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“E graga divina comegar bem.
Graga maior persistir na caminhada certa.

Mas graga das gragas é ndo desistir nunca.”

Dom Hélder Camara
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A importancia do bioetanol combustivel decorre das vantagens econémicas da sua
producdo e dos beneficios ambientais do seu consumo. O rendimento da
fermentacdo alcodlica no processo bioetanol € dramaticamente afetado por
cofermentacdes conduzidas por bactérias resistentes aos métodos de controle. O
conhecimento sobre a microbiologia do processo é limitada devido aos métodos de
identificagdo empregados, geralmente fenotipicos. Neste trabalho foi aplicada a
taxonomia polifasica na identificacdo de isolados do processo bioetanol provenientes
de trés usinas nordestinas e previamente reunidos, segundo a técnica ARDRA, em
grupos de espécies de lactobacilos. O sequenciamento parcial do gene pheS e total
do RNAr 16S permitiu claramente a identificacdo dos 4 grupos de isolados, tendo
discriminado outros géneros BAL além de Lactobacillus. Permitiu ainda a
identificacdo, em nivel de espécie, de Weissella paramesentoides e indicou a
presenca de uma nova espécie de Oenococcus. Para a descricdo da nova espécie e
identificacdo sistematica de isolados do bioetanol, foi implementada nova
metodologia de identificacdo de procariontes que se baseia na determinacao
fluorimétrica da ATm entre espécies relacionadas em plataforma de rtPCR. Nas
etapas de implementacdo da metodologia, incluindo a etapa pré-requisito de
determinacao da %GC fluorimetricamente, também com uso de rtPCR, foi utilizado o
sistema vibrios patégenos de corais como modelo de estudo. Desse modo os
resultados obtidos puderam ser comparados aos resultados pretéritos segundo o

meétodo classico para validacado da metodologia.
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The economical advantages of fuel ethanol production and the environmental
benefits of its consumption are the main reasons for this biofuel growing importance.
Ethanol yield on alcoholic fermentation process is dramatically affected by co-
fermentations conducted by bacteria resistant to contaminant control methods. The
knowledge about fuel alcohol process microbiology is limited due to the phenotype
based identification methods, generally employed. In this study, the polyphasic
taxonomy approach was adopted to identify isolates from three northeastern
industrial plants. The isolates were previously grouped according to ARDRA in four
lactobacilli groups. The parcial sequencing of the pheS gene and the total
sequencing of the 16S rRNA clearly allowed the discrimination of other LAB genus
than Lactobacillus. It was possible to identify the species Weissella
paramesenteroides and delineate a novel Oenococcus species. To describe this new
species and sistematically identify ethanol bioprocess isolates a new prokaryote
identification methodology was implemented which is based on the fluorimetric ATm
measurement with a rtPCR platform. During the implementation steps, including the
prerequisite fluorimetric GC% determination, also with rtPCR, the model system used
was coral pathogen vibrios. Therefore the results obtained were compared to
previous data generated with the standard method aiming the new methodology

validation.
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Capitulo 1

Apresentacdo do tema da dissertacéo

A producéo brasileira de bioetanol superou a marca de 27 bilhées de litros na
safra 2008/2009, dos quais foram exportados mais de 5 bilhdes de litros em 2008,
resultando na arrecadacéo de cerca de 2,4 bilhdes de délares (MAPA, 2009). Neste
mesmo ano, 0 etanol combustivel representou aproximadamente 16,5 bilhdes de
dolares do faturamento do setor sucroenergético (NEVES, TROMBIN & CONSOLLI,
2009). Segundo o ministro de Minas e Energia, Edison Lobdo, o objetivo é produzir
64 bilhdes de litros em 2017, destinando 8 bilhdes ao mercado externo, e assim
consolidar a lideranca mundial em relacdo a producéo e exportacdo (MME, 2009).
No ambito mundial, projeta-se para 2010 uma demanda de 101 bilhdes de litros,
frente a uma oferta estimada em 88 bilhdes de litros (BNDES & CGEE, 2008). Na
Unido Européia, foi aprovada a Diretiva sobre Fontes Renovaveis, que estabelece a
mistura de 10% de combustiveis renovaveis aos fésseis (E10) até 2020 no setor de
transportes (ZECHIN, 2009). Paises escandinavos lideram o movimento Futuro com
Emissbes Zero de CO, e em 2008 a Suécia ja era o maior importador de etanol
combustivel de cana-de-agucar produzido no Brasil (UNICA, 2008). Diante do
desafio de atender as metas de producdo, garantindo o suprimento do crescente
mercado interno e aproveitando a oportunidade que se apresenta com a aceleracao
da demanda internacional, sdo requeridos esfor¢cos contundentes com foco na

minimizacéo dos efeitos dos gargalos da cadeia produtiva.

No Brasil, a matéria-prima determina 60% do custo final do etanol carburante.
Uma parcela significativa do solo presente nas raizes da cana entra no processo

carreando microrganismos. Caracteristicas da cana-de-acUcar, tais como elevadas
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atividade de agua e porcentagem de acucar e a presenca de aminoacidos
contribuem para facilitar a deterioracdo em decorréncia da acado microbiana. A
qualidade da matéria-prima diretamente relacionada a fermentacéo relaciona-se ao
teor de sacarose e de outros componentes do caldo. Dentre estes, destacam-se pela
influéncia negativa os subprodutos do metabolismo microbiano, decorrentes da
contaminacdo; principalmente os acidos lactico e acético, além do glicerol e manitol,
bem como o gas carbdnico e os antibioticos utilizados no controle microbiano
(FELIPE, 2008).

Desde o inicio do Proalcool, foi possivel aumentar o rendimento do processo
(kg etanol/kg de acucar alimentado) de 82% (em 1970) para 91-2% (em 1999),
patamar que ndo vem sendo ultrapassado ha 10 anos (FELIPE, 2006). Apesar de
maduro e otimizado em varios aspectos, contaminacdes bacterianas e a decorrente
producdo de &cidos e outros sdo um dos principais entraves ao aumento do
rendimento em etanol. Inibem a fermentacdo e a viabilidade das leveduras,
causando reducdo significativa do produto final em detrimento dos subprodutos
indesejaveis (OLIVA-NETO, 2008). Experimentalmente se observam decréscimos de
rendimento da ordem de 30% (BISCHOFF et al., 2009).

O conhecimento sobre a diversidade bacteriana responsavel pelas
cofermentacdes € incipiente, sendo baseado nos métodos dependentes de cultivo.
Os niveis de acido latico observados sdo proporcionais a abundéancia de bactérias
laticas, dentre as quais se sobressaem diversas espécies de lactobacilos (SCHELL
et al., 2007; AMORIM, 2005). A maior discrepancia na taxonomia deste género é
que ndo ha correlacdo entre as propriedades metabolicas e a localizacéo
filogenética, resultando na ineficacia dos testes bioquimicos para identificacdo
(FELIS & DELLAGLIO, 2007). Além disso, ha espécies novas (em potencial) a
serem descritas, 0 que ira aprimorar a microbiologia desta fermentacdo. As
amostras nao identificadas podem chegar a mais de 40% dos isolados, além dos
lactobacilos cuja identificagdo ndo alcanca o nivel de espécie (em cerca de 20% das
amostras) (SKINNER-NEMEC, NICHOLS & LEATHERS, 2007; SKINNER &
LEATHERS, 2004). Adicionalmente, a despeito dos inumeros maleficios decorrentes
da presenca bacteriana, algumas espécies podem ser indcuas (BISCHOFF et al.,

2009) e uma associacdo particular - Dekkera bruxellensis e Lactobacillus vini —
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mostrou-se favoravel em uma planta industrial. Apos trés semanas de iniciado o
processo, nas quais houve interrupcdes em decorréncia de infec¢des, observou-se
sua estabilizacdo acompanhada por alteragdes na morfologia das leveduras. O
processo manteve-se estavel, em termos de eficiéncia, produtividade e formacéo de
sub-produtos, por mais de dois anos. Contagens celulares e identificagdo molecular
baseada em sequéncias ribossomais revelaram a prevaléncia de D. bruxellensis, a
despeito da inoculagdo com levedura de panificacdo; e L. vini, espécie nédo
detectada no indculo, na agua do processo e tampouco nas linhas de sacarificacéo
(PASSOTH, BLOMQVIST & SCHNURER, 2007). Portanto, é notéria a importancia
do estudo da diversidade de bactérias associadas com o0 processo produtivo do

bioetanol.

Nesse contexto, foi considerada estratégica a implementacdo de uma
metodologia de identificacdo de procariontes que garantisse a descricdo das
espécies novas, dispensando o envio de amostras para centros de referéncia
especializados na Europa ou Estados Unidos e que pudesse ser sistematicamente

utilizada para identificar isolados da cadeia produtiva do bioetanol.

Para os ensaios de estabelecimento da nova metodologia foi imprescindivel a
eleicdo de um sistema cujos parametros-chave para a descricdo de espécies
bacterianas estivessem fartamente documentados de acordo com a metodologia
convencional e atual padrédo ouro em taxonomia de procariontes, de modo a validar
os resultados obtidos. Por este motivo, todas as etapas de implementagao da nova
metodologia foram desenvolvidas com vibrios patdgenos de corais, sistema
amplamente estudado e cujos valores de hibridizacdo DNA-DNA (HDD), segundo o
método de referéncia, bem como o conteddo de guanina e citosina (%GC) do
genoma estdo disponiveis para consulta na literatura cientifica (THOMPSON et
al.,2009; GOMEZ-GIL et al., 2004a; BEN-HAIM et al., 2003; THOMPSON et al.,
2003a, 2003b; SAWABE et al., 1998 e outros). Como o método € baseado nas
propriedades fisico-quimicas do DNA, € evidente que tera aplicacdo ampla no

universo procarionte.

Dentre as vantagens, a técnica estabelecida prima pela rapidez, acuracia e

relagéo custo/beneficio atraente. O controle de espécies deletérias e a elucidagéo de
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aspectos importantes da ecologia microbiana sdo dependentes de informacdes
taxondbmicas precisas, base para estudos de biodiversidade. A metodologia ora
apresentada pode preencher uma lacuna significativa no entendimento do processo
bioetanol e contribuir para adocdo de solugcbes tecnolégicas visando, no minimo,
reduzir perdas, mas preferencialmente incrementar o rendimento. Outrossim, cabe
ressaltar sua aplicabilidade para, em principio, quaisquer outros sistemas
envolvendo procariontes. A pesquisa realizada se insere de forma relevante tanto no
campo da taxonomia de procariontes quanto do desenvolvimento do processo
bioetanol, refor¢gando a interacdo entre o Laboratorio de Microbiologia do Instituto de
Biologia e o Laboratério de Engenharia Bioquimica e Desenvolvimento de

Bioprocessos da Escola de Quimica.
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Capitulo 2

Taxonomia microbiana: rumo a uma alternativa a hibr  idizacdo de DNA

classica

A identificacdo rdpida e confiavel de linhagens € a mais importante tarefa da
taxonomia (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994). No ambito académico, é
responsavel pela classificacdo (criacdo de novos taxa), identificacdo (alocacdo de
linhagens nas espécies conhecidas) e por designar nomes as linhagens segundo a
nomenclatura binomial lineana (VANDAMME et al., 1996). Como ferramenta é
imprescindivel na metrologia de material microbioloégico, sendo 0s processos de
autenticacdo, quantificacdo e diagndstico baseados nos preceitos e nas

metodologias estabelecidas, validadas e empregadas em taxonomia microbiana.

Métodos e tecnologias em taxonomia vém sendo desenvolvidos,
principalmente, por colecbes de culturas de referéncia. O constante depésito de
material de variadas origens estimula o refinamento de esquemas de classificacéo e
identificagdo. A reputacdo destas colegbes esta relacionada a sua confiablidade
enquanto bancos de culturas, mas também, e sobremaneira, ao conjunto de servigos
oferecidos e ao desenvolvimento de praticas modernas  em taxonomia . Centros
com projecao internacional sdo a American Type Culture Collection (ATCC) e United
States Department of Agriculture Culture Collections (USDA) nos Estados Unidos; a
Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM), na Bélgica; a
Centraalbureau vor Schimmecultures (CBS), na Holanda; a German National
Resource Centre for Biological Material (DSMZ), na Alemanha; e a Japan Collection
of Microorganisms (JCM), no Japdo (TAUTZ et al., 2003). No Brasil ainda ha uma

lacuna neste campo de atuacéo.
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2.1 Taxonomia microbiana e processos fermentativos

Processos levados a cabo por agentes biolégicos sdo denominados
bioprocessos, processos biotecnolégicos ou processos fermentativos, quando
conduzidos por microrganismos (ocorrentes ou recombinantes). S&o ainda
consideradas sinonimias, as expressdes processos com ceélulas animais e vegetais,
processos enziméticos ou os tratamentos bioldégicos de residuos e efluentes.
Processos fermentativos aproveitam a fantastica versatilidade metabdlica dos
microrganismos e sdo fonte de produtos importantes na industria quimica,
alimenticia, médico-farmacéutica, e de biocombustiveis. Além disso, sdo processos
mais limpos, de baixo impacto ambiental e suplantam tecnologias que contribuem
para a deplecao de recursos finitos (PEREIRA JR, BON & FERRARA, 2008).

No Brasil, por meio do decreto lei n® 6.041 (Brasil, 2007), foi instituida a
Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia, com énfase no desenvolvimento de
produtos e processos biotecnoldgicos. Dentre as justificativas para a iniciativa foi
salientado que diversos setores da economia ja contam com a interacdo dos
processos e produtos biotecnoldgicos em suas atividades e resultados,
movimentando varios milhdes de dolares nos udltimos anos e que a notavel
biodiversidade do pais € outro diferencial competitivo para o desenvolvimento da
biotecnologia. A producdo de biocombustiveis consta dentre os objetivos, para a
manutencdo da lideranca internacional do Brasil nesta area. Diversos processos
fermentativos foram enumerados como alvos estratégicos, incluindo aqueles para
producdo de enzimas; de compostos C1 (a partir de CO,, metano residuais, etc.);
para producdo de metano destinado a geracdo de energia elétrica, combustdo
veicular e para sintese de outros produtos; e outros processos fermentativos a partir
de acucar e/ou alcool (acido acético, butanol, etc.). Para o pleno aproveitamento
destas oportunidades, é fundamental que culturas puras e autenticadas estejam
prontamente disponiveis (nas colecdes ex situ) para o desenvolvimento de projetos
tecnolégicos, além de uma gama de conhecimentos associados, como
procedimentos de isolamento, cultivo e manutencdo dos organismos, preservacao

de longo termo do material e suas caracteristicas de interesse (TAUTZ et al., 2003).
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Além da preservacédo, uma classificagdo apropriada tem de estar baseada em
processos rigorosos a fim de garantir reprodutibilidade ao processo, especialmente
nos casos de produtos sujeitos a regras rigidas de biosseguranca e propriedade
industrial. A eficiéncia destes processos também pode ser dramaticamente afetada
por contamina¢gdes (THOMPSON et al., 2005). Atualmente, além dos requerimentos
em relacdo ao custo/beneficio, exigéncias crescentes quanto a reprodutibilidade e
confiabilidade vém aumentando a necessidade de melhoria no monitoramento e
controle dos bioprocessos (PEREIRA JR, BON & FERRARA, 2008).

O desenvolvimento da biotecnologia, especificamente de produtos e
processos que envolvem microrganismos, requer uma identificacdo microbiana
precisa (THOMPSON et al., 2005a; TAUTZ et al., 2003).

2.2 Avancos na identificacao de procariontes: damo  rfologia ao MLSA

Atualmente a identificacdo de procariontes baseia-se na proposta polifasica
de Rita Colwell (1970), a época, um divisor de aguas. Anteriormente prevaleciam
esquemas de classificacdo que supervalorizavam caracteristicas morfologicas e
testes fenotipicos, heranca dos botanicos estudiosos de algas, e que resultaram na
formatacdo de grupos taxondmicos relativamente heterogéneos, muitas vezes
artificiais’. No trabalho de Colwell (ibid), a constatacéo inequivoca da correlacdo
direta entre fenétipo e similaridade entre genomas, comparados segundo a técnica
de hibridizacdo DNA-DNA (HDD) (Fig. 2.1), resultou na consensual aplicacéo
sisteméatica desta abordagem. E uma abordagem pragmatica que visa a
classificacdo com o minimo de contradicdes por meio da integracdo de dados
fenotipicos e genotipicos (VANDAMME et al., 1996).

