismos similares.

6.6.2. ORFs relacionadas as funcoes metabdlicas de degradacao aerdbia de aromaticos

A ORF 4 codifica para a enzima dienolactona hidrolase (DLH), a qual pertence a familia
dienolactone hidrolases. Estas enzimas apresentam um dobramento a/Bf e desempenham um

papel fundamental na via de degradacdo do clorocatecol. Essa via envolve a clivagem do anel
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aromatico e é constituida pelas enzimas: catecol 1,2-dioxigenase, cloromuconato cicloisomerase,
dienolactone hidrolase (DLH) e uma maleacetato redutase (MAR) (Marin e Pieper, 2009). Segundo
Pieper (2005), os genes que codificam as enzimas da via clorocatecol tém sido evidenciados
formando clusters e com as estruturas dos operons correspondentes altamente conservados,
apesar das diferentes origens geograficas das bactérias ou diferencas na filogenia, como é o caso
das bactérias isoladas Pseudomonas putida AC858, Burkholderia sp. NK8, Wautersia eutropha
JMP134 (pJP4), Burkholderia cepacia 2a (plIB1), Delftia acidovorans P4a, e Rhodococcus opacus
1CP (Figura 20). Diferentemente destas consideragdes, o fosmideo 2B apresentou uma ORF
codificando a enzima DH que ndo se encontra flanqueada pelas outras enzimas presentes na via
de degradacdo do clorocatecol, e até onde foi pesquisado, nenhum cluster similar tem sido
reportado. No entanto, elementos regulatérios como da familia LysR precedendo os genes
catabdlicos, sdo comuns nos clusters descritos por Pieper (2005) e também foram observados na

regido anexa a DH do fosmideo 2B, atuando provavelmente como regulador positivo (Figura 21).

P. putida AC858

Burkholderia sp. NK8

1 kb
Delftia acidovorans P4a
TR AN oA
Rhodococcus opacus 1CP
1) Reguiator Dienelactone hydrolase [ Phenol hydroxylase
E Chlorocatechol 1,2-dioxygenase D Maleylacetate reductase @ 2,4-D a-ketoglutarate dioxygenase

I chioromuconate cycloisomerase ) Chloromuconolactone dehalogenase [} Transporter

Figura 20. Organizacdo genética do cluster de genes para degradacdo do clorocatecol c/cR-ABCDE em P.
putida AC858. Genes similares sdo observados em outras cepas de Pseudomonas (arranjos ndo mostrados),
em Burkholderia sp. NK8, Waurtersia eutropha JMP134 (pJP4), B. cepacia 2a (plIB1), Delftia acidovorans P4a
e em Rhodococcus opacus 1CP. Fonte: Pieper (2005).
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Figura 21. Mapa genético da ORF 4 e dos produtos da regido flanqueadora encontrada no fosmideo 2B.
gcdh: glutarilCoA desidrogenase; LysR: regulador transcricional da familia LysR; DLH: dienelactona hidrolase;
ABC transp: proteina transportadora tipo ABC; Unknown: proteina desconhecida. As diferentes cores
indicam as categorias funcionais dos genes. Azul: ORFs relacionadas com metabolismo, laranja: ORFs
relacionadas com armazenamento da informagdo. Proteinas pouco caracterizadas e genes sem uma
categoria COG relacionada sdo mostrados em amarelo e branco, respectivamente

O produto codificado pela ORF 31 foi similar a proteina de degradacdo do &acido
fenilacético (PaaD). Fenilacetato deriva principalmente a partir da fenilalanina, mas é também
formado nas vias de degradac¢do de uma variedade de compostos aromaticos de origem ambiental
e sintética (Song et al., 2006). A ORF classificou na categoria Q de COG e descrita como uma
“proteina ndo caracterizada envolvida possivelmente no catabolismo de compostos aromaticos”.
No banco de dados de dominios InterProScan, apresentou um dominio envolvido na degradacdo
aerébia de fenilacetato. Varios genomas microbianos contém agrupamentos de genes codificando
os componentes da via catabdlica do fenilacetato (PA), no entanto, a evidéncia experimental da
via funcional estd disponivel apenas para algumas bactérias: Escherichia coli, Azoarcus evansii,
Pseudomonas putida, A. aromaticum EbN1 e Rhodococcus sp. (Law et al., 2008). Na maioria destes
micro-organismos, o agrupamento de genes se dd no operon Unico paaABCDEFGHIJKXYZ, que
codifica genes estruturais, regulatérios e de transporte (Figura 22).

O gene codificado pela ORF 31 mostrou alta similaridade com a regido Paal tioesterase que
pertence a subfamilia acilCoA tioesterase. AcilCoA tioesterases geralmente funcionam dentro da
célula para liberar a unidade de carboxilato para a degradacdo, a exportacao, regulacdo e ou para
possibilitar a liberacdo do CoA em metabolitos tioester e a incorporagdo em vias metabdlicas
alternativas. A familia inclui a 4-hidroxibenzoilCoA tioesterase, que catalisa a etapa final da
biossintese de 4-hidroxibenzoato a partir de 4-clorobenzoato em Pseudomonas sp. CBS-3 por
dehalogenacdo hidrolitica (Carmona et al., 2009) (Figura 23). A via consiste de trés enzimas cujos
genes que as codificam apresentam-se estruturalmente relacionados em clusters (Dunaway-
Mariano e Babbit, 1994). O gene presente na ORF 31 ndo parece estar flanqueado por genes
relacionados com as proteinas presentes na via de degradacdo do fenilacetato nem por nenhum
dos genes envolvidos na via de degradacdo do 4-clorobenzoato (Figura 24). Portanto, esta ORF
poderia codificar uma proteina envolvida no metabolismo de aromaticos que ainda ndo foi

descrita para outro substrato quimicamente relacionado com os anteriores.
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Figura 22. Via de degradacdo aerdbia do fenilacetato em A. aromatoleum EbN1. (A) via; (B) cluster de genes
da via em diferentes organismos. Paak, fenilacetatoCoA ligase; PaaABCDE, fenilacetilCoA dioxigenase;
PaaGZ, abertura do anel (PaaG, enoilCoA hidratase; PaaZ, aldeido dehidrogenase); PaaFHJ, envolvido na B-
oxidacdo. Fonte: Rabus et al. (2005).
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Figura 23. Via de dehalogenagdo hidrolitica de 4-clorobenzoato. A, 4-clorobenzoilCoA ligase; B, 4-
clorobenzoilCoA dehalogenase; C, 4-hidroxibenzoilCoA tioesterase. Fonte: Thoden et al. (2003).
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Figura 24. Mapa genético da ORF 31 e genes da regido flanqueadora encontrada no fosmideo 2B. braC,
Transportador tipo ABC (proteina de ligagdo a Leucina-, isoleucina-, valina-, treonina-, e alanina); livF,
Transportador tipo ABC (Transporte de aminoacidos de cadeia ramificada — proteina de ligagdo ao ATP);
Paal, proteina de degradac¢do do 4cido fenilacetico; atpi, ATP sintase putativa; atpl, subunidade A de ATP
sintase; atpE, subunidade C de ATP sintase; atpF subunidade B de ATP sintase.As cores representam as
categorias COG dos genes. Azul: ORFs relacionadas com o metabolismo, verdes: ORFs relacionadas com
processos celulares e sinalizagdo, branco: ORFs sem nenhuma categoria COG relacionada.
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As ORFs 20, 21 e 22 codificam para as enzimas que oxidam os alcodis primadrios gerados na
oxidacdo terminal de alcanos. Alcool desidrogenases (ADHs) (ORFs 20 e 22) desempenham uma
grande variedade de fungdes fisioldgicas e apresentam uma ampla série de substratos. No
contexto da biodegradagdo de alcanos, ADHs catalisam a oxidagao reversivel de alcodis a aldeidos,
a segunda etapa da via de oxidacdo terminal de alcanos (Wentzel et al., 2007). Muitas bactérias
contém diferentes ADHs que podem ser utilizadas para a assimilagdo de diferentes classes de
alcodis (Rojo, 2010). ADHs podem ser divididas em trés grandes grupos com base em suas
propriedades moleculares e teor de metais. O grupo | inclui ADHs de cadeia longa e requer zinco
como cofator (aproximadamente 350 aminodcidos por subunidade). O grupo Il inclui ADHs de
cadeia curta livres de metal (aproximadamente 250 aminoacidos por subunidade) e o grupo Il de
cadeia longa que requer do cofator Fe (385-900 aminodcidos por subunidade) (Liu et al., 2009). A
ORF 20 contém 394 aminoacidos e mostrou 82% de identidade com uma alcool desidrogenase que
contém ferro de Burkholderia gladioli BSR3. A ORF 22 contém 352 aminodcidos e mostrou 63% de
identidade com uma &lcool desidrogenase com dominio de ligacdo ao zinco de Thermaerobacter
marianensis DSM 12885. Com base nos dados sequenciados, a ORF 20 pertence a familia de ADHs
gue contem Ferro e a ORF 22 a ADHs que contém zinco como cofator.