! Cf. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 1923.
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Figura 2.1: Correlagdo direta entre os valores de similaridade baseados em 200 caracteristicas
fenotipicas (%S) e os valores de reassociacdo de acidos nucléicos (%R) para linhagens de vibrios .
ESQUERDA: V. cholerae; DIREITA: V. parahaemolyticus. (Adaptado de Colwell, 1970)

Foi possivel a construcdo de grupos taxonémicos robustos, posteriormente
alocados no espaco filogenético com o auxilio de sequéncias do RNAr 16S (WOESE
& FOX, 1977). O sistema produzido € estavel, preditivo e informativo, Gtil nos mais
diversos ramos de atividade, da clinica médica e agricultura a biotecnologia e
autenticacdo microbiana (VANDAMME et al., 1996). Ainda hoje o RNAr 16S é o mais
difundido crondmetro molecular na filogenia de procariontes (LUDWIG & KLENK,
2001). No entanto, a resolucdo deste gene, altamente conservado, é limitada
quando espécies intimamente relacionadas séo inspecionadas (STACKEBRANDT &
GOEBEL, 1994; FOX, WISOTZKEY & JURTSHUCK, 1992) e outros marcadores
filogenéticos vém sendo adotados alternativamente com sucesso (NASER et al.,
2007, 2005; THOMPSON et al.,, 2005b). Nesse contexto, Multilocus Sequence
Analysis (MLSA) e genomas completos sdo eficazes na identificacéo e classificacao
microbiana (STACKEBRANDT et al., 2002).

O MLSA emprega um numero minimo, porém suficiente (n = 3 a 7) de genes
essenciais (housekeeping) selecionados para, em conjunto, refletirem a similaridade
do genoma completo (THOMPSON et al.,, 2007; GEVERS et al., 2006, 2005).
Exemplos de genes comumente usados sdo os que codificam as seguintes proteinas
indispensaveis ao metabolismo celular: cadeia a da fenilalanil-tRNA sintetase (pheS)

uridilato quinase (pyrH), subunidade a da RNA polimerase (rpoA) e a subunidade a
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da ATP sintase - complexo F1, ligado a membrana celular (atpA) (Naser et al., 2007;
THOMPSON et al., 2005).

A informacdo sobre os genomas pode ser obtida diretamente através do
sequenciamento do genoma completo, trabalho que se pretende evitar, quando o
namero de isolados bacterianos é elevado e havendo necessidade de agilidade na
identificacdo. Indiretamente, a informacéo pode ser estimada a partir da similaridade
entre DNAs gendmicos e da composicao de bases, por meio de ensaios de
hibridizacdo de DNA e da quantificacdo do conteludo de bases, respectivamente. A
composicdo de bases, expressa como conteldo de guanina e citosina (mol% G+C
ou %GC), tem valor taxonbmico pela sugestdo da variacdo genética maxima no
ambito de género e também de espécie. De acordo com dados acumulados, espera-
se 10 a 12% de dissimilaridade entre espécies do mesmo género (PRIEST &
AUSTIN, 1993). No entanto, dentre os lactobacilos, por exemplo, essa previsdo nao
se aplica (32-53% GC) (FELIS & DELLAGLIO, 2007).

Em 1961, Schildkraut e colaboradores demonstraram ser possivel a formacao
de DNA duplex a partir dos DNAs desnaturados de dois organismos diferentes com
a condicdo de que a composicdo de bases destes organismos seja muito
semelhante e que ambos sejam geneticamente relacionados. A partir deste marco, e
com o avango das técnicas, a definicdo de espécie foi remodelada com base nos
resultados de experimentos de reassociacdo DNA-DNA. A grande vantagem pratica
destes métodos é que o continuum observado para os grupos definidos por
caracteristicas fenotipicas ndo se repetiu. Ao contrario, os genomas formaram
grupos discretos, “clusters” de organismos intimamente relacionados (KRIEG, 1988
apud ROSELLO-MORA, 2006).

2.3 Estratégias para medir similaridade entre genom  as

Ha duas estratégias experimentais para medir a similaridade entre DNAs
gendmicos de linhagens relacionadas, por meio de reassociacdo DNA-DNA: (i) por

determinacao da razdo de hibridizagéo relativa (RHR) em ensaios de HDD (ZIEMKE
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et al., 1998; JAHNKE, 1994; EZAKI et al., 1989; POPOFF & COYNAULT, 1980), ou
(i) por diferencas nos pontos médios de desnaturacdo térmica (ATm), método
espectrofotomeétrico (DE LEY, CATTOIR & REYNAERTS, 1970) (Fig. 2.2).

$ :

¢
SS S e e ¢
SS Desnaturagio q S’( Reassociagio /\\ \ Determinagao de:
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Figura 2.2: Estratégias experimentais de reassociagcdo DNA-DNA (adaptado de Rosell6-Mora &
Amann 2001)

Um inventario de todas as publicacbes no ano de 2004 no periodico
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM), biblia dos
sistematas, ilustra qudo freqlentemente sdo empregados 0s métodos de
reassociacdo DNA-DNA (Tabela 2.1).

Foram 305 artigos compilando 351 descricfes de espécies novas. 65% das
espécies novas foram descritas com o uso de reassociacdo DNA-DNA. Das demais
descricbes (35%) 75% basearam-se em isolado Unico e mais da metade resultou na
descricdo de novo género. Nestes casos o racional para a descricdo do taxa foi a
dissimilaridade de seqiiéncias do RNAr 16S (ROSELLO-MORA, 2006). Cabe
sublinhar que nos casos de novos géneros a reassociacdo DNA-DNA pode ser
dispensada, pois esta abordagem é indicada para a discriminacdo de linhagens

relacionadas, ou seja, com mais de 97% de similaridade na sequéncia do rRNA 16S.
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Tabela 2.1: Numeros absolutos e porcentagens de artigos ou novas descricdes
publicados nos seis numeros do volume 54 do IJSEM, durante 2004 (Adaptado de
ROSELLO-MORA, 2006).

Artigos com novas descri¢cdes 305

Artigos com experimentos de reassociacao 199 65%°
Artigos sem experimentos de reassociacao 106 35%°
Experimentos de reassociacao espectrofotométricos 67 34%°
Hibridizac6es em microplacas (método nao radioativo) 96 48%"
Métodos néo radioativos por filtracdo (quimioluminescéncia) 9 5%
Métodos com filtro radioativo, S1 ou hidroxiapatita 27 14%"
Novas espécies 351

Novas espécies com isolado Unico 191 54%°
Novo género 65

Novo candidatus 17

# porcentagens referentes aos 305 artigos com novas descricoes

b porcentagens referentes aos 199 artigos nos quais foram realizados experimentos de
reassociacao

°porcentagens referentes ao total das 351 espécies novas classificadas

Dentre as técnicas de reassociagdo DNA-DNA empregadas, foram
prevalentes o0s métodos nao radioativos (53%), seguidos do método
espectrofotomeétrico (34%). Ao todo 48% dos estudos foram realizados pelo método

nao radioativo em microplacas (Tabela 2.1).

2.3.1 Hibridizacdo DNA-DNA (HDD)

A HDD vem sendo usada h& cerca de 40 anos e ainda hoje vigora como
padrdo ouro na identificacdo e autenticacdo microbiana, conforme recomendacao
dos comités ad hoc de especialistas (STACKEBRANDT et al., 2002; WAYNE et al.,
1987).

A estratégia consiste em fixar DNA fita simples (DNAfs) de alta massa
molecular em suporte soélido e entédo incubar na presenca de DNAfs, de baixa massa
molecular e marcado. Os procedimentos de marcagdo incluem o uso de
radioisotopos ou baseiam-se no uso de biotina (PRIEST & AUSTIN, 1993). Métodos
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radioativos sdo cada vez menos adotados (Tabela 2.1). Esta metodologia
frequentemente é realizada em microplacas (Tabela 2.1), seguindo Ezaki e
colaboradores (1989). O preparo do DNA marcado é laborioso, dispendioso e
demorado. Dentre estas desvantagens, o fator critico e limitante ao amplo uso deste
método é o tempo necessario para a execugcdo dos ensaios: no minimo duas
semanas para um conjunto de quatro linhagens (WILLEMS et al., 2001). No Brasil, a
demanda de tempo para a descricdo de espécies novas é ainda maior, pois requer o
envio de material microbiolégico para os centros de referéncia que oferecem esse
servigo, tais como as colecbes BCCM e DSMZ. Ambas reputam exceléncia na

pratica da taxonomia microbiana.

Uma alternativa promissora ao método classico € o uso de plataformas de
PCR em tempo real (rtPCR) para avaliagdo fluorimétrica da similaridade entre
genomas, com base na desnaturacdo térmica do DNA (GONZALEZ & SAINT-
JIMENEZ, 2005).

2.3.2 Desnaturacédo térmica do DNAe ATm

Nesta abordagem compara-se a estabilidade térmica de DNA fita dupla
(DNAfd) hibrido, com aquela de DNAfd homdlogo. Em condi¢cdes padronizadas
(tampdo citrato padrédo), a desnaturacdo de DNAfd é funcdo da temperatura. A
temperatura na qual 50% do DNAfd inicial encontra-se desnaturado € denominada
ponto médio da desnaturacao térmica, ou temperatura média de desnaturacao (Tm).
O parametro usado para estimar o relacionamento entre DNAs de duas linhagens
relacionadas é a diferenca entre a Tm do DNA da linhagem de referéncia (homaologo)
e a do hibrido, denominada delta Tm (ATm) (DE LEY, CATTOIR & REYNAERTS,
1970).

As medidas de RHR e ATm, de 111 pares de linhagens de diferentes grupos
taxondmicos, divulgadas durante o ano de 1999, no International Journal of
Systematic Bacteriology (IJSB), foram correlacionadas, tendo sido constatada a boa
correlagéo entre estes parametros é (ROSELLO-MORA & AMANN 2001) (Fig. 2.3).



Capfitulo 2: Taxonomia microbiana: rumo a uma alternativa a hibridizacio de DNA cldssica 13

120

60 +

RHR (%)

S
(=]
,

ro
o

y =-5,0501x+ 90,329 R%=0,7994

0

0 2 4 6 8 10
ATm (°C)

Figura 2.3: Correlacdo entre os valores de RHR e ATm referentes a 111 pares de linhagens, de
diferentes grupos taxondmicos, disponibilizados no volume 49 do periédico especializado 1JSB, de
1999. As areas hachureadas indicam os intervalos nos quais € mais provavel a observacao de
medidas discrepantes. A area hachureada em azul refere-se as medidas de RHR e a area
hachureada em verde refere-se as medidas de ATm (Adaptado de Rosell6-Mora & Amann 2001).

Quanto aos limites para delineacdo de espécie, 15 peritos reforcaram em
2002 (STAKEBRANDT et al.) as premissas estabelecidas em 1987 e baseadas em

numerosos estudos realizados com espécies de procariontes bem definidas:

In practice, DNA reassociation approaches the sequence standard
and represents the best applicable procedure at the present time. The
phylogenetic definition of species generally would include strains with
approximately 70% or greater DNA-DNA relatedness and with 5C

or less ATm. Both values must be considered. Phenotypic
characteristics should agree with this definition [...] (Wayne et al.,
1987, p. 463, grifo n0sso)

Os dados experimentais reunidos na Figura 2.3 corroboram tais limites:
geralmente valores de ATm inferiores a 4-5 °C correspondem a valores de RHR
superiores a 50%; enquanto aqueles valores de ATm superiores a 8-9 °C,

correspondem a valores de RHR inferiores a 50%.

Uma vantagem da estimativa de ATm em relacdo a RHR é que as medidas de
ATm independem do método usado para hibridizacdo do DNA (contanto que o
tampdao de hibridizacdo seja mantido) enquanto que a porcentagem de reassociacao
pode ser fortemente afetada pelas condicbes de hibridizacdo (GRIMONT et al.,
1980). Para estimar a ATm, o DNAfd da linhagem de referéncia (homdlogo) e o
DNAfd constituido por uma fita deste DNA e outra fita do DNA de outra linhagem
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relacionada (hibrido) devem ser desnaturados. A absorbancia da solucédo deve ser
medida conforme os DNAs homélogo e hibrido sdo aquecidos progressivamente.

A absorbéancia (A) de uma solucdo de DNA aumenta com a temperatura até
as fitas se separarem completamente, quando se registra absorbancia maxima - de
acordo com o efeito hipercrbmico — e permanece constante mesmo que a
temperatura continue aumentando. As bases nitrogenadas sdo responsaveis pela
maior parte dessa absorcédo, que € maxima quando o comprimento de onda (A) &
260 nm (Amax = Aze0). Quando as bases se encontram totalmente expostas (DNA
desnaturado), o aumento da temperatura deixa de modificar a absorbancia (ZAHA,
FERREIRA & PASSAGLIA, 2003). Nos ensaios de ATm, a Amax (100% de
absorbéancia) € observada ao final do experimento, e a Tm (correspondente a 50%
de absorbancia), é o ponto médio da curva Az (nm) x T (°C). Uma desvantagem
deste método é a medida de absorbancia, cuja sensibilidade pode ser fator critico,
além do requerimento de um espectrofotdbmetro térmico (GONZALEZ & SAlZ-
JIMENEZ, 2005).

Em um estudo com hipertermofilicos, foi proposto o uso de plataforma de
rtPCR para avaliar fluorimetricamente a ATm de linhagens relacionadas. Nesse
estudo o fluoréforo SYBR GREEN | (SYBR), que tem alta afinidade por DNAfd, foi
incorporado as solu¢des de DNA homalogo e hibrido. A méxima emisséo de luz pelo
SYBR (A = 520nm) se da quando associado a DNAfd. Durante a desnaturacdo o
SYBR se dissocia do DNA e o decréscimo na emissdo de luz, proporcional a
desnaturacdo do DNA, foi usado para estimar a ATm entre as espécies estudadas
(ibid) (Fig. 2.4).
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Figura 2.4: Desnaturacdo térmica do DNA gendmico de Pyrococcus horikoshii (curva em preto) e do
DNA hibrido de P. horikoshii e P. endeavori (curva em cinza) na presenca de SYBR , em plataforma
de rtPCR (iCYCLER, BIORAD). O intervalo demarcado pela seta dupla € a ATm entre os pares de
linhagens (Adaptado de Gonzalez & Saiz-Jimenez, 2005).

Nesses ensaios a fluorescéncia méxima é observada ao inicio do
experimento. Os valores de Tm dos DNAs homoélogo e hibrido foram obtidos como a
temperatura correspondente a 50% de decréscimo na fluorescéncia, tendo sido
encontrados no ponto médio da curva de F (%) x T (°C) (GONZALEZ & SAIZ-
JIMENEZ, 2005). Valores de ATm entre homdlogo e hibrido superiores a 5 °C devem
ser considerados como correspondentes a espécies distintas (STACKEBRANDT et
al., 2002; WAYNE et al., 1987).

A tecnologia da PCR quantitativa em tempo real (qrtPCR) foi introduzida nos
anos 90 (HEID et al., 1996; HOLLAND et al., 1991). A plataforma de instrumentacéo
combina termociclador - com sistema de aquecimento e resfriamento altamente
eficiente - e um sistema Otico capaz de emitir e captar luz nos comprimentos de onda
de excitacdo e emissao de diferentes fluoréforos cuja fluorescéncia aumenta quando
associados a DNAfd (HIGUCHI et al.,, 1993, 1992). Os sinais luminosos sao
decodificados por um software associado e transformados em imagem e dados. De
imediato, os ganhos em acuracia e rapidez no diagndstico e deteccdo se traduzem
no crescente numero de publicacdes cientificas na ultima década — cerca de 40 mil
em fevereiro de 2010 (PUBMED, 2010) - e na relativa popularizacdo dos
equipamentos, com diversas op¢des no mercado: Biorad, Applied Biosystems,
Eppendorf, Roche, GE Healthcare, etc. (BONETTA, 2005). Em 2008, foi divulgado o
uso de plataforma de rtPCR na taxonomia microbiana, na caracterizagdo de novas
espécies (JURADO et al.,2008), segundo o método sugerido por Gonzalez & Saiz-
Jimenez (2005).
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2.4 Medida do conteudo de GC em plataforma de PCR e m tempo real

A %GC € um dos itens recomendados para a descri¢cdo formal de espécies de
procariontes (ROSELLO-MORA & AMANN, 2001; PRIEST & AUSTIN, 1993). Neste
universo a amplitude é de 18 a 76 %GC (FADIEL, LITHWICK & NAFTOLIN 2005;
PRIEST & AUSTIN, 1993).