O terceiro passo da via de oxidacdo de alcanos é catalisado por enzimas aldeido
desidrogenase (ALDHs), que catalisam a oxida¢do de aldeidos a acidos carboxilicos usando NAD ou
NADP como coenzima. A ORF 21 mostrou a maior similaridade (82%) com uma aldeido
desidrogenase de Geobacillus sp. G11MC16. ALDHs estdo amplamente distribuidas entre os
organismos vivos e atuam como enzimas de desintoxicacao de aldeidos téxicos gerados em varios
metabolismos celulares, e também sdo reconhecidas como uma das enzimas essenciais para o

processo de degradag¢ao de varios compostos de hidrocarbonetos.

Genes que codificam para ADHs e ADLHs estdo presentes no plasmideo OCT de P. putida
GPo1 (Figura 25). O plasmideo contém todos os componentes necessarios para a degradacdo de
alcanos. Apesar de que essa via foi claramente transferida horizontalmente para muita bactérias
(van Beilen et al., 2001), a ligacdo de genes foi perdida em diferentes graus para varias cepas.
Alem disto, muitas bactérias contem diferentes ADH que podem ser utilizadas para a oxidacdo de
alcoois distintos. Por exemplo, no plasmideo OCT a alcool desidrogenase denominada como Alkl é
necessaria s6 se a alcool desidrogenase cromossomal é inativada por mutagdo, sugerindo
novamente a redundancia destas enzimas em um mesmo organismo (Rojo, 2010). Similarmente, a
aldeido desidrogenase codificada pelo plasmideo AlkH ndo é necessdria para o crescimento na

presenca de alcanos (Rojo, 2009)
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Figura 25. Mapa genético do plasmideo OCT de P. putida GPol mostra a presenca no cluster dos genes alk] e

alkH codificando para uma ADH e uma ALDH, respeitivamente no operon alkBFGHJKL. Tomada e modificada
de van Beilen, et al., 2001.

Os acidos carboxilicos gerados na oxidacao de aldeidos sdo a seguir metabolizados por -
oxidagdo, gerando AcilCoA que entra no ciclo do Acido Tricarboxilico. Uma parte da via de B-
oxidacdo foi encontrada no fosmideo 2B e se encontra descrita posteriormente no item 6.6.4. No
entanto, as enzimas mais conhecidas codificantes do primeiro passo da degradacdo aerdbia de
alcanos (monooxigenases) ndo foram identificadas no fragmento metagenomico estudado.

Interessantemente, a aldeido desidrogenase do fosmideo 2B faz parte de um operon que
mostra similaridade com o operon de Rhodoferax ferriducens DSM 15236, o qual codifica para
uma putativa alcool desidrogenase e uma aldeido desidrogenase reguladas a montante por um

regulador transcricional da familia Fis (Figura 26).
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Figura 26. Organizagdo genética dos clusters do fosmideo 2B (acima) e o cluster presente na bactéria R.
ferrireducens DSM 15236 (abaixo). Nas cores, laranjas, azuis e vermelhas, apresentam-se as ORFs similares.
Em amarelo, ORFs presentes na bactéria R. ferriducens DSM 15236, codificando proteinas de transporte com
ligacdo ao ATP, com funcdo similar a proteina LivG no fosmideo 2B envolvida no transporte de aminodcidos
de cadeia ramificada. Nas tonalidades cinza se mostram as ORFs que ndo apresentaram similaridade entre
os dois clusters. Gendbmica comparativa gerada no programa RAST (Aziz et al., 2008).

Rhodoferax ferriducens DSM 15236 é um anaerdbio facultativo que pertence ao phylum
Proteobacteria e que acopla a oxidagdo de varias moléculas organicas (entre elas, acetato,
piruvato, succinato e benzoato) a redugdo de ferro, usando ferro insolivel como aceptor de
elétrons. O genoma completo deste micro-organismo ja foi sequenciado pelo DOE Joint Genome

Institute e se encontra sob estudo, dado o potencial biotecnoldgico deste micro-organismo que,
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adicionalmente, é capaz de gerar eletricidade em células de combustivel microbianas (Finneran et
al., 2003).

6.6.3. ORFs relacionadas as fungdes metabdlicas de degradac¢ao anaerdbia de
aromaticos

A ORF 12 foi anotada como uma hidrolase de clivagem do anel benzoato e pertence a
familia de enzimas com um dobramento estrutural af hidrolase, um dos maiores grupos de
enzimas estruturalmente relacionadas com diversas fun¢des cataliticas. Membros desta familia
incluem lipases, acetilcolinestares, esterases, lactonases, époxido hidrolases e outros.

A hidrolase de clivagem do anel benzoato é uma enzima envolvida no metabolismo
anaerdébio do benzoato. Especificamente, a hidrolase faz parte da terceira etapa da via,
denominada como B oxidacdo modificada (Wischgoll et al., 2005).

Em anaerdbios facultativos, o catabolismo anaerdbio do benzoato tem sido estudado em
nivel molecular, como é o caso das bactérias desnitrificantes T. aromatica, Azoarcus sp.
(betaproteobacterias), e Magnetospirillum sp. (alfaproteobacteria); da bactéria fotossintética R.
palustris (alfaproteobacteria); a estritamente anaerdbia redutora de ferro, G. metallireducens e da
fermentativa S. aciditrophicus (deltaproteobacteria) (Carmona et al., 2009). Em todas essas
bactérias a via de degradag¢do do benzoato envolve vdrias etapas e os genes codificando cada uma
dessas etapas se encontram agrupados em clusters. A primeira etapa consiste na ativa¢gdo do
benzoato para benzoilCoA pela agdo de uma benzoilCoA ligase dependente de ATP (Egland et al.,
1995). A segunda etapa, é a reducdo do anel de benzeno pela enzima benzoil-CoA redutase, que
catalisa a desaromatiza¢do do benzoilCoA a um dieno (Boll e fuchs 1995; Boll et al., 2000). A
terceira etapa é a B oxidacdo modificada do dieno desaromatizado, resultando na clivagem do
anel. O produto da desaromatizacao é um alifatico C7-dicarboxilCoA, pela agdo de hidratases,
desidrogenases e hidrolases. A quarta e ultima etapa, consiste na B oxidagdao convencional a 3
acetilCoA e CO, (Figura 27).
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Figura 27. Via enzimatica de degradac¢do anaerdbia do benzoato. Em vermelho se mostra a ativacdo do
benzoato a benzoilCoA; em azul escuro, a desaromatizalgdo do benzoilCoA; em verde, as diferentes etapas
da B oxidagdo modificada (hidratagcdo); em azul claro, a desidrogenagcdo e em laranja, a hidroxilagdo.
Adaptado de Carmona et al., 2009.
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Como foi mencionado na revisao deste trabalho, a ativacdo de hidrocarbonetos
aromaticos por meio de CoA ligases é um mecanismo alternativo e, no caso referido acima, a
degradacdo anaerdbia do benzoato comeca com a ativacdo do benzoato via uma benzoilCoA
dependente de ATP. Os genes que codificam para estas benzoato CoA ligases tém sido descritos
com diferentes nomes em vdrias bactérias, badA em R. palustris, bclA em T. aromdtica e
Magnetospirillum sp. e bzdA em Azoarcus sp. A ORF 26 predita no inserto metagenémico 2B
objeto do presente estudo, corresponde a um dominio de ligase dependente de AMP, a presenca
desta ORF adjacente a ORF 12 que codifica para outras etapas da degradacao do benzoilCoA indica
gue estas ORFs poderiam estar relacionadas, sendo que a ORF 26 atuaria na ativacdo de

compostos aromaticos e aliciclicos (Figura 28).
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Figura 28. Organizacdo genética do fosmideo 2B. As ORFs se encontram enumeradas de acordo com a
Tabela 6. Os genes codificando putativos componentes enzimdaticos da via de degradagdo anaerdbia do
benzoato estdo em amarelo. Em branco sdo mostradas as ORFs de fungdo desconhecida e em cinza as ORFs
envolvidas em outras vias metabdlicas.

Notavelmente, ndo se encontraram homodlogos aos genes que codificam paras as 4
subunidades da benzoilCoA redutase, o que poderia sugerir o envolvimento de um mecanismo
enzimatico diferente para a desaromatizacdo do anel de benzeno. Em Wischgoll e colaboradores
(2005) descreve-se o estudo do metabolismo aromatico do micro-organismo estritamente
anaerdbio, G. metallireducens. Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que a ativagdo do
benzoato nas reacbes de B oxidacdo modificada sdo altamente similares as descritas para outros
organismos anaerdbios facultativos e no organismo modelo estritamente anaerdbio G.
metallireducens. No entanto, também foi observada a auséncia da enzima benzoilCoA redutase,
similarmente ao fosmideo 2B sob estudo. Estes dados sugerem que os processos de
desaromatizacdo para G. metallireducens e provavelmente também para o fosmideo 2B
permanecem desconhecidos.

Fuchs (2008) considera que o metabolismo de compostos aromaticos pode ser classificado
em 4 tipos: (1) Metabolismo aerdbico caracterizado pelo uso de oxigénio como co-subtrato de
oxigenases que hidroxilam e clivam os anéis aromaticos; (2) Na presenca de oxigénio, os aerdbios
facultativos utilizam outro tipo de metabolismo aerébio denominado como tipo hibrido, onde a
coenzima A é usada como substrato e ndo ha a necessidade de oxigénio para a clivagem do anel,
ao contrério, eles usam uma oxigenase/redutase para desaromatizar o anel; (3) Na auséncia de
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oxigénio, aerodbios facultativos e fototréficos usam a reducdo do anel aromatico de benzoil-CoA
catalisada por uma benzoil-CoA redutase, conduzida pela hidrélise de 2 ATP; e (4) Uma via
completamente diferente ainda pouco caracterizada de benzoil-CoA que opera em anaerdbios
estritos, ndo dependente de ATP.

As vias que envolvem a formacdo de tioésteres de CoA (2, 3, e 4) podem ser vantajosas,
pois permitem uma flexibilidade e rapida adaptacao a flutuacao dos niveis de oxigénio, uma vez
gue ambas as condicOes (aerdbia e anaerdbia) requerem substratos tioésteres de CoA. Uma
mudanca de condigao anaerdébia a aerdbia inativaria a enzima benzoil-CoA redutase e provocaria a
acumulacdo do tioéster de CoA, o qual poderia ser consumido pela benzoil-CoA
oxigenase/redutase uma vez que essa enzima é ativa em condic6es microaerofilicas. Além disso, a
formacdo de intermedidrios éster CoA podem ser menos toxicos que algumas rotas de clivagem
aerdbias. Adicionalmente, a formacdo de tioéster facilita indiretamente o transporte de acidos
aromaticos.

A ORF 9 predita mostrou a maior similaridade com a enzima 3-octaprenil-4-
hidroxibenzoato carboxi-liase (genes ubi), uma enzima da biossintese de ubiquinona (Breinig et al.,
2000). Esta enzima é considerada semelhante a fenilfosfato carboxilase (genes ppc), envolvida na
degradacdo anaerdbia do fenol em T. aromdtica (Kube et al., 2005). Recentemente, a presenca da
enzima 3-octaprenil-4-hidroxibenzoato carboxi-liase tem sido evidenciada na expressdo diferencial
da cepa NaphS2 uma deltaproteobacteria quando crescida em naftaleno (Didonato et al., 2010;
Bergmann et al., 2010). Em 2005, Kube e colegas utilizaram a abordagem metagendmica para
estudar a comunidade microbiana presente no Mar Negro. O sequenciamento completo de um
fosmideo da biblioteca que exibiu genes de degradag¢do anaerdbica do benzoato revelou a
presenga a jusante de genes ubi, o que foi considerado pelo grupo como um indicativo da
possibilidade que o organismo correspondente a sequéncia metagendmica poderia ser capaz de
utilizar o fenol anaerobicamente. Kube sugere a entrada do fenol na via central do benzoilCoA
através da enzima 4-hidroxibenzoil-CoA redutase, levando a degrada¢do do fenol pela via do
benzoilCoA utilizada para a degrada¢ao do benzoato.

Outra abordagem para o estudo dos genes ubi foi feita por Abu Laban e colaboradores
(2010), que investigaram os genes putativos para o metabolismo do benzeno através de uma
anadlise combinada de metagenémica e protedmica em um cultivo ferro redutor enriquecido. Estes
autores consideraram os 3 mecanismos iniciais para a degradagao de benzeno, o primeiro pela
metilacdo direta a tolueno e subsequente degradagdo via benzilsuccinato, o segundo, pela
hidroxilacdo a fenol e subsequente degradacao pela via benzoilCoA, e o terceiro, pela carboxilagao
direta a benzoato com a subsequente ativagdio com a benzoilCoA ligase e degradacdo via
benzoilCoA. Neste mesmo estudo, as proteinas carboxilases UbiD/UbiX (3-octaprenil-4-
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hidroxibenzoato carboxi-liase) foram diferencialmente expressas em cultivo em fenol e benzeno, e
as ORFs que as codificam foram encontradas agrupadas junto com as enzimas fenilfosfato
carboxilases (genes ppc) (Abu Laban et el., 2010). No entanto, outros contigs que apresentaram os
genes ubiD/ubiX ndo apresentaram ORFs similiares a ppcB e pccC, necessarias para a carboxilacdo
e degradacao do fenol, o que levou os autores a sugerir um novo mecanismo inicial de ativacao
anaerdbia do benzeno por carboxilacdo direta mediada por uma enzima carboxilase candidata que
provavelmente pertence a familia da UbiX, e que leva a entrada do benzeno na via de degradacao
de benzoato e benzoilCoA. (Figura 29). Neste contexto, a presenca da enzima carboxilase
UbiD/UbiX (ORF 12) no mesmo contig que a putativa CoA ligase (ORF 26), também poderia sugerir
uma carboxilacdo direta do benzeno pelo produto da ORF 12 e entrada na via de degradacdo de
benzilCoA pela enzima da ORF 26.