Anteriormente aos ensaios de ATm, € necessaria a obtencdo do DNA hibrido,
cuja curva de desnaturacdo é comparada aquela do DNA homologo (Secéo 2.3.2).
Para tal, uma mistura do DNA da linhagem de referéncia com o de outra linhagem
relacionada devem ser desnaturados e renaturados a temperatura Otima de
renaturacao (Tor). A Tor pode ser calculada em funcéo da %GC (DE LEY, CATTOIR
& REYNAERTS, 1970). Portanto, este parametro deve ser previamente conhecido
para os genomas das linhagens que se pretende obter a ATm. O calculo da Tor
deve seguir a equacdo determinada experimentalmente por De Ley, Cattoir &
Reynaerts (1970):

Tor=10,51 (%GC) +47,0 (1)

A desnaturacdo e a renaturacdo térmicas do DNA s&o fenémenos fisicos e
quimicos e referem-se a fusdo e reanelamento da molécula, respectivamente. A
estabilidade da hélice dupla do DNA depende da proporcdo de GC em relacdo a AT
(adenina e timina), ou vice-versa. Quanto maior a %GC, mais energia (calor) sera
necessaria para desnaturar a molécula, pois essas bases mantém-se pareadas por
meio de trés ligagbes de hidrogénio, uma a mais que as bases AT. Similarmente, a
temperatura Otima para a renaturacdo, ou hibridizacdo, também € dependente da
%GC (ZAHA, FERREIRA & PASSAGLIA, 2003).

Dentre as técnicas padrao para estimar a %GC se inclui o método direto -
sequenciamento do genoma completo - que ndo se justifica exclusivamente para
esta finalidade. As duas outras abordagens sdo HPLC (high pressure liquid
cromatography) e a desnaturacdo térmica, uma vez que a relacdo entre a
temperatura de desnaturacdo (Tm) e a %GC é linear (DE LEY, CATTOIR &
REYNAERTS, 1970; MARMUR & DOTY, 1962). As medidas realizadas por HPLC
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sdo consideradas acuradas e confiaveis, porém o método é dispendioso, sendo
necessario um sistema dedicado, o que sO se justifica quando a medicao é rotineira
(TAMAOKA & KOMAGAWA, 1984). Aléem do uso de enzimas para preparacdo das
amostras, medidas de absorbancia durante a desnaturacdo térmica requerem um

espectrofotbmetro com controlador térmico, o que nao é trivial.

Como alternativa ao uso do espectrofotometro térmico, foram determinadas
as variacoes fluorimétricas da desnaturacdo do DNA, em presenca do fluoréforo
SYBR, em plataforma de rtPCR (GONZALEZ & SAIZ-JIMENEZ, 2002). Nesse
estudo foi construida uma curva de calibragdo na qual foram correlacionadas as Tms
(°C), obtidas experimentalmente, de espécies bacterianas cujo genoma completo ja
foi sequenciado (n =11) com sua %GC, obtida dos dados do sequenciamento.
Conforme esperado, foi observada uma relacdo linear direta entre os parametros
(R?=0,99):

%GC =1,98 Tm — 106,91 (2)

Os experimentos também foram conduzidos na presenca de formamida.
Nesta condicdo as Tms foram significativamente inferiores, tendo sido preservada a
relacdo linear direta com a %GC (R* = 0,98; equacdo 3). Com a inclusdo deste
agente desnaturante, € possivel a medicdo da %GC de linhagens de alto contetdo
de GC, para as quais a Tm se aproximaria da temperatura de ebulicdo da mistura

reacional (DNA e SYBR em tampao citrato).

%GC =1,99 Tm — 71,08 (3)

O sistema permite a estimativa da %GC de quaisquer genomas de
procariontes, tanto para efeito de sua caracterizacdo e/ou descricdo quanto para

realizacdo dos ensaios de ATm.
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Capitulo 3

Diversidade microbiana

O estudo da biodiversidade microbiana deve repousar sobre solidos alicerces
e praticas taxondmicas de ponta para produzir informacdes relevantes e Uteis. Com
base nos recentes desenvolvimentos tecnolégicos relatados e de acordo com o0s
critérios e necessidades abordados no Capitulo 1, foram elencados para estudo os

seguintes sistemas:

3.1 Bactérias laticas contaminantes do processo bi oetanol

A fermentacdo alcodlica no processo bioetanol

A producdo de bioetanol de cana-de-acucar normalmente € conduzida
paralelamente a producdo de acucar e compreende o0 processamento da cana e a
extracao do caldo, o preparo do meio de cultivo e do in6culo inicial ou pé-de-cuba, a
fermentacdo alcodlica, a recuperacdo das células (processo Melle-Boinot) e a
destilacdo (Fig. 3.1) (BRUGNARO & SBRAGIA, 1986).
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Figura 3.1: Fluxograma da producdo de aclUcar e alcool com destaque para 0 processo
fermentativo,emoldurado em vermelho (adaptado de Brugnaro & Sbragia, 1986)

Muitos microrganismos sdo capazes de utilizar agucares para produzir etanol
através de processo fermentativo. Industrialmente, as linhagens de maior interesse
sdo as leveduras Saccharomyces cerevisiae e S. uvarum. Os atributos desejaveis
para uma cepa de uso industrial sdo a rapidez de fermentacéo, alta tolerancia ao
alcool, osmotolerancia, termotolerancia e atividade celular em ambiente &cido
(AMORIM, 2005; BORZANI, 2001). A conversao ocorre sob anaerobiose e resulta de
uma série de 12 reagBes bioquimicas conjuntamente denominadas via Embden-
Meyerhof. A reacdo estequiométrica global resulta na producéao de 2 mol de etanol, 2
mol de CO, e 2 mol de ATP, por mol de glicose fermentada, conforme a equacéao

quimica:

CgH1206 —» 2 C,Hs0OH + 2 COs (5)

Uma baixa tensdo de O, (0,05 a 0,10 mmHg) é indispenséavel a sintese de

componentes celulares pela levedura. Valores superiores promovem o crescimento
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celular a custa da produtividade em etanol (efeito Pasteur). A manutencdo e o
crescimento celular impedem a obtencdo do rendimento tedrico previsto pela
equacao (5). Em termos massicos, cada grama de glicose poderia ser convertida em
0,511g de etanol e 0,489g de CO,. Contudo, o rendimento real (ou rendimento de
Pasteur) € afetado por reacdes secundérias e estimado de modo diverso conforme o
autor (BORZANI, 2001) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Distribuicdo dos produtos da fermentacao alcodlica por S. cerevisiae, em
g/100g de glicose e rendimento real, estimado segundo diferentes autores (adaptada
de BORZANI, 2001):

Produtos da fermentacao Pasteur  Jackman, 1987 Basso et al., 1996
95% 90-95% 85-92%
Etanol 48,5 45,0 -49,0 43,0-47,0
Gas carbonico 46,4 43,0-47,0 41,0-45,0
Glicerol 3,3 2,0-5,0 3,0-6,0
Acido succinico 0,6 0,5-1,5 0,3-1,2
Acido acético X 00-14 0,1-0,7
Oleo fusel X 0,2-0,6 X
Butilenoglicol X 0,2-0,6 X
Biomassa 1,2 0,7-1,7 1,0-2,0

3.1.2 Microbiologia da fermentagcéo no processo bio  etanol

Além do agente da fermentacdo (espécie/linhagem e a concentragéo inicial),
0s contaminantes presentes (espécies/linhagens e concentragdo) integram o fator
microbiolégico na determinacéo do rendimento da fermentacéo alcodlica industrial”
(AMORIM, 2005).

Y Fatores de natureza fisica (temperatura e pressdo) e quimica (pH, oxigenacdo, concentracdo de sais
e inibidores) também influem no rendimento, porém n3ao sdo foco do presente estudo, conforme
exposicdo de motivos no Capitulo 1.
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Quanto as leveduras, tradicionalmente, a safra é iniciada com fermento
desidratado oriundo da industria de panificagdo (partida direta). Essa estratégia
permite uma partida rapida. A partir dos anos 90, constatou-se que as leveduras
nativas substituem a espécie inoculada logo no inicio da safra. Constatou-se ainda
gue as leveduras isoladas da mesma unidade (em safras anteriores) sao capazes de
permanecer no processo. A partir dessa constatagéo, diversas usinas comecgaram a
propagar a sua propria levedura para a partida. Estas sdo denominadas com as
iniciais da unidade de origem, sendo exemplos as seguintes cepas de S. cerevisiae:
BG 1 (Usina Barra Grande), CR1 (Usina Cresciumal), SA-1 (Usina Santa Adélia),
CAT -1 (Usina Catanduva), PE-2 (Usina da Pedra) CL (Usina Clealco), entre outras
(BASSO & AMORIM, 1995; BASSO et al., 1993).

A procedéncia dos contaminantes € a mesma das leveduras (nativas)
presentes na fermentacao, isto €, principalmente, a cana e a terra que a mesma
introduz no processo. Contagens de bactérias isoladas dos tecidos da cana indicam
a presenca de 10* a 10° UFC/g. Um processo de fermentac&o considerado aceitavel
trabalha com niveis de bactérias da ordem de 10° células/mL. A recirculacdo da agua
de lavagem da cana € um fator determinante de concentragdes superiores a esta. A
reutilizacdo das leveduras contribui para a persisténcia da contaminacao (SKINNER-
NEMEC, NICHOLS & LEATHERS, 2007; ANDRIETTA, MGS; STECKELBERG &
ANDRIETTA, SR; 2006; LUDWIG, OLIVA-NETO & DE ANGELIS, 2001).

Contaminantes presentes no mosto e nos reatores realizam fermentactes
secundarias, principalmente latica e acética, mas também dextranica, butirica e
levanica. Todas as fermentagbes secundarias utilizam direta ou indiretamente o
acucar. As bactérias laticas sdo as principais promotoras de fermentacdes
indesejaveis, especialmente, o género Lactobacillus, resistente ao etanol, baixo pH e
as temperaturas elevadas do processo (SCHELL et al., 2007; AMORIM, 2005). Além
de competirem pelo substrato, consumindo agucar, nutrientes e o produto (etanol),
0s contaminantes também produzem toxinas que provocam queda da viabilidade e
morte das leveduras e contribuem para a cofloculacdo das leveduras (LUDWIG,
OLIVA-NETO & DE ANGELIS, 2001; THOMAS, HYNES & INGLEDEW, 2001;
AMORIM, 1981).
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A cofloculagéo resulta no assentamento das leveduras ao fundo das dornas o
que prejudica a conversdo do acgucar em etanol, pela reducdo da superficie de
contato direto entre as células e o meio. Também pode causar perda de células, pois
a falta de homogeneidade do vinho fermentado impede a operacao eficiente das
centrifugas. Da perda de biomassa resulta consumo de substrato para reposicéo
celular, com decréscimo de rendimento alcodlico. Outra conseqiiéncia € 0 aumento
da populacdo bacteriana pois fica dificultado o contato entre o antibacteriano usado
Nno processo e as células bacterianas , 0 que, por sua vez,, promove aumento de
acidez, afetando as leveduras e a qualidade do etanol produzido. Espécies de
lactobacilos vém sendo recorrentemente isoladas de fermentacdes floculadas. L.
fermentum foi a primeira espécie associada a floculacdo, mas ja foi verificado que L.
plantarum, L. bucheneri e outros também estéo relacionadas ao fendbmeno. Diversos
trabalhos vém sendo realizados visando a caracterizacdo e quantificacdo da
floculacdo promovida por L. fermentum em fermentac¢des alcodlicas (SCHELL et al.,

2007; MISSAWA et al., 2007; YOKOYA & OLIVA-NETO, 1991).

Medidas da concentracdo de &cido latico por meio de HPLC indicam
rapidamente a presenca e a atividade de bactérias laticas no sistema, porém nao
revelam as espécies presentes no processo. Isto dificulta o tratamento e a
eliminacdo dos contaminantes. Atualmente, o controle é inespecifico e inclui a
lavagem da cana, evitando reuso da agua, pasteurizacdo do meio de cultivo e
adicdo de 4&cidos e/ou antibidticos (penicilina, estreptomicina, tetraciclina,
virginiamicina, ampicilina, e nisinas) nos reatores. Estes procedimentos encarecem
0 processo, além disto, podem selecionar linhagens resistentes aos antimicrobianos
(LEJA & BRODA, 2009; SCHELL et al., 2007; BISCHOFF, SKINNER-NEMEC &
LEATHERS, 2007; NICHOLS, SKINNER-NEMEC & LEATHERS, 2007; AMORIM,
2005).

A identificacdo e caracterizacdo de bactérias laticas presentes na cadeia
produtiva do bioetanol podem contribuir para otimizar o controle da contaminacao

bacteriana nesse setor estratégico da economia nacional.
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Bactérias Gram-positivas, catalase-negativas e que produzem acido latico
como principal produto final da fermentacdo de carboidratos sdo denominadas
Bactérias do Acido Léatico (BAL). O género Lactobacillus é o mais amplo e
heterogéneo dentre as BAL (DE VUYST & VANCANNEYT, 2007).

3.1.3 Taxonomia de lactobacilos

O género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacillales, familia Lactobacillaceae, grupo monofilético no qual também estéo
incluidos os géneros mais proximos Paralactobacillus e Pediococcus. A familia mais
proxima é Leuconostocaceae que compreende 0s géneros Leuconostoc,
Oenococcus e Weissella (Fig. 3.2) (GARRITY, BELL & LILBURN, 2004).
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Figura 3.2: Familias da ordem Lactobacillales, incluindo Lactobacillaceae e Leuconostocaceae.
Arvore baseada em seqiiéncias do RNAr 16S de aproximadamente 1400 nts tendo sido os dados e
as ferramentas de analise subsidiados por SILVA comprehensive ribosomal RNA databases
(Adaptada de Ludwig, Schleifer & Whitman, 2009).
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Atualmente sdo reconhecidas 167 espécies, sendo Lactobacillus delbrueckii
(Leichmann 1896) Beijerinck 1901 a espécie tipo (EUZEBY, 2010). A divisdo classica
do género era baseada no metabolismo de carboidratos e caracteristicas fisiologicas
e distinguia apenas trés grupos de espécies. Foi elaborada com intuito de atender as
necessidades da microbiologia de alimentos (STILES & HOLZAPFEL, 1997).
Contudo, analises filogenéticas baseadas em sequéncias do RNAr 16S
evidenciaram discrepancias nesta classificacdo fenotipica (SCHLEIFER & LUDWIG,
1995) e permitiram o reconhecimento de pelo menos 8 sub-grupos: grupo do L.
acidophilus, L. reuteri, L. buchneri, L. alimentarius, L. plantarum, L. sakei, L. casei e
do L. salivarius. Estes grupos de espécies estdo ilustrados na arvore filogenética
construida com sequéncias totais do RNAr 16S de 201 linhagens tipo,
representativas da diversidade do género, em trabalho recente de Naser e
colaboradores (2007) (Fig. 3.3). Entretanto, € invidvel a identificacdo de espécies
gue divergiram recentemente com base na dissimilaridade de sequéncias do RNAr
16S. Nesses casos vem sendo adotado o sequenciamento de genes essenciais,
com destaque para o pheS, que frequentemente distingue linhagens da mesma
espécie (SCHEIRLINCK et al., 2009; BLAIOTTA et al., 2008; NASER et al., 2007).
Quanto a variabilidade interespecifica, o poder discriminatério deste gene, na
maioria dos casos é superior a 10%. Em relacdo a topologia desenhada pelo RNAr
16S, cada um dos subgrupos L. acidophilus, L. buchneri e L. salivarius se ramifica
em dois (NASER et al., 2007).