A
B
ORF 7273 7 78 7 80 81 8 83 84 8s
IO 0D D> > DI > Contig BF_11348 ORF 124 126 127 e e % e 10 141142
100 m. cm )l C L N | e -
RICKS nEERSNS| (NS ClSSSe s M>DE—RER DO DRSPS E==>IDE=5 Coniig BF 11418
ORF 104 105 106 107 10 M 112 114 115 16 ubxX abcD abeA  bzlA ubix
(R g —| @mCOl<@m@ Contig BF_ 11406
ppcD ppcA ppcC PpcB ppsA ppcD ppcA ppeC 2Kb
T [ T
5 10 15Kb
[ Benzylsuccinate synthase Putative benzene carboxylase

[-oxidation of benzylsuccinate

E3 Benzoate-CoA ligase

Benzoate degradation bamB-

[ 3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate carboxy-lyase
[ Phenylphosphate carboxylase

B Phenylphosphate synthase

[0 4-hydroxybenzoyi-CoA reductase

[l Sigma 54 specific transcriptional regulator

[ Putative uncharacterized protein

L= Iranscriptional regulator, MarR family
FA Multidrug resistance protein MRP homologue, conserved ATPase

Figura 29. Genes identificados no metagenoma do cultivo redutor de ferro enriquecido em Abu Laban
(2010). As ORFs codificam para proteinas putativas envolvidas com a degradagdo anaerobia de aromaticos.
(A) Diferentes contigs no metagenoma envolvidos com a degradagdo de fenol e hidroxibenzoato; (B) Cluster
de genes putativo envolvido com a degradagdo de benzeno proposto para o cultivo redutor de ferro.

6.6.4. ORFs relacionadas a outras caracteristicas metabdlicas

Os genes transportadores estdo freqliientemente presentes em agrupamentos de genes do
catabolismo de aromdticos. As ORFs 5, 25, 27, 28, 29 e 30 codificam para proteinas componentes
do sistema transportador do tipo ABC. Os transportadores ABC utilizam a hidrélise de ATP para
energizar diversos sistemas bioldgicos. Estdo envolvidos no transporte de vdrios substratos,
abrangendo desde pequenos ions a macromoléculas e, desta maneira, provéem as bactérias de
nutrientes.

A captacdo de benzoato em bactérias aerdbias tem sido sugerida através do transportador

Benk. Embora nada se saiba sobre a captacdo de benzoato em degradadores anaerébios, os
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transportadores tipo ABC foram encontrados no sequenciamento completo da bactéria anaerébia
desnitrificante degradadora de aromaticos A. aromatoleum EbN1, onde, se presume, sdao usados
para a captacdo de benzoato a baixas concentracGes (Rabus et al., 2005). Adicionalmente, a
jusante do cluster de genes para o metabolismo de benzoato em Azoarcus sp. CIB (Barragan et al.,
2004) e R. palustris (Egland et al., 1997), foram encontrados 5 genes que codificam para proteinas
da familia de transportadores ABC de aminodacidos de cadeia longa e diferentes subunidades de
ABC transportadores. Embora esses genes que codificam para transportadores tipo ABC tenham
sido encontrados na vizinhancga dos clusters para a degradacao de compostos aromaticos, o papel
de tais transportadores na captacao dos compostos aromaticos ainda nao foi demonstrado
(Barragan et al., 2004).

As ORFs 1, 2 e 3 apresentam genes que codificam para enzimas da B oxidac¢do (Figura 30).
No entanto, devido a diversidade metabdlica de muitas destas enzimas, é esperado que alguns dos
produtos destes genes participem em outras reagdes (Rabus et al., 2005). A ORF 1 codifica para
uma CoA transferase da familia Ill, que catalisa reagdes de transferéncia de grupos da Coenzima A
para acidos livres. A ORF 1 apresenta maior similaridade com uma L-carnitina desidratase/
Proteina induzivel de acidos biliares. Esta enzima pertence a familia CoA transferase lll, descrita
por Heider em 2001 precisamente por ser uma CoA transferase envolvida nas vias metabdlicas
anaerdbias de degradacao de tolueno, carnitina e acidos biliares, as quais ndao apresentavam
semelhang¢a com as CoA transferases das familias | e Il.

A ORF 2 contém os genes para uma Acyl-CoA desidrogenase, enzima claramente
correlacionada com o metabolismo de substratos aromaticos e alifaticos. A enzima glutaryl-CoA
desidrogenase (GDH) ja tem sido caracterizada nas espécies de Azoarcus evansii e Thauera
aromdtica, onde se encontram envolvidas na via metabdlica do catabolismo anaerdbio de
aromaticos (Rabus et al., 2005). Wischgoll e colaboradores (2009) estudaram as GDHs dos micro-
organismos anaerdbios estritos degradadores de aromaticos Geobacter metallireducens (redutor
de Fe[lll]) e Desulfococcus multivorans (redutor de sulfato). Estes autores demonstraram que as

GDHs eram responsaveis pela descarboxilagdo oxidativa de glutarilCoA a crotonilCoA
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Figura 30. Esquema de parte da via da B-oxidagdo presente em um primeiro segmento do fosmideo 2B. 1,
CoA transferase lll; gcdh, glutaryl-CoA desidrogenase; lysR, regulador transcricional LysR; DLH, dienolactona
hidrolase; ABC transp, transportador do tipo ABC; Unknown, proteina de fun¢do desconhecida.

81



A ORF 3 foi anotada como proteina LysR, a qual pertence a uma subfamilia de reguladores
transcricionais que se ligam ao DNA através do motivo hélice-volta-hélice (helix-turn-helix), e
atuam, na sua maioria, como ativadores da transcricdo. Na literatura, ja existe evidéncia
experimental de que a expressio do gene gcdH que codifica para a enzima glutarilCoA
desidrogenase (ORF 2) se encontra sob o controle transcricional de LysR (Carmona et al., 2009).

As ORFs 10 e 11 contém genes que codificam proteinas para o sistema fosfotransferase
fosfoenol piruvato dependente de agucar (PTS), que constituem o maior sistema de transporte de
carboidratos em bactérias (Figura 31). O sistema fosfoenol piruvato fosfotransferase (PTS) inclui
uma fosfotransferase (ORF 10) que catalisa a fosforilagcdo dos substratos de aglcar que entram na
célula concomitantemente com sua translocagao através da membrana celular. A proteina
portadora de fosfatos que contem histidina (Histidine-containing phosphocarrier system - HPr)

(ORF 11) é o componente do sistema PTS que transfere carboidratos através da membrana celular.
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Figura 31. Esquema do sistema PTS e regides flanqueadoras no fosmideo 2B. Em amarelo se mostram os
genes que codificam os componentes do sistema. Em cinza, as regides flanqueadoras designadas com o
numero descrito para cada ORF na Tabela 6.

6.6.5. ORFs relacionadas a respira¢gao e metabolismo energético

Todos os componentes da ATP sintase estdo presentes no inserto metagenémico 2B e
estdo organizados em uma estrutura Unica do tipo operon (Figura 32). As ATPases sdo complexos
de enzimas ligados a membrana que combinam a sintese de ATP com o transporte de prdétons
através da membrana. As ATPases podem aproveitar a energia gerada a partir de um gradiente de
protons, utilizando o efluxo de ions através da membrana via o canal de préoton ATPase para

conduzir a sintese de ATP.
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Figura 32. Organizagdo do agrupamento de genes que codificam para o complexo da ATP sintase no
fosmideo 2B e a conformagdo final dos seus respectivos produtos. Atpi, Proteina | ATP sintase; atpl,
subunidade A do complexo FO; atpE, subunidade C do complexo FO; atpF, subunidade B do complexo FO;
atpH, subunidade delta do complexo F1; atpA, subunidade alfa do complexo F1; atpG, subunidade gamma
do complexo F1; atpB, subunidade beta do complexo F1; atpC, subunidade delta do complexo F1; a,
subunidade alfa; B, subunidade beta; y, subunidade gamma; €, subunidade epsilon; §, subunidade delta.

6.6.6. Genes relacionados a outras caracteristicas e funcdes celulares

A ORF 7 codifica para a proteina Uracil DNA glicosilase, componente importante nas
reagoes de reparo do DNA. A sua fungdo é remover residuos de uracil por hidrélise, iniciando a via
de reparo por excisao de bases.