A descricdo de novas espécies de lactobcilos também vem alterando
significativamente a estrutura do género e sua taxonomia vem acompanhando a
evolucdo das técnicas de biologia molecular, porém ainda nédo pode ser considerada
satisfatdria e estabelecida (COUDEYRAS et al., 2008; DE VUYST & VANCANNEYT,
2007; FELIS & DELLAGLIO, 2007). Até 2009 haviam sido publicadas 10 sequiéncias
gendmicas completas de lactobacilos e cerca de 11 projetos estavam em
andamento. Pela discrepancia entre os dados gendmicos e aqueles gerados por
segUéncias ribossomais - apesar do pequeno percentual de genomas sequienciados
- 0 progndéstico é que a conclusdo dos projetos em curso, € outros, resulte em
reformulacbes no esquema corrente (CLAESSON, VAN SINDEREN & O'TOOLE,
2008; FELIS & DELLAGLIO, 2007).
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Figura 3.3: Arvore neighbour joining construida com seqiiéncias totais do rRNA 16S de 201
linhagens tipo de Lactobacillus, sendo 98 espécies e 17 subespécies. A esquerda estdo indicados os
grupos de espécies e entre parénteses, a direita, 0 nimero de acesso da sequéncia génica (EMBL)
(adaptado de Naser et al., 2007)

3.2 Vibrios patdgenos de corais

Em estudo na Nature Reviews Microbiology, Rosenberg e colaboradores
(2007) resumiram o0 que se sabe sobre patdgenos de corais associados as mais de
vinte doencgas que incidem sobre estes animais: apenas seis agentes etiolégicos
foram isolados e caracterizados (Tabela 3.2).

Tabela 3.2: Patdégenos de corais (adaptada de Rosenberg et al., 2007)

Doenca e localizac&o Patbgeno Coral hospedeiro Comentarios
Branqueamento no leste do Exemplo melhor
Mediterraneo Vibrio shiloi® Oculina patagonica P

caracterizado

Branqueamneto ocorre a
Pocillopora damicornis  23-26 °C; lise celular a
temperaturas >S

Fonte dos fungos sao

Branqueamento e lise no Oceano indico

e Mar Vermelho V. coralliilyticus

Aspergillus

Aspergilose no Caribe dowii Gorgbnias tempestades de areia na
Sydown Africa e escape da terra
V. charariae é patégeno

Banda branca no Caribe V. charariae Acropora spp. presuntivo; postulados de

Koch ndo demonstrados

Aurantimonas A. coralicida é o primeiro

Praga branca no Caribe coralicida Varios representante de novo
género
Thalassomonas Identidade do patégeno
Praga branca no Mar Vermelho lovand Varios confirmada usando
y fagoterapia
Serratia S. marcescens é patégeno
Pox branca no Caribe Mmarcescens Acropora palmata de humanos e animais

Banda amarela no Caribe

V. alginolyticus
(+ 3 Vibrio spp.)

Montastrea spp.

domeésticos

A sensibilidade a
temperatura é semelhante
a do branqueamento

Banda negra (amplamente
disseminada)

Bactérias produzem Hs,
que mata os tecidos dos
corais

Consoércio Varios

% Vibrio shiloi Kushmaro et al. 2001 é sindnimo de Vibrio mediterranei Pujalte and Garay 1986
(Thompson et al., 2001a)

Em dois casos bem estudados ficou evidente a incidéncia de branqueamento,
ou coral bleaching, em decorréncia de infec¢cédo bacteriana, em situacao de elevacgéo
da temperatura da agua do mar: Oculina patagonica e Vibrio shilloi; e Pocillopora
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damicornis e V. corallilyticus (BEN-HAIM, ZICHERMAN-KEREN & ROSENBERG,
2003; BEN-HAIM, & ROSENBERG, 2002; KUSHMARO et al., 1997 e 1996). Ritchie
e colaboradores (1994) compararam bactérias heterotroficas cultivaveis de
Montastraea annularis saudaveis e afetadas por branqueamento. Nos animais
sadios Pseudomonas spp. representavam 13% do total de isolados, embora
estivessem ausentes nos doentes. Em contrapartida, espécies de vibrios
representavam 30% dos isolados dos corais afetados. Os vibrios estdo entre os
principais patégenos de corais (ROSENBERG et al., 2007; vide Tabela 3.2) e
organismos marinhos, tais como peixes, incluindo tubardes; camarédo dentre outros
crustaceos, e diversos moluscos (AUSTIN, 2010; VANDENBERGHE et al., 2003).

Em escala global, o branqueamento, cujo sintoma mais Obvio é a perda de
cor, tem sido a mais devastadora, dentre outras doengas que afetam corais, como
banda preta e banda amarela. Calcula-se que, durante as Ultimas trés décadas,
cerca de 30% dos corais foram destruidos em todo o planeta, principalmente em
decorréncia de doencas emergentes. As previsdes alertam que a maior parte dos
recifes sobrevivera somente até 2050 (BELLWOOD et al., 2004; HUGHES et al.,
2003). Os recifes de corais sdo ecossistemas dos mais produtivos e de maior
biodiversidade, abrigando um quarto de todas as espécies marinhas (KIKUCHI et al.,
2003), incluindo comunidades microbianas diversas (ROHWER et al., 2002). O
holobionte coral-cérebro Mussismilia, endémico do Brasil, é o principal formador dos
recifes brasileiros e apresenta microbiota especifica, diferente da de outros
organismos marinhos (CHIMETTO et al., 2009 e 2008; REIS et al.,, 2009). O
holobionte compreende o coral, a zooxantela simbionte e a microbiota, que é
bastante diversa taxonomicamente (ROSENBERG et al., 2007). Estudos recentes
sugerem que as espécies nativas estdo sob acelerado processo de extingdo
(FRANCINI-FILHO et al., 2009).

A opcao pelo emprego de vibrios, como modelo na implementacdo da
metodologia de identificacdo de procariontes por determinagédo da ATm no rtPCR,
baseou-se na disponibilidade dos dados de HDD e %GC. No entanto, a aplicacdo da
mesma para identificacdo de patégenos dos corais M. hispida e M. braziliensis, pode
contribuir para elucidar aspectos relacionados ao desenvolvimento de doenga por

estas espécies endémicas que correm 0 risco de desaparecer.
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Capitulo 4

Objetivos

4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi implementar nova metodologia para
identificacdo e caracterizagdo de procariontes, baseada no uso de plataforma de
rtPCR, que possa ser empregada para identificar isolados do processo bioetanol e

descrever espécies novas.

4.2 Objetivos especificos

i. Avaliar a diversidade de bactérias presentes no processo produtivo do

bioetanol por meio de taxonomia polifasica;

ii.  Padronizar o uso de plataforma de rtPCR para determinar ATm entre

entre DNAs gendmicos de linhagens bacterianas de vibrios; e

iii. Padronizar o uso de plataforma de rtPCR para estimar o conteudo de
GC de bactérias com alta e baixa %GC, utilizando DNAs gendmicos

de espécies de vibrios.
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Capitulo 5

Materiais e Métodos

Em marco de 2008, no ambito de uma parceria com o Laboratério de
Genética de Microrganismos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
(Projeto PROCAD CAPES 2008), foram iniciados estudos com amostras bacterianas
isoladas do processo bioetanol, provenientes de trés usinas nordestinas. Estas
amostras foram selecionadas por serem representativas de grupos previamente
reunidos segundo a técnica ARDRA (Andlise de Restricdo de DNA Ribossomal
Amplificado). A primeira etapa do trabalho consistiu de estudos polifasicos destes
isolados para validac&o, ou nédo, dos resultados obtidos com ARDRA e avanco na
identificacdo. Durante esta etapa verificou-se a presenca de espécies novas a
serem descritas. Em alternativa & opgdo de enviar o material para um centro de
referéncia na Europa para ensaios de HDD, iniciou-se a segunda etapa do trabalho,
visando a implementacdo de nova metodologia de identificacdo de procariontes, com
base na determinacédo do parametro ATm, por meio do uso de plataforma de rtPCR,
cumprindo também a etapa pré-requisito de determinagdo da %GC (também em
plataforma de rtPCR ) (GONZALEZ & SAINT JIMENEZ, 2005, 2002).

O fluxograma da Figura 5.1 ilustra os dois conjuntos de atividades realizadas

em ambas as etapas do trabalho.
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ETAPA 1

Amostras
representativas de
grupos de
.f

contaminantes da
ermentacdo alcodlica

Revisdo bibliografica

A 4

Extracdo de DNA ,
PCR e
sequenciamento
génico

A

Alinhamento das
sequéncias e
Reconstrugao

filogenética

Identlﬂca(;ao de
lactobacilos + spp
que ndo sao
lactobacilos incluindo
spp hovas

Revisdo bibliografica

Espécies novas;

Caracterizacao

taxondmica

ETAPA 2

Revisao bibliografica

¥

Aquisicao de
plataforma de tPCR e

reagentes para ensaios
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Escolha do sistema
vibrios patogenos
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hova técnica

Obtencao do DNA:
alto peso molecular e
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Revisao bibliografica

Ensaios de ATm e
%GC no

Nao viavel

nPCR

Viével

Implementagao
da nova metodologia:
ATm e %GC no ntPCR

Proxima etapa ‘

Figura 5.1: Fluxograma indicando os conjuntos de atividades aplicadas nas 2 etapas do trabalho.
ETAPA 1: taxonomia polifasica; e ETAPA 2: implementacdo da nova metodologia de identificacdo de
procariontes com base no uso de plataforma de rtPCR para determinacao da ATm e da %GC.
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5.1 Etapal

5.1.1 Isolados do processo fermentativo da cadeia b

ioetanol

Foram isolados e agrupados segundo a técnica ARDRA pela doutoranda

Brigida Luckwu de Lucena, vinculada ao Laboratorio de Genética de Microrganismos

(Depto Genética — UFPE), conforme Tabela 5.1:

Tabela 5.1: Isolados do processo bioetanol, de trés usinas do Nordeste, reunidos em
4 grupos segundo a técnica ARDRA, e estudados na 12 etapa do trabalho:

; Destilaria Data Fonte
Linhagem Estado Safra 2007/08 isolamento Grupos ARDRA
TR7.2.13 30 dias
TR7.2.17 30 dias
TR7.2.19 30 dias
TR7.2.20 Trapiche 30 dfas
TR7.4.12 PE 90 dias Lactobacillus sp. 25
TR7.3.10 60 dias
TR7.3.17 60 dias
TR7.3.18 60 dias Mosto
TR7.3.19 60 dias fermentado
TR7.1.4 _ 1° dia
Trapiche 0 4 .
TR7.1.6 PE 1° dia Lactobacillus sp. 21
TR7.1.15 1° dia
TR7.5.7 . 120 dias
Trapiche . .
TR7.5.13 PE 120 dias Lactobacillus sp. 20
TR7.5.15 120 dias
M7.2.18 Miriri - PB 30 dias
60 dias BL7
JP7.3.6 Japungu - PB !
Total 17 linhagens

A nomeacdo do grupo BL7 ja indicava a presenca de linhagens com perfil

muito distinto daquelas reunidas nos demais grupos nomeados Lactobacillus sp..
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5.1.2 Cultivo e preservacéao dos isolados

Nas etapas 1 e 2, as culturas foram manipuladas sob fluxo laminar em cabine

modelo Bio Seg 09 (Veco).

O cultivo foi realizado no meio comercial MRS - Man, Rogosa e Sharpe
(Difco), utilizado em caldo e solido [acrescido de agar (Merck) a 1,5% (p/v)]. Este
meio foi formulado para favorecer o crescimento abundante de lactobacilos. Além de
conter fatores de crescimento especificos, como polysorbato 80 que assiste os
lactobacilos na captac&o de nutrientes, contém acetato de sédio que pode suprimir o
crescimento de outras bactérias, e apresenta pH aproximado de 6,5; também
inibitério para algumas espécies. No entanto, outros Lactobacillales podem se
desenvolver, como Leuconostoc, Pedioccocus, etc. O crescimento foi realizado a 37
°C, por 48h, em jarras, sob microaerofilia mantida pelo gerador atmosférico
Microaerobac (ambos Probac do Brasil). Apdés o recebimento das amostras, as
culturas foram estriadas através da técnica de spread plate em placas de Petri para
confirmacédo de que estavam puras. As culturas puras foram preservadas em caldo
com glicerol a 20% (v/v) e estocadas a temperatura de -80 °C (Forma 700 Series —

Thermo Scientific).

5.1.3 Extracdo de DNA

As culturas foram crescidas em placa e as colbnias foram coletadas com
auxilio de alca bacteriologica. Um volume aproximado de 0,2 mL de pellet foi
utilizado para a extracdo de DNA, realizada conforme protocolo descrito por Pitcher

e colaboradores (1989).

5.1.4 Reacéo da Polimerase em Cadeia (PCR)

Inicialmente foi realizada a amplificacdo do gene pheS que apresenta melhor
poder de resolucdo que o rRNA 16S para discriminar espécies de lactobacilos,

conforme estudo deste género segundo a abordagem MLSA (NASER et al., 2007).
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Também foi realizado o sequenciamento do gene pheS da amostra tipo de L. vini
(LMG 23202"). Linhagens desta espécie foram isoladas de uma planta industrial de
producao de alcool na qual coexistem em maioria dentre linhagens BAL e a levedura
D. bruxellensis. Esta levedura é frequente em usinas nordestinas (PASSOTH,
BLOMQVIST & SCHNURER, 2007; LIBERAL et al., 2007). Apds sequenciamento e
reconstrucao filogenética (com as sequéncias do gene pheS) observou-se, dentre 0os
isolados, a presenca de espécies que ndo sao lactobacilos e de espécies novas.
Estas amostras foram selecionadas para sequenciamento do rRNA 16S completo.
As descricbes de espécies devem incluir o sequenciamento de fragmento deste
gene de tamanho maior que 1300 nucleotideos (nts) (STAKEBRANDT et al., 2002).

Para amplificacdo do pheS, a PCR foi realizada utilizando-se os iniciadores,
21F (direto) e 22R ou 23R (reversos) (Tabela 5.2). O 23R foi utilizado somente nos
casos em que a amplificacdo ndo foi possivel com o 22R. Foram gerados
fragmentos de aproximadamente 455 pb (NASER et al., 2007, 2005). A reacéao foi
realizada em volume total de 50 pL contendo 25 ng de DNA gendmico obtido
conforme descrito na Secédo 5.1.3, 0,2 mM de cada um dos 4 dNTPs, 1,25 U de
GoTag® DNA polimerase (Invitrogen), tamp&o de PCR 1X (Invitrogen) com 1,5 mM
de MgCl, e 0,5 uM de cada iniciador. A amplificacdo do rRNA 16S foi realizada em
termociclador MasterCycler Gradient AG modelo 22331 (Eppendorf). O programa
térmico consistiu de (1) 104 °C por 5 min, (2) 3 ciclos de 95 °C por 1 min; 46 °C por 2
min 15 s, e 72 °C por 1 min 15 s, (3) 30 ciclos de 95 °C por 35 s; 46 °C por 1 min 15
S, 72°C por 1 min 15 s, e (4) 72 °C por 7 minutos (NASER et al., 2005)

Para amplificagdo do rRNA 16S, a PCR foi realizada utilizando-se o0s
iniciadores, 27F e 1492R, desenhados para o anelamento em regides conservadas
nas extremidades do gene e amplamente utilizados, que amplificam um fragmento
de aproximadamente 1500 pb (LANE, 1991 apud BOURNE & MUNN, 2005) (Tabela
5.2). A mistura reacional foi realizada conforme descrito para a amplificacdo do pheS
e conduzida no mesmo equipamento. O programa térmico consistiu de (1) 95 °C por
3 min, (2) 30 ciclos de 95 °C por 1 min; 51 °C por 1 min 30 s, e 72 °C por 3 min, e (3)
72 °C por 30 min.
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Em todas as reacBes (PCR dos genes pheS e rRNA 16S) foi incluida uma
amostra sem o DNA molde (controle negativo) e outra com DNA molde conhecido e

amplificavel (controle positivo).