Na auséncia de marcadores filogenéticos estabelecidos, como o RNA ribossomal 16S,
outros genes, principalmente aqueles associados ao processamento da informagdo, tém sido
sugeridos para a reconstrugao da evolucdo de um organismo, dado que esses genes s3o pouco
afetados por transferéncia horizontal (Jain et al., 1999). A afiliagdo do organismo que deu origem
ao inserto metagendmico sob estudo foi baseada no filo a que pertence o melhor hit atribuido
para cada ORF. Posteriormente, o inserto metagendmico inteiro foi designado ao filo mais
comumente encontrado (Vide Tabela 10). De acordo com isto, o fosmideo 2B mostrou-se mais
afiliado ao filo Proteobacteria, com 95% das ORFs atribuidas em este filo, e o restante (5%) ao filo

Firmicutes.
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Em estudos prévios, a sequéncia da subunidade B de ATP sintase tem sido estudada como
uma ferramenta alternativa de marcador filogenético (Wolfgang et al., 1998). Este marcador foi
usado por Pope e Patel (2007) para a afiliacdo filogenética de diversos clones derivados do
metagenoma de um bloom de cianobactérias. No presente estudo, foi observado que a ORF 40
codifica para uma proteina de 465 aminoacidos com 91% de identidade de sequéncia com a
subunidade B de ATP sintase da espécie Cupriavidus taiwanensis, pertencente a classe
Betaproteobacteria. A sequéncia dessa proteina foi utilizada no presente estudo com o intuito de
esclarecer a afiliacdo do inserto fosmidial 2B dentro do filo Proteobacteria. Uma arvore
filogenética foi gerada usando o alinhamento de sequéncias homodlogas a sequéncia da
subunidade B da ATP sintase de alguns representantes de outras classes do filo Proteobacteria. Na
Figura 33 observa-se a reconstrucao filogenética para esse gene que mostrou ser consistente com
a classificagdo filogenética em nivel de classe no filo Proteobacteria. A sequéncia nucleotidica da B
ATP sintase do inserto metagendmico (FOS_2B_ATP) mostrou-se mais similar as sequéncias da
classe Betaproteobacteria. Estes resultados corroboraram o que ja tinha sido deduzido pela
porcentagem de ORFs designadas a esse grupo, ou seja, que o inserto metagendmico poderia ser

originado de um organismo muito relacionado com a classe Betaproteobacteria.
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Figura 33. Andlise filogenética baseada na sequéncia completa do gene da subuniade B da ATP sintase
presente no inserto metagendmico do fosmideo 2B e de genes homodlogos de organismos conhecidos
contidos nas bases de dados.
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6.7.Anotacao do fosmideo 1A

Similarmente ao fosmideo 2B, diversas ferramentas foram utilizadas para a predicdo de
proteinas no inserto fosmidial 1A. Um total de 23 ORFs foram detectadas, e foram atribuidas
funcbes para 21 delas, enquanto 2 permaneceram com func¢do desconhecida. A Tabela 11
apresenta a lista completa de cada ORF predita, a categoria COG a que pertence, assim como a
informacdo do tamanho da proteina predita e referéncias das proteinas mais similares nas bases
de dados. A organizacao de algumas ORFs presentes no contig de maior tamanho montado para o

inserto fosmidial 1A esta esquematizada na Figura 34.

2000 4000 5000 2000

Figura 34. Representacdo esquematica do maior contig do fosmideo 1A. As diferentes cores indicam as
categorias funcionais dos genes que codificam proteinas putativas. Setas azuis indicam ORFs relacionadas
com metabolismo; setas verdes, ORFs relacionadas com processos celulares; e setas brancas, ORFs sem
categoria COG relacionada.
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Tabela 11. ORFs anotadas a partir dos dados de montagem do fosmideo 1A proveniente da biblioteca metagenémica de reservatério de petréleo.

ORF Tama- | Categoria BLASTP hit usada para anotagao Observacgdes
nho COG
(aa)
Nome do Gene Organismo E-value Acceso Phylum /clase
R- Dominio de alcool desidrogenase
C_ 1.1 351 | COG1064 contendo zinco Thauera sp. MZ1T 3,E-147 YP_002355505.1 Betaproteobacteria
O- Proteina de resistencia a Ketogulonicigenium
C 1.2 137 | COG1764 hidroperdxidos organicos vulgare Y25 6,E-52 YP_003962763.1 | Alfaproteobacteria
Arginina descarboxilase; Ornitina
E- descarboxilase; Lisina
C_13 501 | COG1982 descarboxilase Azoarcus sp. BH72 0.0 YP_934701 Betaproteobacteria
R - Escherichia coli Proteina da
C 14 154 | COG1741 Proteina tipo Pirin YhakK 0157:H7 str. 1044 7,E-57 EGD71100.1 Gammaproteobacteria superfamilia Cupin
C- Succinato-semialdeido Shewanella
C_16 302 | COG1012 desidrogenase [NAD]; [NADP+] putrefaciens 200 2,E-119 ADV56194.1 Gammaproteobacteria
TK - Regulador de resposta, de ligagdo Azotobacter
C_18.1 231 | COGO745 ao DNA ColR vinelandii DJ 2,E-64 YP_002798968.1 | Gammaproteobacteria
Proteina sistema sensor de dois Sideroxydans
C_18.2 419 | T-COG0642 | componentes lithotrophicus ES-1 6,E-36 YP_003522891.1 | Betaproteobacteria
Dechloromonas
C_18.3 149 | - Proteina hipotética aromatica RCB 3,E-29 YP_286388.1 Betaproteobacteria
Thiobacillus
M - denitrificans ATCC
C 211 126 | COG0463 Manosil transferase dolicol-fosfato | 25259 8,E-38 YP_315294.1 Betaproteobacteria
Sintase de lipidio A disssacarideo Methylobacter
C_21.2 99 | - (Lipid-A-disaccharide synthase ) tundripaludum SV96 6,E-29 ZP_07653004.1 Gammaproteobacteria
Diguanilato ciclase /
fosfodiesterase (dominios GGDEF e | Methylotenera
C 213 649 | T-C0G2200 | EAL), com sensor PAS/PAC mobilis JLW8 0.0 YP_003047568.1 | Betaproteobacteria
Aromatoleum
C 214 265 | F-COG0207 | Timidilato sintase aromaticum EbN1 3,E-125 YP_159532.1 Betaproteobacteria
H- Thiomonas
C 215 165 | COG0262 Diidrofolato redutase intermedia K12 8,E-43 YP_003643103.1 | Betaproteobacteria
Diguanilato ciclase /
fosfodiesterase (dominios GGDEF e | Dechloromonas
C_21.6 699 | T-COG2200 | EAL), com sensor PAS/PAC aromatica RCB 2,E-149 YP_284581.1 Betaproteobacteria
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6.7.1. Organizagao genética do fosmideo 1A

Apesar dos diversos esforcos realizados para conseguir um Unico contig para o fosmideo
1A que refletisse a organizagdao genética do inserto metagendmico inteiro, ainda permaneceram
regides que provavelmente nao foram suficientemente sequenciadas para gerar uma
superposicdo de sequéncias (reads) e a montagem em um Unico fragmento. Ndo obstante, as
predicdes de ORFs nos contigs montados foram realizadas com o fim de conhecer a estrutura
genOmica deste fragmento que demonstrou uma habilidade destacada para degradar o
hidrocarboneto alifatico modelo, o hexadecano. As caracteristicas metabdlicas de cada proteina
predita foram analisadas segundo a similaridade da sequéncia e, quando possivel, através de
comparacoes de agrupamentos similares de genes em outros organismos.

Similarmente ao que foi encontrado para o fosmideo 2B, os genes que codificam as
enzimas das vias de degradacdo de hidrocarbonetos ndo foram encontrados formando clusters no
fosmideo 1A. Neste ultimo caso, isto poderia ser explicado por duas razdes principais. Primeiro,
pela falta de conhecimento do fragmento original inteiro, o que leva a pensar que provavelmente
os genes que codificam as outras etapas nas vias de degradacdo permaneceram nas regides
designadas como GAPs entre os contigs. A segunda (que também pode ser aplicada para o
fosmideo 2B), tem a ver com a baixa similaridade entre as proteinas preditas quando sdo
comparadas com as enzimas amplamente descritas na literatura que pertencem a organismos tipo
ou isolados, extensivamente estudados.

Em particular, os genes que codificam para as enzimas alcool desidrogenase e aldeido
desidrogenase ndao se apresentaram em agrupamentos similares aos clusters de genes aerdbios
descritos primeiramente para P. putida GPol e posteriormente para a maioria dos organismos
com habilidade de degradar aerobicamente os alcanos. A auséncia de um sistema de alcano
hidroxilase nos dois insertos metagenémicos, 0s quais se esperava que estivessem presentes
proximos as regides que codificam as enzimas alcool e aldeido desidrogenases, foi uma das
caracteristicas mais importantes compartilhadas entre os dois fosmideos. No entanto, a presenca
de genes codificando alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase nos insertos fosmidiais
também poderia estar acompanhada de outro sistema de oxidacdo de alcanos ou de outros
compostos, que ainda nao foram descritos, ou poderia ainda ser explicada pela ja reportada

redundéancia das enzimas alcool e aldeido desidrogenases nos genomas (Rojo, 2010).

6.7.2. ORFs relacionadas as funcoes metabdlicas de degradac¢ao aerdbia

A ORF C_14, anotada como proteina tipo Pirin YhakK, pertence a superfamilia Cupin, entre

cujos membros se encontram varias enzimas de clivagem do anel extradiol (extradiol-ring-cleavage
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- EDO) tipo Ill. Por definicdo, EDOs sdo enzimas extradiol dioxigenases, chaves nas etapas de
degradacdo subsequentes a oxidacdo inicial de compostos aromadticos para formar acidos
carboxilicos, futuramente degradados a intermediarios de vias catabdlicas centrais (Vilchez-Vargas
et al., 2010). Diversos esforcos tém sido feitos para ampliar o conhecimento da genética deste
grupo de enzimas do metabolismo aromatico usando métodos independentes de cultivo. Em um
estudo reportado por Junca e Pieper (2004) foi avaliada a diversidade de genes EDO em solos
contaminados. No entanto, é bem sabido que as aproximacbes baseadas em similaridade de
sequéncia ainda sofrem de viés, ja que se baseiam na estreita janela de genes idénticos ou
similares aqueles observados em bactérias conhecidas para o desenho de primers. Dada a
diversidade metabdlica, dificilmente um par de primers permitird cobrir a diversidade catabdlica
de uma familia de genes (Vilchez-Vargas et al., 2010). Essas dificuldades foram superadas com
outras aproximacdes baseadas na expressdao da atividade EDO em Suenaga e colaboradores
(2009). O sequenciamento completo de varios insertos fosmidiais revelaram que mais da metade
das sequéncias de EDOs encontradas pertenciam a novas subfamilias e que sé alguns
subconjuntos de sequéncias exibiram as vias de degradacao descritas na literatura, ao passo que a
maioria dos genes apresentaram novos arranjos (Suenaga et al., 2009).

A ORF C_14, que codifica para uma das familias das enzimas EDO tipo Ill, se encontra em
um contig com uma Unica ORF predita de 153 aminoacidos (Figura 35) e apresenta a maior
similaridade (84%) com uma proteina de E. coli. A auséncia de informacdo da regido flanqueadora
desta proteina ndao permitiu estabelecer comparagdes com os clusters de ORFs preditas para a
mesma familia de proteinas descritas em Suenaga et al. (2009) e nem por outros autores. No
entanto, a maioria das ORFs preditas para o fosmideo 1A, em geral, também foram encontradas
nos insertos metagendmicos de Suenaga et al. (2009), como por exemplo, alcool desidrogenases,
semialdeido desidrogenases, transportadores tipo ABC, proteinas do sistema sensor de dois
componentes, histidina quinases de transdugdo sensorial, entre outras. Contudo, a similaridade da
ORF C_14 foi maior com uma proteina da bactéria E. coli que com outras bactérias
biodegradadoras. Esta baixa similaridade indica que essa proteina poderia constituir uma nova

enzima da superfamilia cupin ainda ndo descrita.
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Figura 35. Esquema do contig contendo a Unica ORF C_14, que codifica a proteina da superfamilia Cupin,
presente no inserto metagendmico do fosmideo 1A.
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Similarmente ao fosmideo 2B, no fosmideo 1A também foram encontrados genes
codificando para as enzimas alcool desidrogenase (ORF C_1.1) e aldeido desidrogenase (ORF
C_16). O papel destas enzimas no metabolismo aerdbio de alcanos ja foi explicado previamente
(Item 6.11.2). A ADH codificada pela ORF C_1.1 apresenta 351 aminoacidos, o que a faz
corresponder as ADHs de cadeia longa que usam zinco como cofactor. Esta proteina apresentou
75% de similaridade com a proteina do dominio alcool desidrogenase de ligacdo ao zinco de
Thauera sp. MZ1T. A etapa seguinte da via de oxidacdo de alcanos é catalisada por enzimas
aldeido desidrogenase (ADLHs). Uma sequéncia codificadora para este tipo de enzima foi
observada na ORF C_16 do fosmideo 1A, a qual mostrou a maior similaridade (70%) da sua
sequéncia de aminoacidos com uma succinato aldeido desidrogenase dependente de NAD, de
Shewanella putrefaciens 200.

No genoma completo de A. aromatoleum (Rabus et al., 2005), um micro-organismo que
apresenta a maioria das vias de degradacdo de hidrocarbonetos, foram identificados 12 genes
diferentes para alcool desidrogenases (11 genes pertencendo a subfamilia de cadeia longa
contendo zinco e um gene da subfamilia de alcool desidrogenase contendo ferro), assim como 17
genes para aldeido desidrogenases.

A aldeido desidrogenase (ORF C_16) do fosmideo 1A encontra-se presente em um contig
com uma Unica ORF e que, portanto, ndo permitiu estabelecer as regides flanqueadoras dentro do
inserto metagenomico util numa anadlise de genbmica comparativa. A Figura 36 exibe a
organizacdo genética do contig 1. O gene da enzima alcool desidrogenase - ORF C_1.1 (em
amarelo) se encontra flanqueado por uma regido codificante para o regulador transcripcional da
familia Fis (em laranja) e a proteina de resisténcia a hidroperdxidos organicos - ORF C_1.2 (em

verde).
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Figura 36. Esquema do contig 1 contendo as ORFs C_1.1 e C_1.2 que codificam para uma alcool
desidrogenase e uma proteina de resisténcia a hidroperéxido organicos, respectivamente. Em laranja, regido
parcial codificante do regulador transcripcional da familia Fis; em amarelo, o gene da alcool desidrogenase;
em verde, a proteina de resisténcia a hidroperéxido organicos.

6.7.3. ORFs relacionadas a outros processos celulares e metabdlicos

O contig de maior tamanho do fosmideo 1A apresentou varias ORFs, com diferentes

fungBes (Figura 37). A ORF C_21.1 codifica para uma proteina glicosiltransferase envolvida na
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biogénese da parede celular, a ORF seguinte a jusante codifica uma proteina sem qualquer
categoria COG relacionada, mas que apresentou 67% de similaridade com uma proteina da sintese
de lipidio A (o componente que envolve a membrana de bactérias Gram negativas) de
Methylobacter tundripaludum SV96. As ORFs C_21.3 e C_21.6 a jusante apresentaram significativa
similaridade com a proteina implicada na sinaliza¢do diguanilato ciclase (GGDEF) (52 e 61% de
identidade, respectivamente). Um alto nivel de capacidade de sinalizacdo por diguanilato ciclase
estd implicito no genoma de Dechloromonas aromdtica pela presenca de 57 proteinas codificantes
de dominio GGDEF, em comparacado a 19 codificadas por E. coli, e mais 10 dominios adicionais de
reguladores da resposta de GGDEF. Essa familia de genes de GGDEF parece estar sob expansao
recente na histdria evolutiva microbiana (Salineiro et al., 2009). Os dominios GGDEF/EAL presentes
nestas sequéncias sdo reguladores de resposta implicados na colonizacdo de raizes em P. putida, e
em E. coli o dominio GGDEF regula a transcricdo de enzimas da parede celular (Salineiro et al.,
2009).
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Figura 37. Esquema do contig de maior tamanho do fosmideo 1A. As diferentes cores indicam as categorias
funcionais dos genes que codificam proteinas putativas. Setas azuis indicam ORFs relacionadas com
metabolismo; setas verdes, ORFs relacionadas com processos celulares; e setas brancas, ORFs sem categoria
COG relacionada.