5.1.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos da PCR (5 ul) e o marcador de massa molecular 100 bp DNA
ladder (Promega) foram adicionados de 2 pl de tampao de carregamento [0,025 %
(v/v) de azul de bromofenol e 50 % de glicerol (v/v)] e aplicados em gel de agarose a
1% (p/v) em TBE 1X com brometo de etidio (0,5 pg/mL). A corrida foi realizada por
40 min a 70 V. Os produtos da PCR foram visualizados em transiluminador sob luz
UV (ultravioleta). As imagens foram capturadas e registradas em fotodocumentador

Gel Logic 100 (Imaging System) com auxilio do software Molecular Imaging (Kodak).

5.1.6 Purificacdo dos Produtos de PCR

O gene pheS esta presente em coépia Unica no genoma de lactobacilos
(NASER et al., 2007) e, conforme esperado, foi observada apenas uma banda no gel
de corrida dos produtos da PCR. Para as reac¢des positivas, com quantidades e
tamanhos desejaveis do produto, a purificacdo foi feita com o sistema comercial
EXOSAP-IT® (USB Corporation), de acordo com as instru¢des do fabricante.

No gel de separacdo dos produtos da PCR do gene RNAr 16S foram
visualizadas mais de uma banda. A purificagdo foi realizada a partit do gel de
agarose com a utilizacdo do sistema comercial QIAEX Il Gel Extraction Kit
(QIAGEN). As bandas do tamanho esperado (1,5 kb) foram recortadas e retiradas do
gel com o auxilio de uma espatula e a purificacdo foi realizada de acordo com as

instrucdes do fabricante.
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5.1.7 Quantificacdo do DNA purificado

O DNA purificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose (conforme
Secao 5.1.5). Os produtos foram quantificados em fotodocumentador Gel Logic 100
(Imaging System) com auxilio do software Molecular Imaging (Kodac), por anélise
comparativa das bandas formadas pelos produtos com as bandas do padrédo Low
Mass DNA Ladder (Invitrogen), inserido na corrida. De acordo com a necessidade, o
produto purificado foi concentrado sob vdcuo em SPD 1010 SpeedVac System

(Thermo Savant) ou diluido com agua MilliQ estéril.

5.1.8 Sequenciamento de DNA

Foram obtidas sequéncias parciais do gene pheS de todos os isolados com
os iniciadores usados na PCR (Tabela 5.2). ApGs reconstrucdo filogenética os
isolados que ndo sao lactobacilos e aqueles correspondentes a espécies novas
foram submetidos ao sequenciamento do rRNA 16S completo, utilizando-se os
iniciadores: (i) diretos: 27F, 536F e 926F; e (i) reversos: 519R, 1093R e 1492R
(Tabela 5.2).

Tabela 5.2: Iniciadores utilizados na PCR e sequenciamento:

Iniciador Sequéncia (5° —3"? Posicéo b Referéncia
pheS -21-F CAYCCNGCHCGYGAYATGC 557 Naser et al., 2005
pheS-22- R CCWARVCCRAARGCAAARCC 1031 ibid
pheS-23- R GGRTGRACCATVCCNGCHCC 968 ibid
16S-27-F AGAGTTTGATCMTGGCTC 10 Lane, 1991 apud Bourne & Munn, 2005
16S-519-R GTATTACCGCGGCTGCTG 536 Thompson et al., 2001b
16S-536-F CAGCAGCCGCGGTAATAC 519 ibid
16S-1093-R GTTGCGCTCGTTGCGGGACT 1112 ibid
16S-926-F AACTCAAAGGAATTGACGG 908 ibid
16S-1492-R GGYTACCTTGTTACGACT 1509 Lane, 1991 apud Bourne & Munn, 2005

®Y:CouT;N:AC,GouT;H:A,CouT;W: AouT;R: AouG;V:A,CouG; M: Aou C
b posicéo de ligacdo no cromossomo de E. coli
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O sequenciamento do DNA consistiu da reagcdo de sequenciamento,
precipitacdo da reacdo de sequenciamento, e corrida no sequenciador automatico.

As reacdes de sequenciamento foram preparadas em placas de 96 pocos
MicroAmp Optical 96 Well Reaction Plate (Applied Biosystems). Cada reacao foi
realizada em um volume total de 10 pL contendo entre 60 — 80 ng de produto
purificado do gene pheS ou 80 - 100 ng do RNAr 16S (obtidos conforme descrito nas
secOes 5.1.3 a 5.1.7); 3,24 pmols de iniciador (Tabela 5.2); 1 pl de ABI Prism Big
Dye Terminator ready reaction mix, e tampé&o da reacao 0,75X (Big Dye e tampéao
sao reagentes do sistema comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing -
Applied Biosystems). Para o controle positivo o DNA e o iniciador usados foram
substituidos por 0,5 pl de pGEM 3zf+, e 2,0 ul de M1 (-21), respectivamente,

fornecidos pelo fabricante.

O programa térmico da reagcdo de sequenciamento consistiu de 25 ciclos de
(1) 96 °C por 10 s, (2) 50 °C por 5 s, e (3) 60 °C por 4 min. A reacéo foi conduzida no
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (9700) (Applied Biosystems).

Os produtos gerados em cada um dos pogos da placa foram incubados por 15
min em 80 pul de isopropanol a 75% (v/v), a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Decorrido o tempo de incubacao, as placas foram centrifugadas por 45 min, a 3.250
X g, a 21 °C (Centrifuga 5810R - Eppendorf) para precipitacdo. Os sobrenadantes
foram descartados pela inversdo das placas sobre papel toalha e as placas
(invertidas sobre papel toalha) foram centrifugadas por 1 min, a 165 x g, a 21 °C,
para remocéo do sobrenadante residual. Em seguida foram incubadas a 75 °C por 5
min no 9700, para secagem do material.

A desnaturacdo foi realizada com 10 pl de formamida e a placa foi
centrifugada por 1 min, a 165 x g, a 21 °C, sendo submetida a um ciclo de secagem
a 95 °C por 5 min no 9700. Em seguida a placa foi submetida a choque térmico,
tendo sido colocada sobre gelo e prontamente conduzida para o sequenciador
automatico. A separacao dos fragmentos de DNA foi realizada com o ABI PRISM

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). O tempo e a voltagem utilizados na



Capitulo 5: Materiais e Métodos 37

injecdo da amostra foram de 10 s e 1.6 kV, respectivamente. Cada corrida foi
realizada a 60 °C por 2.800 s a 5 pAmps e 13,4 kV.

5.1.9 Reconstrucdo filogenética

Foram geradas sequéncias-consenso parciais do pheS e totais do RNAr 16S,
contendo aproximadamente 455 pb e 1500pb, respectivamente, a fim de posicionar
as amostras no espaco filogenético. Estas sequéncias foram comparadas com
segUéncias depositadas em bancos de dados e, juntamente com as sequéncias das
linhagens tipo mais similares, foram empregadas para a construcdo de arvores

filogenéticas.

As sequéncias-consenso foram obtidas através da sobreposicdo das
sequéncias advindas de cada iniciador (direto e reverso), com o auxilio da
ferramenta Genebuilder, embutida no pacote do programa Kodon versdo 3.0. A
edicdo das sequéncias foi realizada com base na observacdo da intensidade do
sinal do cromatograma e da correspondéncia entre as fitas paralela e antiparalela do
DNA sequenciado. As extremidades das sequéncias foram descartadas, pois nestas
regides a qualidade do sinal é insuficiente para determinacdo da composicdo de

bases com confianca.

As sequéncias-consenso geradas foram revertidas para o formato Fasta e
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados publico mundial
GenBank (GENBANK, 2009) através da ferramenta Basic Local Alignment Search
Tools - BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1997) elou do SEQ Match do Ribossomal
Database Project - RDP (COLE et al., 2007). O numero de acesso das linhagens tipo
mais similares aos isolados foi obtido com base na lista de nomes validados
publicada em List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature - LPSN
(EUZEBY, 2008). As sequéncias das linhagens tipo mais similares e com nomes
validos foram capturadas diretamente do National Center for Biotechnology

Information - NCBI (NCBI, 2009), para fins de comparacéo.
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O alinhamento das sequéncias foi realizado com o Clustal W (THOMPSON,
HIGGINS & GIBSON, 1994). A arvore filogenética e a matriz de similaridade foram
geradas com o auxilio do programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007), com a opc¢ao
de delecdo completa. O modelo de reconstrucédo das arvores filogenéticas utilizado
foi o Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987). As arvores foram construidas com
base em uma matriz de similaridade calculada através da distancia-p (anélise par a
par). A topologia da arvore filogenética ndo enraizada resultante foi analisada com
um valor de bootstrap baseado em 1000 réplicas (FELSENSTEIN, 1985).

5.1.10 Caracterizacao fenotipica

Foi realizada por meio do sistema comercial miniaturizado GP2 MicroPlate
(Biolog), para bactérias Gram-positivas, incluindo 95 testes bioquimicos (Fig. 5.2).
As culturas foram estriadas 2x antes da confeccdo do inoculo [células em solucéo
salina a 0,85% (p/v)]. Cada poco das microplacas foi inoculado com 150 pl da
suspensao bacteriana com a densidade o6tica (OD) - medida a 595 nm -
recomendada pelo fabricante e correspondente a 65% de transmitancia. A medida
da OD foi realizada em espectrofotometro digital Biophotometer plus (Eppendorf),
apos incubacdo sob microaerofilia (Segdo 5.1.2), por 24h a 30 °C, em Termo Shaker
Modelo 2502 (Fanem) (De ANGELIS et al., 2007). Também foi avaliada a resisténcia
a diferentes tensdes de oxigénio. Além do crescimento sob microaerofilia as culturas
foram crescidas em placas sob aerobiose e anaerobiose, nesse caso mantida pelo
gerador atmosférico Anaerobac, em jarras (ambos Probac do Brasil).
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Figura 5.2: Fontes de carbono e mapa da GP2 MicroPlate (Biolog)
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5.2 Etapa?2

Cultivo e preservacdo das amostras tipo de vibrios patogenos de corais

As linhagens de vibrios patdgenos de corais utlizadas estdo relacionadas na
Tabela 5.3.

O cultivo das bactérias foi realizado em meio comercial TSB (Tryptic Soy
Broth - Bacto), utilizado em caldo e sélido [acrescido de agar (Merck) a 1,5% (p/v)]; e
em ambos os casos adicionado de NaCl [concentracéo final 2,5% (p/v)]. Em alguns
casos foi usado o meio comercial Marine (Difco), também utilizado em caldo e sélido
[acrescido de agar (Merck) a 1,5% (p/v)]. Ambos sdo meios ricos, cuja concentracao
salina é indispensavel ao crescimento de bactérias marinhas, porém suficiente para

inibir muitas outras.

O crescimento foi realizado a 28°C em incubadora B.O.D. mini CT-703
(Cientec), por 24h. A preservacao foi realizada no meio usado para cultivo,

conforme descrito na Seg¢é&o 5.1.2.

Extracdo do DNA gendémico

Foi realizada conforme protocolo descrito por Pitcher e colaboradores (1989),
com modificacdes visando a obtencdo de DNA de alta massa molecular e elevada
pureza, em grande quantidade. As principais alteracdes foram: (i) a massa celular
inicial significativamente maior, e consequentemente o volume de todos os
reagentes empregados no processo; (i) a realizagdo de duas extragcdes com
cloroformio-alcool isoamilico, de modo a livrar os acidos nucléicos de material
protéico com eficacia, e (iii) a separacdo do DNA precipitado do meio reacional, com

bastdo de vidro, ao invés da tradicional centrifugacdo e descarte do sobrenadante.

O processo foi realizado em 2 etapas principais, cada uma delas incluindo

uma extracao com cloroférmio-alcool isoamilico.
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Na primeira etapa as culturas foram crescidas em meio sélido do qual foi
coletado cerca de 1g de células com alca bacterioldgica. O pellet de cada amostra
foi lavado em 3 mL de tampéao de ressuspensdo com NaCl a 3% (p/v) e novamente
ressuspendido em 15 mL de TE 1X pH 8,0 com NaCl a 3% (p/v) em tubo de
polipropileno com capacidade para 50 mL (Nalgene). Foram adicionados 15 mL de
solucdo GES [tiocianato de guanidina, EDTA e N-lauril-sarcosina (PITCHER et al.,
1989)] e a mistura foi mantida no gelo por 15 min. Em seguida foram adicionados 8
mL de NH;Ac a 7,5 M e novamente a mistura foi mantida no gelo por 15 min. Entéao
foram adicionados 10 mL de cloroférmio-alcool isoamilico [24:1 (v/v) (ambos Merck)]
e as fases foram misturadas vigorosamente até a formacdo de emulsdo. Os tubos
foram centrifugados a 17.000 x g em centrifuga modelo J2-21, rotor JA-10
(Beckman) por cerca de 40 min ou mais, até que a fase superior estivesse
transparente (células lisadas). A fase superior (24 a 27 mL) de cada tubo foi
transferida com pipeta descartavel para um becker de 100 mL contendo 0,54
volumes (12 a 15 mL) de isopropanol (Merck) gelado. Foram realizados movimentos
circulares com um bastao de vidro para precipitar e enrolar o DNA, até que 0 mesmo
pudesse ser removido do becker. O DNA foi brevemente mantido a temperatura
ambiente para evaporagdo do alcool e lavado 2x com EtOH a 70 % (v/v) e 1x com
EtOH absoluto (Merck), por inversdo do bastdo de vidro em tubos de 12 mL (falcon)
contendo as solucdes de lavagem. O DNA foi novamente mantido a temperatura
ambiente até que ficasse transparente (seco). Em seguida o bastdo com o DNA foi
invertido num tubo de 12 mL (falcon) contendo 5 mL de TE 1X pH 8,0. A
extremidade superior do tubo foi vedada com parafiilme e o material foi mantido a

4°C overnight (ON) ou até que estivesse completamente dissolvido.

Na segunda etapa o bastdo de vidro foi removido cuidadosamente e a
solucéo foi incubada com RNase (Ribonuclease A Tipo I-A — Sigma) a 20 pg/mL por
1 h a 37 °C. ApoOs a incubacao foram adicionados 625 uL de acetato-EDTA (pH 7,0)
e a mistura foi cuidadosamente invertida. Foram adicionados 5 mL de cloroférmio-
alcool isoamilico (mesma proporgdo usada na primeira etapa) e as fases foram
misturadas vigorosamente até a formacéao de emulsdo. Em seguida foram repetidos
os procedimentos posteriores a adicao de cloroformio-alcool isoamilico realizados na

primeira etapa da extracdo, sendo respeitadas as proporc¢des volumétricas, e com a
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diferenca de que o DNA foi dissolvido em 0,5 mL de SSC 0,1X (pH 7,0), em
eppendorf de 2mL, também a 4 °C ON, ou até que estivesse completamente

dissolvido. O DNA genémico obtido foi preservado a -80 °C.

Avaliagao da qualidade e quantificagdo do DNA gendbm  ico

A qualidade do DNA foi avaliada quanto a integridade e pureza.

A integridade foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose
conforme descrito na Secédo 5.1.5. Foram consideradas integras as amostras cujas
bandas ficaram definidas no gel, sem rastros, indicando a presenca de DNA de alta

massa molecular.

Além da massa molecular, a quantidade e a pureza foram avaliadas
espectrofotometricamente, pelas medidas Azzo, Ao, € Azgo, €M espectrofotdbmetro
digital (Secéo 5.1.10 ). A concentracao foi estimada a partir da medida Azeo. Quanto
a pureza, foram considerados viaveis para os experimentos de ATm e %GC, DNAs

integros e com valores de (i): Azs0:Az2s0 €ntre 1,8 e 2,0; e (i) Azso: A230 > 2,0.