Outra ORF putativa no meio deste contig, sem filiagdo a COG, apresentou algum grau de
similaridade com a flavoproteina em Azoarcus sp. BH72 (56%) e, em geral, com o dominio beta-
lactamase. As ORFs subseguintes a jusante, C_21.4 e C_21.5, codificam para duas enzimas
relacionadas com a biossintese de pirimidinas e folato, respectivamente. Por ultimo, a ORF C_21.7
apresentou 66% de identidade com a proteina que codifica um ABC transportador em
Dechloromonas aromdtica.

Similarmente ao fosmideo 2B, no fosmideo 1A também nao foram encontradas sequéncias
do marcador filogenético RNA ribossomal 16S. Foram consideradas as mesmas andlises utilizadas
para investigar a origem microbiana do inserto fosmidial 2B. Primeiramente, utilizando o nimero
de ORFs atribuidas para cada filo e classe taxonémica e, posteriormente, com a reconstrugdo
filogenética de algum gene selecionado. No fosmideo 1A deu-se preferéncia para se utilizar um
gene relacionado com as fungdes de processamento da informagdo, os denominados genes
“housekeeping”, definidos como a categoria J do COG (Salineiro et al., 2009). O Unico gene
representante da categoria J do COG no fosmideo 1A foi a ORF C_9.1, que codifica para uma
metiltransferase da subunidade pequena do RNA ribossomal (Ribosomal RNA small subunit
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methyltransferase B). Todas as ORFs preditas para o fosmideo 1A apresentaram homalogos no filo
Proteobacteria. Mais de 63% das ORFs preditas foram afiliadas a classe Betaproteobacteria, €, em
segundo lugar, Gamaproteobacteria (22%). Para conhecer a afiliagdo mais préxima do fosmideo 1A
dentro das classes do filo Proteobacteria, foi construida uma drvore filogenética com varias
sequéncias da proteina metiltransferase da subunidade pequena do RNA ribossomal do fosmideo
1A e diferentes representantes da mesma proteina nas classes dentro do filo Proteobacteria. A
Figura 38 exibe a arvore gerada usando homoélogos alinhados com o método de Neighbor-joining.
A sequéncia do gene mostrou ser relacionada com as classes do filo Proteobacteria, e sugere-se
uma relagdo evolutiva mais préoxima do fosmideo 1A com as sequéncias da classe
Betaproteobacteria, reforcando a hipétese de que a origem microbiana do inserto metagen6mico

poderia pertencer a algum organismo dentro da classe Betaproteobacteria.
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Figura 38. Andlise filogenética baseada na sequéncia completa do gene da subunidade pequena de RNA
ribossomal metiltransferase presente no inserto metagenomico do fosmideo 1A.

6.8.Consideracdes sobre a afiliacao filogenética dos fosmideos

A afiliacdo filogenética dos fragmentos metagenomicos constitui uma etapa importante na
andlise do metagenoma, pois representa a oportunidade de ligar a filogenia de micro-organismos
nado caracterizados ou nao cultivados as atividades funcionais codificadas pelos fragmentos de
DNA capturados na biblioteca metagenémica. Os dois fragmentos metagen6micos mostraram
maior afiliagdo com a classe Betaproteobacteria do filo Proteobacteria. Os membros desta
abundante classe sdo fenotipicamente, metabolicamente e ecologicamente bastante

diversificados. Muitos isolados degradam aerobicamente hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos,
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assim como compostos cloroaromaticos, nitroaromaticos e aminoaromaticos (Parales, 2010). Os
géneros mais comuns incluem: Acidovorax (Kimbara et al., 1989; Haigler et al., 1994; Fahy et al.,
2006), Burkholderia (Haigler et al., 1992; Laurie e Lloyd-Jones, 1999; Yuste et al., 2000),
Polaromonas (Coleman et al., 2002), entre outros. A classe Betaproteobacteria também tem
demonstrado habilidade para biodegradar aromaticos anaerobicamente, principalmente sob
condicbes nitrato redutoras (Parales, 2010). Tal degradacdo é principalmente realizada por
espécies de Azoarcus (Krieger et al., 1999) e Thauera (Shinoda et al., 2004).

Embora as betaproteobacterias ndao crescam tdo rdpido quanto alguns isolados de
Pseudomonas (classe Gamaproteobacteria) sobre hidrocarbonetos, vem sendo considerado que
essas bactérias poderiam ser mais abundantes ou mais eficientes degradadoras em ambientes
naturais e, portanto, suas contribuicdes especificas no ambiente precisam ser determinadas
(Parales, 2010). Parales (2010) acredita que o sequenciamento dos genomas de outras cepas da
classe Betaproteobacteria revelaria a presenca de genes e vias de degradacao de hidrocarbonetos
que ainda nao foram detectados até hoje.

De acordo com a literatura, a classe Betaproteobacteria ja foi encontrada em ambientes
petroliferos. Em um estudo independente de cultivo desenvolvido por outro grupo de pesquisa
brasileiro (Von der Weid et al., 2008), utilizando amostras de rocha reservatério de subsuperficie
profunda proveniente da Bacia dos Campos, foi observada a predominancia de clones
identificados como pertencentes a classe Betaproteobacteria (53%), seguida da classe
Alfaproteobacteria (25%). No nosso grupo de pesquisa, Vasconcellos et al. (2010) e Silva (2010)
empregaram métodos dependentes e independentes de cultivo na tentativa de caracterizar a
diversidade procaridtica presente no reservatério de petréleo GMR75 da Bacia Portiguar, o
mesmo pogo que deu origem a amostra utilizada na constru¢do da biblioteca metagendmica
objeto deste estudo. A partir destas pesquisas pode ser concluido que a classe Betaproteobacteria
constitui uma fragdo representativa da diversidade total da microbiota presente neste
reservatdrio, com espécies relacionadas a Petrobacter, Thauera, Dechlorosoma e Hydrogenophilus.

De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, sequéncias responsaveis
por elevadas taxas de biodegradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos estdo
relacionadas com micro-organismos da classe Betaproteobacteria, o que é um indicativo da

presencga e provavel metabolismo ativo destas bactérias nos reservatérios de petrdleo.
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E- Trasportador tipo ABC de ligagao Dechloromonas
C_21.7 189 | COGO683 ao substrato. aromatica RCB 2,E-70 YP_284659.1 Betaproteobacteria
Novosphingobium
CR- aromaticivorans DSM
Cc 4.1 43 | COG0604 Alcool desidrogenase 12444 9,E-10 YP_496709.1 Alfaproteobacteria
Regulador transcriptional da familia | Nitrococcus mobilis
C 4.2 98 | L-COG2801 | Fis Nb-231 6,E-25 ZP_01127243.1 Gammaproteobacteria
Helicase PriA esencial para a
replicagdo do DNA, independente
C 5.1 347 | L-COG1198 | de dnaA Thauera sp. MZ1T 2,E-112 YP_002891033.1 | Betaproteobacteria
C5.2 51 | - Proteina hipotética
Proteina putativa de membrana Nitratiruptor sp. Delta/Epsilon
C_53 400 | S-COG2855 | YeiH SB155-2 1,E-102 YP_001355639.1 | proteobacteria
Metiltransferase da subunidade Aromatoleum
C9.1 179 | J-COG0144 | pequena do RNA ribossomal. aromaticum EbN1 8,E-53 YP_158615.1 Betaproteobacteria
No related Peptido sinal rico em prolina Comamonas
C 9.2 174 | COG (proline rich signal peptide) testosteroni CNB-2 3,E-11 YP_003276403.1 | Betaproteobacteria
Histidina quinase de transdugao
sensorial (sensory transduction Aromatoleum
C93 713 | T-COGO0642 | histidine kinase) aromaticum EbN1 1,E-171 YP_158613.1 Betaproteobacteria
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6.9.Consideracoes sobre as relacoes evolutivas dos genes de degradacdo de hidrocarbonetos