Apesar de nts apresentarem absorbancia maxima a 260 nm, outras
substéancias, principalmente proteinas, também absorvem luz neste comprimento de
onda. No entanto, proteinas e demais contaminantes apresentam Apnax €m outros
comprimentos de onda. Proteinas apresentam Amax = Aggo € para compostos
organicos, tiocianatos e fenolatos, Amax = A230 (SAMBROOK & RUSSELL, 2001).

ATm em plataforma de rt PCR

A plataforma selecionada e adquirida para o desenvolvimento do trabalho foi
o modelo ABI 7500 (Applied Biosystems) (Fig. 5.3). Este equipamento € compacto,
robusto, capaz de uma rampa térmica de +/-1,6 C/s na faixa de 4 a 100 C, com
acuracia de +/-0,25T (entre 35 e 95 ). O sistema 0tico é constituido de uma

camera CCD (charge coupled device), uma lampada de excitacdo de halogénio e 5



Capitulo 5: Materiais e Métodos 43

filtros (de emissdo e captacdo) permitindo a utilizacdo de mudltiplos fluoréforos
(SYBR® Green |, FAM™, VIC™ JOE™, 6 NED™, TAMRA™, ROX™, Texas Red®,
Cy3™, Cy5™). O espectro de fluoroforos pode ser ampliado pela calibracdo do
equipamento (custom dye calibration). O programa para operagdo da maquina €
amistoso e a assisténcia técnica no Brasil pode ser considerada das melhores se
comparada aos concorrentes, incluindo o treinamento dos usuérios e sistema 0800

de suporte técnico.

Figura 5.3: Plataforma de rtPCR modelo ABI 7500. A esquerda esta representado o modo de
interface com o equipamento através do 7500 Software v.2.0.1(Applied Biosystems).

O protocolo foi realizado segundo Gonzalez & Saiz-Jimenez (2005)", em trés

etapas:

Na primeira etapa o DNA foi hibridizado em placas de 96 pocos ABI Prism
Optical Reaction Plates (Applied Biosystems), em volume total de 25 pL, em SSC
0,1X, cobertas com adesivo 6tico MicroAmp Optical Adhesive Film (Applied
Biosystems). Inicialmente uma solucdo equimolar de DNAs de linhagens
relacionadas (obtidos conforme descrito na Secéo 5.2.2), contendo 5 pg de DNA, foi
incubada a Tor (equacdo 1) por 8h, apés 10 minutos de desnaturacdo a 99 °C. O
resfriamento foi conduzido lentamente, em degraus de 1h de duracdo cada, a Tor —
10 °C, Tor — 20 °C, e assim sucessivamente, até a temperatura de 25 °C. Ao final
da escada térmica a temperatura foi mantida em 4 °C até a etapa seguinte. O

programa térmico foi conduzido no 9700.

“Trabalho realizado em modelo iCycler (Biorad)
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Na segunda etapa o fluor6foro SYBR (Invitrogen) foi adicionado
(concentragao final 1:100.000X), elevando o volume total de cada pogo para 30 pL.
Esse procedimento foi realizado ao abrigo da luz e as placas foram novamente
cobertas com adesivo 6tico. Em seguida foi realizada a desnaturacédo térmica na
plataforma de ntPCR a 0,2 °C/s (1 °C/min), com medida da fluorescéncia a cada
intervalo, por 12 s, durante toda a rampa de desnaturacdo, conduzida entre 25 e
99,8 °C (Fig. 5.4). Desse modo, foram obtidas 375 medidas de fluorescéncia, a cada
0,2 °C entre 25 e 99,8 °C, fornecidas em unidades arbitrarias de fluorescéncia, de
acordo com a calibracdo do sistema 6tico do equipamento e com as medidas obtidas
para os controles negativos, pelo 7500 Software v.2.0.1 (Applied Biosystems).

Os experimentos foram realizados em triplicata, incluindo pogcos sem DNA,
como controle negativo e da fluorescéncia de base (background).

&) 7500 Software v2.0.1 FEX

File Edit Instument Analysis Tools Help

[iz] New Experiment » 57 Open.. bl Save - & Close &3 Export.. ~ £} PrintReport..

Experiment Menu< | Experiment: Untitled Type: Melt Curve Reagents: SYBR® Green Reagents Q_))

Run Method

n Review the reaction volume and the thermal profile for the default run method. If needed, edit the default run method or select a run method from the library.

Graphical View | Tabular View 1

ReactionVolume Perwell 30 L[] ExpertMode | SelectiView Fiters...

Add stage ¥ | Addstep v | - | Undo“Cotectata" | (101111010 e CollzctData ¥ | 1| Qpen Run Method | Save Run Method... E|
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Figura 5.4: Método da corrida visualizado na interface do equipamento: 7500 Software v.2.0.1
(Applied Biosystems).

Na terceira etapa foram obtidas as Tms do DNA hibrido e do DNA de

referéncia (homologo), correspondentes a temperatura da curva de desnaturacao
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onde foi observada uma reducao de 50% da fluorescéncia inicial. Foi considerada a
média aritmética dos resultados das triplicatas de cada amostra. A ATm, entre o

hibrido e 0 homélogo, foi obtida pelo calculo da diferenca entre as respectivas Tms.

Os dados de ATm obtidos foram comparados ao grau de similaridade entre os
genomas segundo a técnica padrdo de HDD (%), de acordo com os dados
disponiveis na literatura, de modo que os resultados obtidos fossem validados pelos

resultados pretéritos gerados pelo método padrao.

Foram utilizados 19 pares de linhagens de vibrios patdégenos de corais com
valores de HDD entre 99 e 22%, distribuidos de modo relativamente equivalente nas
trés faixas de porcentagem de similaridade (quanto a HDD): 20 — 50; 51 — 80, e 81 —
100 (Tabela 5.3).

Foi gerada uma equacéo correlacionando os resultdos de ATm (°C) e HDD
(%) de acordo com a literatura, de modo que a metodologia de ATm, no sistema
estabelecido, possa ser empregada para a identificacdo de procariontes e descricéo
de espécies novas.

%GC em plataforma de rt PCR

Foi estimada segundo Gonzalez & Saiz-Jimenez (2002)" tendo sido usados

equipamento e fluoréforo descritos na Secgéo. 5.2.4.

Foram utilizadas as mesmas placas usadas nos experimentos de ATm,
cobertas com o adesivo Otico apropriado (Sec¢do. 5.2.4), previamente ao ensaio.
Inicialmente, cada poco foi preenchido com volume total de 25 pL contendo 2 ug de
DNA em SSC 0,1X com SYBR a 1:100.000X.. Apés selada, a placa contendo os
DNAs em tampao citrato com SYBR foi inserida na plataforma de rtPCR. Em seguida
foi realizada a desnaturacdo térmica a 0,2 °C/s (1 °C/min), com medida da
fluorescéncia a cada intervalo, por 12 s, durante toda a rampa de desnaturagao,

“Trabalho realizado em modelo iCycler (Biorad)
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conduzida entre 25 e 99,8 °C (método da corrida conforme Secdo. 5.2.4 e Fig 5.4).
Os experimentos foram realizados em triplicata, incluindo pogcos sem DNA, como
controle negativo e da fluorescéncia de base (background). A Tm foi obtida com

auxilio do do programa 7500 Software v.2.0.1.

Conforme definido no capitulo 2, a Tm € o ponto médio da curva de
desnaturacao térmica do DNA em tampé&o citrato, que apresenta perfil caracteristico
guanto a Azeo. A Tm pode ser obtida graficamente, como o ponto de inflexao entre as
assintotas inferior e superior da curva de desnaturacdo térmica (Fig 5.5, grafico
acima), ou como a derivada méaxima desta curva (RITZ et al.,1997). O mesmo
principio foi aplicado para obtencdo da Tm a partir da curva de desnaturacao térmica
em presenca de SYBR, gerada na plataforma de rtPCR. Neste caso, também
conforme descrito no Capitulo 2, a fluorescéncia/sinal € maxima no inicio da
desnaturacdo e minima ao final. As alteracdes na fluorescéncia durante a
desnaturacao térmica do DNA, determinam uma curva com o mesmo perfil da curva
determinada pelas alteragcbes na absorbancia, porém invertida (Fig 5.5, grafico

abaixo).
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Figura 5.5: ACIMA: Curva caracteristica da absorbancia a 260 nm (A,s) durante a desnaturacéo
témica de solucdo de DNA em tampao citrato: a Tm é o ponto médio da desnaturacao, graficamente é
0 ponto de inflexdo entre as assintotas inferior e superior. ABAIXO: Curva caracteristica da

fluorescéncia

(%) durante a desnaturacdo témica de solucdo de DNA, em presenca de SYBR

GREEN |, em tampdo citrato: a Tm é o ponto médio da desnaturacdo, graficamente é o ponto de
inflex@o entre as assintotas inferior e superior (adaptado de Zaha, Ferreira & Passaglia, 2003).

Portanto, primeiramente foi gerada a curva correspondente a primeira

derivada, nesse caso negativa, da curva de desnaturacdo, com auxilio do programa

7500 Software v.2.0.1:

-dF/dT (6)

Onde: dF = derivada da fuorescéncia, e dT = derivada do tempo

Foi considerada Tm o ponto maximo desta curva, gerada segundo a equacgao

6, valor obtido com auxilio do programa 7500 Software v.2.0.1. Foi considerada a

média aritmética dos resultados das triplicatas de cada amostra.
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A Tm obtida para cada linhagem foi correlacionada a sua %GC, de acordo
com os dados da literatura. Foi construida uma curva padrdo Tm (°C) x GC (%),
incluindo 9 linhagens de vibrios patdogenos de corais com conteudo de GC variando
de 41 a 50 % (Tabela 5.3). A curva gerada foi comparada a uma curva construida
com os valores experimentais obtidos pelos autores do método, com linhagens com
conteldo de GC na mesma faixa dos vibrios estudados (GONZALEZ & SAIZ-
JIMENEZ, 2002).



Tabela 5.3: Linhagens de vibrios patégenos de corais utilizadas nos ensaios de ATm e % GC

Espécies de Vibrio (DNA) GC (%)

Referéncia

Pares de espécies de Vibrio (DNA)

HDD (%)

Referéncia

V. cyclitrophicus LMG 21359T| 41,5[Thompson et al., 2003b; Hedlund & Staley, 2001

V. hispanicus - LMG 13240T 42,8|Gomez-Gil et al., 2004b
V. halioticoli - LMG 18542T 43,1|Saw abe et al., 1998

V. orientalis - LMG 7897T 44,4]Thompson et al., 2003b
V. chagasii - R-3712T 44,6]ibid

V. kanaloae - INCO 191T 44,7ibid

V. brasiliensis - INCO 317T 45,9 Thompson et al., 2003a
V. xuii - LMG 21346T 46,6]ibid

V. furnissii - LMG 7910T 50,4|Brenner et al., 1983

V.cholerae LMG 21698T - V.cholerae HTor R-18308

V. coralliilyticus LMG 20984T - V. coralliilyticus LMG10953
V.cholerae LMG 21698T - V.cholerae Amazon R-18337

V. coralliilyticus LMG 21349 - V. coralliilyticus LMG 10953
V. coralliilyticus LMG 20984T - V. coralliilyticus LMG21349

81-100

Sub-total: 9 linhagens

V.cholerae LMG 21698T - V.mimicus LMG 7896T
V.harveyi LMG 4044T - V.harveyi LMG 20370

V.harveyi LMG 4044T - V. campbellii LMG 11216T

V. coralliilyticus LMG 20984T - V. neptunius RFT5

V. coralliilyticus LMG 20984T - V. neptunius CAIM536T
V.harveyi LMG 4044T - V. campbelli R-14899
V.splendidus LMG 19031T - V. chagasii R-3712T

51-80

V.harveyi LMG 4044T - V. alginolyticus LMG 4409T
V.harveyi LMG 4044T - V. natriegens LMG 10935T

V. coralliilyticus LMG10953 - V. nereis LMG 3895T

V. coralliilyticus LMG 20984T - V. nereis LMG 3895 T

V. coralliilyticus LMG 20984T - V. brasiliensis LMG20010
V. coralliilyticus LMG 20984T - V. xuii STD3-1204

V. orientalis LMG 7897T - V. mytili LMG19157T

20-50

Thompson et al., 2003c
Bem-Haim et al., 2003
Thompson et al., 2003c
Ben-Haimet al., 2003
ibid

Thompson et al., 2003c
Thompson, 2003
Gomez-Gil et al., 2004a
Thompson et al., 2003a
ibid

Gomez-Gil et al., 2004a
Thompson et al., 2003b
Thompson, 2003
Thompson, 2003
Ben-Haimet al., 2003
Thompson et al., 2003a
ibid

ibid

Thompson et al., 2003d

Sub-total: 22 linhagens (19 pares)

Total: 31 linhagens

OBS.: 'Nos itens com duas referéncias, foi considerada a média aritmética [GC (%) ou HDD (%)] dos valores obtidos pelos autores citados
’Nos ensaios de HDD também foram utilizadas linhagens de vibrios patégenos humanos (V. cholerae/mimicus)
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Capitulo 6

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos nas duas etapas do trabalho foram referentes a
taxonomia polifasica de linhagens BAL isoladas do processo bioetanol, e ao
estabelecimento de nova metodologia de identificacdo de procariontes por meio da

determinacao da ATm e %GC em plataforma de rtPCR.

Etapa 1: Taxonomia polifasica

6.1.1 Identificagcdo de amostras LAB isoladas do pro  cesso bioetanol

Inicialmente foi utilizado o gene pheS para a identificacdo dos isolados. Na
maioria dos casos, este gene permite discriminar mais de 10% de divergéncia entre
espécies de lactobacilos, apresentando melhor poder discriminatério ndo sé do que
o gene RNArl6S, mas também que o rpoA, conforme resultados de estudos
realizados com lactobacilos segundo MLSA (NASER et al., 2007).

A arvore filogenética resultante do alinhamento das seqtiéncias do gene pheS
encontra-se representada na figura 6.1. Os isolados estdo distribuidos em trés
géneros de bactérias laticas e ndo apenas dentro do género Lactobacillus. Os dois

outros géneros pertencem a familia Lactobacillaceae e sdo Weissella e Oenococcus.
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Figura 6.1: Arvore Neighbor-Joining representativa dos géneros Lactobacillus, Oenococcus e
Weissella, baseada em sequéncias parciais do gene pheS de linhagens tipo e de isolados do
processo fermentativo bioetanol. A significancia esta representada pelo valor de bootstrap (%)
calculado com base em 1000 réplicas. Apenas valores acima de 50% estédo representados. A barra
de escala representa 5% de diferenca. A nomenclatura dos isolados foi estabelecida de acordo com a
identificacdo prévia realizada com a técnica ARDRA. TRIANGULO: Lactobacillus sp. 25;
TRIANGULO INVERTIDO: Lactobacillus sp. 20; CIRCULO: BL7,e LOSANGO: Lactobacillus sp. 21.
Carnobacterium maltaromaticum foi incluida como outgroup.
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Ha varios relatos da presenca de Leuconostoc (SKINNER-NEMEC, NICHOLS
& LEATHERS, 2007; AMORIM, 2005; SKINNER & LEATHERS, 2004; OLIVA-NETO
& YOKOYA, 1998), e alguns de Weissella (PASSOTH, BLOMQVIST & SCHNURER,
2007; SKINNER & LEATHERS, 2004) no processo bioetanol. Porém Oenococcus

nao havia sido previamente detectado.

A presente classificacdo dos géneros Leuconostoc, Weissella e Oenococcus
resulta da reclassificacdo de Leuconostoc paramesenteroides e alguns lactobacilos
heterofermentativos atipicos, como Weissella (COLLINS et al., 1993), e de
Leuconostoc oenos como Oenococcus oeni (DICKS, DELLAGLIO & COLLINS,
1995). Linhagens de O. oeni, naturalmente presentes em fermentagOes de frutas e
habitats relacionados, sdo frequentemente isoladas de fermentacdes alcoodlicas para
producdo de vinho e empregadas nas vinicolas para conduzirem a conversao
malolatica, importante fermentacdo secundaria no processo produtivo do vinho. A
linhagem O. oeni PSU-1, cujo genoma foi sequenciado pelo DOE Joint Genome
Institute (JGI) € utilizada comercialmente com esta finalidade. Dentre as BAL, esta
espécie € a mais resistente a acidez e ao &lcool, carateristicas desejaveis em
processos industriais (CHELO, ZE-ZE & TENREIRO, 2007).

Os 4 grupos de isolados definidos com a técnica ARDRA corresponderam a 2
grupos de lactobacilos (Lactobacillus sp. 25 e sp. 20). Um grupo se inclui no género
Weissella (Lactobacillus sp. 21) e outro no género Oenococcus (BL7). A metodologia
ARDRA havia preliminarmente identificado 3 grupos de isolados como lactobacilos e
um grupo nao havia sido identificado (BL7). Porém a identificacdo pelo gene pheS
mostrou claramente que os isolados pertencem a dife rentes géneros de BAL .
Portanto, a metodologia ARDRA pode ser considerada limitada para identificar
espécies do género Lactobacillus, especialmente aquelas cuja posicdo pode ser
considerada incerta. Conforme mencionado na Secédo 3.1.3, a taxonomia do género
ainda apresenta questdes em aberto, sendo exemplos tipicos 0s grupos de espécies
L. caseli, L. acidophilus e L. plantarum, que incluem linhagens cuja identificacdo nao
€ tarefa simples (DESAI, SHAH & POWELL, 2006; TORRIANI, FELIS &
DELLAGLIO, 2001; KULLEN et al., 2000).
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As linhagens de Lactobacillus sp. 25 formaram um agrupamento bastante
individualizado dentro do grupo L. buchneri. E muito provavel que algumas destas
linhagens sejam espécies distintas, devido a divergéncia que apresentam entre si
(Fig. 6.1). E possivel também que alguns isolados sejam espécies novas. A
linhagem tipo mais préxima foi L. diolivorans, com 82,7% de similaridade com o
isolado TR7.3.17. Esta espécie foi isolada de uma silagem de milho (KROONEMAN
et al., 2002) e ndo havia sido detectada em processos bioetanol, em contrate com as
espécies relacionadas L. buchneri, parabuchneri e hilgardii (BISCHOFF, SKINNER-
NEMEC & LEATHERS, 2007; SCHELL et al., 2007; SKINNER-NEMEC, NICHOLS &
LEATHERS, 2007; SKINNER & LEATHERS, 2004; GALLO, 1989). Tendo em vista
que a identificacdo vem sendo feita com base em propriedades metabdlicas, é
possivel que a inexisténcia de relatos da presenca de L. diolivorans em processos
bioetanol seja consequéncia da ineficacia dos testes empregados. Em estudo
recente, incluindo isolados do processo bioetanol, a identificacdo fenotipica nao
distinguiu as espécies L. parabuchneri e L. oris (SKINNER-NEMEC, NICHOLS &
LEATHERS, 2007). O gene RNAr 16S também é limitado para distinguir algumas
espécies deste grupo. Naser e colaboradores (2007) demonstraram que dificilmente
este gene apresentara resolucdo para distinguir L acidifarinae de L. zymae, ao

contrario do gene pheS, capaz de discrimina-las.

Os trés isolados Lactobacillus sp. 20 foram claramente identificados como L.
vini. O gene pheS da amostra tipo desta espécie foi seqienciado para o presente
estudo e a sequéncia gerada serda depositada no GenBank. Um dos isolados
apresentou 100% de similaridade com L. vini tipo, e as duas outras, cerca de 99%.
Em uma planta industrial de producdo de etanol a partir de amido de trigo, foi
verificada a predominéancia de D. bruxellensis e L. vini em meio a grande quantidade
de bactérias laticas. Tendo em vista a elevada qualidade do produto, produtividade e
estabilidade do processo, tal associacao foi considerada favoravel para a producéo
comercial de etanol (PASSOTH, BLOMQVIST & SCHNURER, 2007). No Brasil, D.
bruxellensis foi identificada como a principal levedura contaminante, durante toda a
safra, das plantas industriais nordestinas, em estudo realizado por Liberal e
colaboradores (2007). Nesse trabalho a diversidade bacteriana ndo foi investigada.
Como os isolados de Lactobacillus sp. 20 sdo provenientes do nordeste, supbe-se

que as espécies D. bruxellensis e L. vini coexistem em usinas desta regido, cabendo
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entdo verificar se esta sugestao é verdadeira e, em caso positivo, os efeitos desse

binbmio sobre o processo bioetanol de cana-de-agucar.

Quanto aos grupos Lactobacillus sp. 21 e BL7, que nao agruparam dentro do
género Lactobacillus, também foi realizado o sequenciamento do rRNA16S
completo. A é&rvore filogenética resultante do alinhamento destas sequéncias
encontra-se representada na Figura 6.2. Houve concordancia na identificacdo destes
grupos, sp. 21 e BL7, como Weissella e Oenococcus, respectivamente. Os isolados
Lactobacillus sp. 21, foram identificados por ambas as arvores, como W.
paramesenteroides. Esta espécie, bem como W. confusa e viridescens ja foram
identificadas dentre contaminantes de processo bioetanol (SKINNER & LEATHERS,
2004). O género Weissella foi descrito a partir de um grupo de espécies até entédo
nomeadas Leuconostoc paramesenteroides. Naquele momento foram descritas 7
espécies de Weissella, incluindo as espécies ja isoladas de bioetanol (COLLINS et
al., 1993).

Os isolados BL7/Oenococcus apresentam apenas 75% de similaridade com a
espécie O. oeni, de acordo com o sequenciamento do pheS. Pelo sequenciamento
do rRNA16S — cerca de 1500 nts — a espécie mais proxima € O.kitaharae com
apenas 94,8% de similaridade com os isolados. A espécie O.kitaharae né&o
apresenta sequéncia do pheS depositada, por isso nao foi incluida na arvore deste
gene. A similaridade de sequéncia total do rRNA16S < 97% em relacdo a espécie
mais proxima (e > 93%), informa que BL7, representado por dois isolados neste
trabalho, é uma espécie nova de Oenococcus a ser descrita (LUDWIG & KLENK,
2001; STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994).
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Figura 6.2: Arvore Neighbor-Joining representativa dos géneros Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella e Lactobacillus, baseada em sequéncias parciais do rRNA 16S de linhagens tipo e de
isolados do processo bioetanol. A significancia esta representada pelo valor de bootstrap (%)
calculado com base em 1000 réplicas. Apenas valores acima de 50% estédo representados. A barra
de escala representa 2% de diferenca. A nomenclatura dos isolados foi estabelecida de acordo com a
identificacéio prévia realizada com a técnica ARDRA. CIRCULO: BL7 e LOSANGO: Lactobacillus sp
21. Enteroccocus faecalis foi incluido como outgroup

O género Oenoccocus, foi descrito em 1995 e compreende duas espécies. O.
oeni, anteriormente Leuconostoc oenos e O.kitaharae, proveniente de residuos de
compostagem. Ambas as descri¢des incluiram estudos de HDD. Até a descricdo de
O.kitaharae, propriedades distintivas do género Oenococcus eram acidofilia,
capacidade de realizar fermentacdo malolatica, o requerimento de fator suco de
tomate para o crescimento, e tolerdncia ao etanol a 10% (v/v). O.kitaharae néao
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apresenta nenhuma destas propriedades e linhagens desta espécie possivelmente
teriam sido identificadas erroneamente, como pertencentes a outro género, com
base em testes bioquimicos (ENDO & OKADA, 2006; DICKS, DELLAGLIO &
COLLINS, 1995).

6.1.2 Caracterizacdo fenotipica dos isolados BL7 pe rtencentes a espécie
nova de Oenococcus

Os isolados M7.2.18 e JP7.3.6, provenientes das usinas Miriri e Japungu
(PB), respectivamente, e representativos do grupo BLT/ Oenococcus foram
submetidos a 95 testes bioquimicos, reunidos em microplaca do sistema GP2 Biolog.
Os resultados comparativos dos isolados em relacdo as duas outras espécies do

género estdo apresentados na Tabela 6.1.

Em relacdo as caracteristicas avaliadas para as 4 linhagens, conforme se
observa, nenhuma apresentou resultado positivo ou negativo para todas as
linhagens. As propriedades distintivas dos isolados em relacdo as duas outras
espécies sdo a capacidade de utilizacdo de D-manitol e sacarose e a incapacidade
de utilizac&o de D-celobiose.

Algumas caracteristicas variam de acordo com a linhagem, como a utilizacédo
de D-galactose, a-D-lactose e salicina, a utilizacdo desta ultima sendo variavel
também para as espécies descritas do género. A utilizacdo da D-celobiose pode ser
um fator de excluséo, pois o resultado foi negativo para ambos os isolados e para as
espécies descritas, em alguns casos, € possivel a utilizacdo deste acucar (os
resultados foram DL= dependente da linhagem e V=variavel; de acordo com a
nomenclatura dos autores: Endo & Okada, 2006, e Dicks, Dellaglio & Collins, 1995;

respectivamente).
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Tabela 6.1: Comparacao das propriedades metabolicas dos isolados BL7 - M7.2.18
e JP7.3.6 - com relacdo as duas outras espécies do género, O. oeni e kitaharae

Acucar/Acido/Amido M 7.2.18 JP 7.3.6 O. kitaharae ? 0. oeni”
L-Arabinose + + - +
D-Celobiose - - DL \
D-Frutose + + + -
D-Galactose - + + \%
D- Acido Glucénico + + + ND
a-D-Glucose + + + -
a-D-Lactose + - - -
Maltose - - + -
D-Manitol’ + + - -
D-Melezitose - - + ND
D-Manose + + + \
D-Melibiose + + + \%
D-Rafinose + - + -
L-Ramnose - - - ND
D-Ribose + + + ND
D-Sorbitol - - - ND
Salicina + - DL \
Sacarose’ + + - -
D-Xilose + + - +
D-Trealose - - + +

+: reacdo positiva; -: reagdo negativa; ND: ndo determinado; DL: dependente da linhagem; V: variavel
somente o0s isolados sé@o capazes de utilizar como fonte de carbono
2 Endo & Okada, 2006 ; ° Dicks, Dellaglio & Collins, 1995

OBS.: Nesta tabela foram incluidos os testes realizados com os isolados e pelo menos uma das duas
espécies descritas do género.

A linhagem M 7.2.18 apresentou 16/95 resultados positivos, sendo capaz de
utilizar as seguintes fontes de carbono: amigdalina, L-arabinose, D-frutose, acido D-
gluconico, a-D-glucose, a-D-lactose, D-manitol, D-manose, D-melibiose, a-metil-D-
glicosidase, R-metil-D-glicosidase, palatinose, D-rafinose, L-ramnose, D-ribose,
salicina, sacarose, D-xilose, acido metil éster D—latico e glicerol. A linhagem JP 7.3.6
apresentou 11/95 resultados positivos, mostrando-se capaz de utilizar N-acetyl-D-
glicosamina, gmigdalina, L-arabinose, D-frutose, D-galactose, acido D-glucénico, a-
D-glucose, D-manitol, D-manose, D-melibiose, 3-metil-D- glicosidase, sacarose e D-

xilose.
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Outras caracteristicas importantes na comparacdo entre os isolados e as
espécies descritas sdo o requerimento de fator suco de tomate para crescimento e

tolerancia ao oxigénio (Tabela 6.2).

Tabela 6.2: Comparacdo dos isolados M7.2.18 e JP7.3.6 com relacdo as duas
outras espécies do género, O. oeni e kitaharae, quanto ao requerimento de fator
suco de tomate para o crescimento e tolerancia ao oxigénio:

Caracteristica M7.2.18 JP7.3.6 0. kitaharae ® 0. oeni”
Exige fator suco de tomate nao nao nao sim
Tolerancia ao oxigénio boa boa Anaerdbios facultativos, porém o
Cresce sob microaerofilia sim sim crescimento é favorecido sob
Cresce sob anaerobiose sim* sim* anaerobiose

* O crescimento nao é favorecido sob anaerobiose. Crescem lentamente em meio sélido (MRS) nas
trés tensbes de oxigénio testadas.
2 Endo & Okada, 2006 ; ° Dicks, Dellaglio & Collins, 1995

Quanto ao requerimento de nutrientes presentes em suco de tomate (ou suco
de uva), como acido pantoténico, os isolados assemelham-se a espécie O.
kitaharae, que também é capaz de crescer em MRS sem suplementos. Quanto a
tolerancia ao oxigénio, em MRS os isolados cresceram igualmente nas trés
condicoes testadas. O crescimento em meio sélido é lento (48 a 76h), e as colbnias

sao brancas e diminutas (1 a 2 mm), nas trés tensdes de oxigénio.

Outras caracteristicas relevantes para a caracterizacdo dos isolados
BL7/Oenoccocus sdo a tolerancia ao etanol, pH 6timo para crescimento, e a
capacidade de transformar L-malato em D-(+)-lactato na presenca de um acgucar
fermentavel. O. oeni se distingue de O. kitaharae quanto as trés caracteristicas: (i)
tolera 10 % (v/v) de etanol em caldo, enquanto o limite para O. kitaharae é de 5 %;
(ii) realiza fermentacdo malolatica e O. kitaharae nao, e (iii) € acidofilo sendo 4,8 o
pH oOtimo para crescimento, bem inferior a faixa de 6,0 a 6,8 preferida por O.
kitaharae. Apesar destas diferencas enunciadas e outras incluidas na descricdo das
espécies, a descricdo de O. kitaharae so foi possivel com a realizacdo de ensaios de
HDD, efetuados conforme descrito por Ezaki e colaboradores (1989). Os valores de
hibridizacdo variaram de 25-30% entre os isolados de O. kitaharae e a linhagem tipo
de O. oeni, enquanto entre si, os valores de hibridizagcdo obtidos para os isolados
variaram de 90 a 100% (ENDO & OKADA, 2006).
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ETAPA 2: Estabelecimento de nova metodologia para i dentificacdo de
procariontes com base na determinacdo de  ATm usando rtPCR

Os trabalhos foram realizados segundo Gonzalez & Saint Jimenez (2005,
2002), com linhagens de vibrios patdogenos de corais e algumas linhagens de vibrios
patdbgenos humanos. Os resultados de ATm obtidos foram confrontados com dados
pretéritos obtidos para os pares de linhagens ensaiados, de acordo com a vasta
literatura disponivel sobre HDD com linhagens de vibrios. Durante a implementacao
da metodologia foi de vital importancia os valores prévios de HDD como referéncia,
na validacdo dos resultados obtidos (Figura 5.1). Conforme ficou evidente no
capitulo 2 (Fig. 2.3), existe uma expectativa de correlacdo entre valores de HDD (%)
e ATm (°C). Embora para esta correlagio (ROSELLO-MORA & AMANN, 2001; Fig.
2.3) tenham sido utilizados dados de ATm produzidos por método
espectrofotométrico, o método fluorimétrico estabelecido baseia-se nas mesmas
propriedades fisico-quimicas que permitem a desnaturagdo e renaturacao térmicas
do DNA. Foram realizados ensaios de ATm com 19 pares de vibrios, cujos valores
prévios de HDD variam de 22 a 99%. Em relacdo ao conteudo de GC, foram
utilizadas 9 linhagens com contetdo de GC variando de 41 a 50%. Para lactobacilos,
a literatura sobre o tema nao é tao rica, especialmente quanto aos valores de HDD.
Possivelmente, o principal apelo para os estudos era o fato de que V. cholerae é o
agente etiologico da doenca colera, responsavel por diversas pandemias
(FARUQUE & NAIR, 2006). Outras espécies sao patdégenos de peixes e
invertebrados marinhos como corais (Secdo 3.2) e vém sendo exaustivamente
estudadas com inUmeras descricdes de novas espécies recentemente, quase todas
incluindo valores de HDD. E possivel que a patogenicidade (para humanos e
animais) tenha atuado como fator determinante para esforgos sistematicos, desde os
primordios da abordagem polifasica (Fig.2.1), no sentido de discriminar espécies do
género, culminado com maior volume de dados especificos, os quesitos HDD e

conteudo de GC.