Numerosos genes relevantes para a degradacdao de hidrocarbonetos foram identificados
no fosmideo 2B e alguns no fosmideo 1A. A maioria deles mostrou-se relacionada com o
metabolismo de hidrocarbonetos aromaticos. Esses genes estdo envolvidos em processos muito
dindmicos de intercambio de material genético (Vilchez-Vargas et al., 2010). Isso ocorre em fungao
da pressao seletiva gerada pela presenca de compostos externos, levando a selecdo de bactérias
mutantes que sao capazes de utiliza-los. Portanto, os genes catabdlicos que sdo freqlientemente
abrigados em elementos genéticos moveis (como plasmideos, transposons e elementos
integrativos e conjugativos) disseminam efetivamente as caracteristicas a bactérias
filogeneticamente diversas (Salineiro, et al., 2009).

No presente trabalho, foram encontradas varias proteinas putativas codificando para as
mesmas enzimas ou familias de proteinas, como por exemplo, elementos regulatdrios e
transportadores tipo ABC. Por outro lado, as Unicas proteinas relacionadas com a degradacao
presentes nos dois insertos fosmidiais foram as dlcool e aldeido desidrogenases. Recentemente,
diversas aldeido-desidrogenases envolvidas na degradacdo de hidrocarbonetos foram
caracterizadas na bactéria Geobacillus thermodenitrificans, isolada de reservatdrio de petréleo na
China e que mostrou atividade degradadora de alcanos (Li et al., 2010).

As sequéncias de aminoacidos das aldeido desidrogenases codificadas pelos dois
fosmideos foram comparadas com sequéncias homoélogas depositadas nas bases de dados . As
sequéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL W e as arvores filogenéticas foram
reconstruidas com o programa MEGA usando o algoritmo Neighbor-joining com corregdo p-
distancia (Figura 39).

A arvore filogenética gerada foi congruente com a classificacdo de ALDHs descrita por
Perozich e colaboradores (1999) e sugere que as duas ALDHs encontradas pertencem a duas
familias diferentes. As familias de ALDHs representam grupos de sequéncias ortoldgas, as quais
sdo claramente paralogas as sequencias de outras familias de ALDHs (Perozich et al., 1999). O gene
da ALDH do fosmideo “FOS2B” pertence ao grupo de ALDHs nao especificas (14th family), as quais
utilizam uma ampla gama de aldeidos aromaticos e alifaticos; e o gene da ALDH do fosmideo

“FOS1A” pertence ao grupo de ALDHs substrato-especificas (SSALDHs).
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Figura 39. Arvore filogenética das sequéncias de aldeido desidrogenase preditas nos insertos
metagendmicos e seus homdlogos bacterianos. 14th ALDH family, familia de ADLHs ndo especificas; BALDHs,
familia de betaina desidrogenase; HMSALDs, familia 2-hidroximuconico semialdeido desidrogenase;
SSALDHs, familia succinato semialdeido desidrogenases.

O tipo de atividade esperada para as familias as quais pertencem as sequéncias de ALDHs
dos dois fosmideos é coerente com os resultados obtidos nos ensaios de biodegradagdo. O
fosmideo 2B demonstrou habilidade para degradar ambos os compostos alifaticos e aromaticos,
sendo que, neste caso, a ALDH presente apresenta uma ampla gama de substratos incluindo
alifaticos e aromaticos. Por outro lado, o fosmideo 1A apresentou habilidade para degradar um
composto alifatico, mas ndo o aromatico e, neste caso, a ALDH encontrada pertence a familia
semialdeido succinico desidrogenase - SSALDH substrato-especifica (EC 1.2.1.16). SSALDHs

catalizam a oxida¢do de semialdeido succinico em bactérias (composto alifatico) (Figura 40).

o

= OH OH
5 /\/Y + NADP)+ + H20 = oy F NADPIH + e
| u

0

o]

succinate semialdehyde + NADPH+ H20 = succinate + NAD(PH+ H+

Figura 40. Reacdo catalisada pela enzima semialdeido succinico desidrogenase. Fonte: BRENDA (Barthelmes
et al., 2007).

A presenca dessas ALDHs com diferentes especificidades de substratos no metagenoma
sugere que as bactérias presentes no reservatdrio desempenhem um papel na degradac¢do ndo sé

de alcanos, mas também de hidrocarbonetos aromaticos presentes no petrdleo.
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7. CONCLUSOES

Os reservatdrios de petréleo representam um ecossistema pouco compreendido, onde os
micro-organismos e mecanismos envolvidos nos processos de biodegradacao natural do dleo
ainda precisam ser elucidados. Este estudo utilizou uma abordagem funcional para a prospeccao e
caracterizacdo de genes com elevadas capacidades de degradacdo de hidrocarbonetos originados

no metagenoma microbiano de reservatdério de petrdleo.
A partir dos resultados obtidos pode ser concluido que:

e Aavaliacdo da capacidade de degradacdo dos clones por cromatografia foi eficiente na selecao
daqueles com maiores habilidades cataliticas, permitindo o estudo subsequente das vias de

degradacdo com detalhe.

e Foi possivel a otimizacdo das técnicas de construcdo de sub-bibliotecas de plasmideos a partir

de fosmideos para sequenciamento completo pela estratégia “shotgun”.

e A andlise e montagem das sequéncias derivadas da biblioteca shotgun permitiu a
reconstituicdo dos insertos metagendmicos e o acesso as informagdes genéticas nos

fosmideos selecionados.

e A andlise das sequéncias contidas nos fosmideos revelou a presenca de genes que codificam
varias etapas de diferentes vias de degradagao, que vdo desde a degrada¢do de compostos
alifadticos a aromaticos, sob condi¢cdes aerdbias e anaerdbias. A deteccdo destes genes
catabdlicos amplia o nosso conhecimento sobre a diversidade metabdlica do reservatério de

petréleo.

e A auséncia nos fosmideos de agrupamentos de genes que codificam as vias de degradagdo de
hidrocarbonetos amplamente descritas na literatura pode ser explicada pela prevaléncia de
estudos e informagdes sobre os processos de degradagdo em bactérias isoladas. Isto sugere
que existem diferengas marcantes entre os genes de degrada¢do encontrados na comunidade
microbiana presente nos reservatérios de petréleo e aqueles que foram previamente

identificados em bactérias isoladas de ambientes contaminados ou nao.

e A afiliacdo filogenética das sequéncias metagen6micas com membros da classe
Betaproteobacetira indica que este grupo estaria desempenhando um papel importante nos

processos de biodegradag¢ao dos componentes do 6leo nos reservatorios.

e Esses resultados reforgam o potencial da abordagem metagenO6mica para a prospec¢do e
elucidacdo de novos genes e vias metabdlicas que, no caso deste estudo, constituem novos

arranjos génicos nao descritos para a degradacdo de hidrocarbonetos até hoje.
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Atualmente, e pela primeira vez no Brasil estdo sendo identificadas sequéncias génicas
responsdveis pelos processos de degradacdo do 6leo nos reservatérios a partir de dados de

metagenoma microbiano.

Uma melhor caracterizacdo destes genes quanto a especificidade de substratos e a verdadeira
contribuicdo de cada um no metabolismo de compostos hidrocarbonetos sé podera ser
identificada com testes funcionais das proteinas expressas. Adicionalmente, a descoberta
destes novos genes ou vias de degradacdao abrem perspectivas para a sua aplicacdo futura

processos biotecnoldgicos.
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