Capitulo 6: Resultados e Discussdo 60

6.2.1 ATm em plataforma de rt PCR

Os resultados de ATm obtidos encontram-se listados na Tabela 6.3. Estéo
apresentados de modo comparativo em relagdo aos resultados descritos pelos
autores da técnica (GONZALEZ & SAINT JIMENEZ,2005). Em ambos os casos os
valores pretéritos de HDD estdo apresentados. A esquerda estdo relacionados os
dados produzidos neste trabalho, divididos em 4 blocos, segundo o grupo de
espécies relacionadas a seguir (de cima para baixo): cholerae/mimicus,
coralliilyticus/neptunius, harveyi/campbellii, e demais pares que n&o se incluem nos
grupos anteriores. A direita estéo relacionados os dados produzidos por Gonzalez &
Saint Jimenez (2005) para 9 pares de hipertermofilicos pertencentes aos géneros
Thermococcus e Pyrococcus, e por Jurado e colaboradores (2008) para o par de
Nocardia (N. altamirensis e N. tenerifensis). Ndo foram incluidos na tabela resultados
obtidos para pares com valores de HDD inferiores a 20% e para DNAs homoélogos (e
gue constam do artigo original) (GONZALEZ & SAINT JIMENEZ,2005). Pares de
linhagens com valores de HDD inferiores a 20% nao apresentam elevada
similaridade de genoma completo e dificilmente seriam necessarios ensaios de HDD

para identificacdo/descricao.



Tabela 6.3: Comparacéo entre os valores de ATm (°C) obtidos para 19 pares de vibrios patégenos de corais com 0s respectivos
valores pretéritos de HDD (%); e valores de ATm (°C) de Gonzalez & Saint Jimenez (2005), e Jurado e colaboradores (2008),
também com os respectivos valores pretéritos de HDD (%):

DADOS OBTIDOS

DADOS DA LITERATURA

ATm? ATm®
Pares de Linhagens? (°C) HDD (%) (°C) Pares de Linhagens?
V.cholerae LMG 21698T - V.cholerae ElTor R-18308 3.47 99
V.cholerae LMG 21698T - V.cholerae Amazon R-18337 6.67 96
V.cholerae LMG 21698T - V.mimicus LMG 7896T 6.67 79
V. corallilyticus LMG 20984T - V. coralliilyticus LMG10953 2.76 98 90 2.1 | T. peptonophilus OG1-T. peptonophilus SM2
V. coralliilyticus LMG 21349 - V. coralliilyticus LMG10953 1.92 89| 86-89 3.4 | T. litoralis NS-C-T. litoralis A3
V. coralliilyticus LMG 20984T - V. coralliilyticus LMG 21349 3.78 87| 83-87 2.7 | P. furiosus subsp.woesei—P. furiosus
V. coralliilyticus LMG 20984T - V. neptunius RFT5 5.76 66
Il V. corallilyticus LMG 20984T - V. neptunius CAIM536T ~ 8.75| 64| 50-63 8.7 | P. furiosus — P. horikoshii
V. coralliilyticus LMG10953 - V. nereis LMG 3895T 5.5 30| 32-36 8.3 | P. horikoshii — P. abyssi
V. coralliilyticus LMG 20984T - V. nereis LMG 3895T  12.47| 29.5 29 7 | N. tenerifensis T- N.altamirensis T
V. coralliilyticus LMG 20984T - V. brasiliensis LMG20010  10.96 26
V. coralliilyticus LMG 20984T - V. xuii STD3-1204  11.96 24
V.harveyi LMG 4044T - V.harveyi LMG 20370 3.8 71
V.harveyi LMG 4044T - V. Campbellii LMG 11216T 5.2 69
1l V.harveyi LMG 4044T - V. campbellii R-14899  4,35| 59
V.harveyi LMG 4044T - V. alginolyticus LMG 4409T 7.15 46| 45-36 13.1 | P. furiosus — P. abyssi
V.harveyi LMG 4044T - V. natriegens LMG 10935T  10.17 35 36 10.5 | P. abyssi —T. celer
Vi V.splendidus LMG 19031T - V. chagasii R-3712T 3.35 54 50 6.3 | P. furiosus — T. celer
V. orientalis LMG 7897T - V. mytili LMG 19157T 10 22 25 10.2 | P. horikoshii — T. celer

'Presente estudo; > Gonzalez & Saint Jimenez (2005): pares de linhagens com valores de HDD > 20%; Jurado e colaboradores (2008): N. tenerifensis T-

N.altamirensis T. ® ATm (°C) deste trabalho; °
harveyi/campbellii; IV Pares de vibrios ndo relacionados aos grupos |, 1l e lll.

ATm (°C) da literatura. I:

Grupo cholerae/mimicus; 1l: Grupo coralliilyticus/neptunius, I1ll: Grupo

OBS: Os dois valores de HDD (%), para alguns pares de Iinhagensz, foram obtidos por diferentes autores
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Conforme se pode verificar, no trabalho de Gonzalez & Saint Jimenez (2005)
o intervalo compreendido entre 60 a 80% de reassociagdao de DNA por HDD,
denominado faixa cinza, praticamente n&o foi explorado. E este, justamente, o
intervalo critico para validar a aplicabilidade de uma nova metodologia em
taxonomia, pois pode facilmente resultar em identificacdo erronea. A alcunha faixa
cinza alude ao fato de que a discriminacdo de espécies tdo proximamente
relacionadas, em termos de similaridade de genoma completo, é “nebulosa”, e
frequentemente requer o emprego de outras abordagens para confirmar os
resultados de HDD. Gonzalez & Saint Jimenez (2005) incluiram apenas um par de
espécies nesse intervalo, cujo valor pretérito de HDD foi de 50 e 63, segundo
diferentes autores. No presente estudo foram incluidos 6 pares de espécies com
valores de HDD entre 59 e 80%. O par de espécies de Nocardia refere-se ao
trabalho publicado na IJSEM incluindo a descricdo da espécie N. altamirensis.
Apesar dos autores terem incluido o dado referente ao ATm (7 °C em relagdo a N.
tenerifensis) parece que nao foram eximidos da realizagdo da HDD segundo a
técnica padrdao (JURADO et al., 2009).

A correlacdo obtida entre os valores de ATm e HDD pretéritos encontra-se na
Figura 6.3 (ACIMA), a qual pode ser comparada a curva gerada por Gonzalez &
Saint Jimenez (2005) (ABAIXO). As curvas apresentadas nesta figura tambéem
devem ser comparadas a curva gerada com os dados referentes a 111 pares de
espécies compilados por Rosell6-Mora & Amann (2001) (Figura 2.3). As areas
hachureadas em cinza no grafico construido com os dados do presente estudo
(Figura 6.3, ACIMA) ou delimitadas por linhas tracejadas no grafico de Gonzalez &
Saint Jimenez (Figura 6.3, ABAIXO) correspondem aos intervalos de incerteza
observados por Rosell6-Mora & Amann (2001) para as duas técnicas [HDD e ATm
(método espectrofotmétrico)]. Na area hachureada foram incluidas 10 observacgfes
(presente estudo) e na area delimitada pelas linha tracejadas foi incluida apenas 1
observacdo. No grafico adaptado de Gonzalez & Saint Jimenez, abaixo da linha
cheia paralela a abscissa estdo 0s pontos referentes a pares de espécies com
valores de HDD < 20%, nao incluidas na Tabela 6.3. Destes 4 pontos, trés sao
referentes a DNAs hibridos provenientes de espécies de diferentes géneros. Nesse
mesmo grafico, a seta indica resultados obtidos para DNAs homdlogos e ndo para

pares de espécies relacionadas.
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Figura 6.3: ACIMA : Correlagdo entre os resultados de ATm obtidos e os valores pretéritos de HDD,
segundo a metodologia convencional, para 19 pares de vibrios . ABAIXO (adaptado de Gonzalez &
Saint Jimenez, 2005): Correlacao obtida por Gonzalez & Saint Jimenez (2005) entre os resultados de
ATm obtidos para hipertermofilicos e os valores pretéritos de HDD, segundo a metodologia
convencional. A seta indica pontos que nao séo referentes a pares de espécies, mas sim DNAs
homadlogos. Abaixo da linha cheia paralela a abscissa estéo os pontos referentes a pares com valores
de HDD < 20% (nao incluidos na Tabela 6.3).

E possivel observar que para os 19 pares de vibrios, foram obtidos 4
resultados outliers, todos dentro area hachureada no gréafico (Fig. 6.3, ACIMA),
correspondente a faixa de incerteza delimitada por Rosell6-Mora & Amann (2001)
(Fig. 2.3). Estes pontos sdo referentes aos seguintes pares de espécies e

respectivos valores de ATm e HDD:

1) V.cholerae LMG 21698 - V.cholerae Amazon R-18337: 6,67 °C — 96%
2) V.cholerae LMG 21698" - V.mimicus LMG 7896": 6,67 °C — 79%

3) V.harvey LMG 4044" - V.campbellii R-14899: 4,35 °C — 59%

4) V.splendidus LMG 19031" - V. chagasii R-3712": 3,35 °C — 54 %

Com relagdo ao par V.cholerae LMG 21698" - V.mimicus LMG 7896,

espécies diferentes, o valor inusitado € o de 79% para HDD (Thompson el al.,



Capitulo 6: Resultados e Discussio 64

2003c). Davis e colaboradores (1981) obtiveram valor de 67% para HDD entre essas
mesmas linhagens. Com relacdo aos pares V.cholerae LMG 21698 - V.cholerae
Amazon R-18337; V.harvey LMG 4044" - VV.campbellii R-14899, e V.splendidus LMG
190317 - V. chagasii R-3712", foi realizado apenas um ensaio (com triplicatas). Para
os demais pares, foram realizados de 2 a 5 experimentos (com triplicatas). E
possivel que com mais repeticbes os valores obtidos sofram pequena alteracao.
Além disso, Ben-Haim e colaboradores (2003), para estudos de HDD com espécies
isoladas de corais, relataram desvios padrdo da ordem de 10 a 20%, em alguns
casos. S&o exemplos as hibridizacées de V. coralliilyticus YB1" e V. coralliilyticus
LMG10953 (98 % +/- 13); V. coralliilyticus LMG 21349 e V. nereis LMG 3895" (30 %
+/- 6), V. corallilyticus LMG 21349 e V. tubiashii LMG 10936 (26 % +/- 5). No
trabalho de Goris e colaboradores (1998), bem como no de Willems e colaboradores
(2001), o erro médio das estimativas de HDD em microplacas (EZAKI el al., 1989) foi
de 7%. Portanto, o erro associado a metodologia classica também resulta em

alguma distorcao na avaliacdo da metodologia estabelecida.

A correlacédo entre ATm (°C) e HDD (%) observada (Figura 6.3, ACIMA) é

descrita pela equagao:

Y= -6,2188 + 100,95 (7)

Rosell6-Mora & Amann (2001) (Figura 2.3) encontraram a seguinte
correlacao:

Y= -5,0501 + 90,329 (8)

Os resultados reunidos por Rosello-Mora & Amann (2001) incluiram dados de
ATm obtidos pelo método espectrofotométrico para um total de 111 pares de
linhagens de diferentes grupos taxondmicos. Estes dados foram gerados por
diferentes grupos de pesquisa, tendo sido referentes a todas as publicacoes
envolvendo HDD e ATm no IJSEM durante um ano (Sec¢ao 2.3.2). Os dados aqui
apresentados, quando acrescidos de resultados a serem obtidos para bactérias
laticas, possivelmente serdo refinados. A tendéncia é que, com o0 acréscimo de

medidas, seja determinada uma correlacdo estavel entre ATm (°C) e HDD (%), para
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0 sistema estabelecido, e que pode se aproximar mais daquela encontrada por
Rosell6-Mora & Amann (2001). Também é provavel que com o acréscimo de

observacdes, seja verificado aumento do valor de R?.

Apesar dos 4 pontos outliers na curva ATm (°C) e HDD (%) gerada com todos
0s resultados, na faixa cinza, entre 60 e 80% de HDD, foram obtidos valores de
ATm discriminatérios para 4 pares de linhagens intimamente relacionadas. Os
valores de HDD determinados previamente para estes 4 pares de linhagens variam
de 64 a 71% (Figura 6.4).
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Figura 6.4: Valores de HDD (%) na ordenada a esquerda, e de ATm (°C) na ordenada a direita, para
4 pares de linhagens intimamente relacionadas.

Para as 2 linhagens de V. harveyi, o valor de 3,8 °C de ATm confirma que sédo
a mesma espécie (n= 12). Para os outros 3 pares de linhagens, os valores de ATm >
5,0 °C discriminam espécies irmas [V. harveyi LMG 4044" - V. campbellii R-14899 (n
= 15), V. corallilyticus LMG 20984 "V. neptunius RFT 5 (n = 3), e V. coralliilyticus
LMG 20984 — V. neptunius CAIM 5327 (n= 12)].

Os trés grupos distintos quanto a faixa de HDD, correspondem a trés grupos
distintos quanto a média dos valores de ATm, segundo o método fluorimétrico
estabelecido (Fig. 5.2.3). Para pares de linhagens com valores de HDD entre 20 e

59%, a média dos valores de ATm obtidos foi de 8,43. Para pares de linhagens com
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valores de HDD entre 60 e 80%, a média dos valores de ATm obtidos foi de 6,04.
Para pares de linhagens com valore de HDD entre 81 e 100%, a média dos valores
de ATm obtidos foi de 3,72. Portanto fica evidente que nos intervalos de HDD de 20-

59% e 81-100% a metodologia implementada funciona muito bem.
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llustracdo 6.5: Aos trés grupos distintos quanto a faixa de HDD, correspondem trés grupos distintos
quanto a média dos valores de ATm, determinada pelo método fluorimétrico estabelecido. Para o
grupo de linhagens com valores de HDD entre 20 e 59%, a média dos valores obtidos de ATm ¢é 8,43.
Para o grupo de linhagens com valores de HDD entre 60 e 80%, a média dos valores obtidos de ATm
€ 6,04. Para o grupo de linhagens com valores de HDD entre 81 e 100%, a média dos valores obtidos
de ATm é 3,72.

A limitacdo observada na faixa de 4 a 8 °C de ATm, conforme delimitado
pelas linhas tracejadas, (Fig. 6.3) ja havia sido observada anteriormente em estudo
envolvendo 111 pares de linhagens (ROSELLO-MORA & AMANN, 2001) (Figura 2.3,
area hachureada delimitada pelas linhas paralelas a ordenada). Para estudos
visando a identificacdo de espécies desconhecidas, nos casos de obtencdo de
valores de ATm entre 4 e 8 °C, deve ser empregada uma abordagem polifasica, com
0 sequenciamento do rRNA16S completo e/ou MLSA. Essa estratégia vai ao
encontro das diretrizes vigentes. O padrdo para delineacdo de espécies € a técnica
de hibridizacdo DNA-DNA, sendo recomendado que toda descricdo de nova espécie
inclua o sequenciamento de fragmento com mais de 1300 nts do rRNAL16S

(STACKEBRANDT et al., 2002).
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6.2.2 %GC em plataforma de rt PCR

Para os ensaios de ATm com os vibrios patdégenos de corais estudados, o
calculo da Tog para hibridizacdo dos DNAs, foi realizado com os valores de %GC da
literatura. Porém quando as linhagens forem desconhecidas, como é o caso dos
isolados M7.2.18 e JP7.3.6 (BL7) provenientes do processo bioetanol, é necessario

a determinacao da %GC para calculo da Tor.

A determinacdo da %GC pelo método fluorimétrico com o uso de plataforma
de rtPCR baseia-se na construcdo de curva padrdo correlacionando as Tms de
espécies cujo conteudo de GC é conhecido, com os respectivos valores de %GC.
Idealmente, essa curva padrao deve incluir espécies cujos conteudos de GC tenham
sido obtidos pelo sequenciamento do genoma completo. Dessa forma € possivel
evitar possiveis distor¢cdes decorrentes do erro associado aos métodos indiretos
utilizados para a determinacéo do teor de GC do genoma. Além disso, deve incluir a
mais ampla faixa de conteido de GC possivel (GONZALEZ & SAINT JIMENEZ,
2002).

Para estabelecimento da metodologia foram realizados ensaios com 9
espécies de vibrios, com conteudo de GC variando entre 41,5 e 50,4 %. No género
Vibrio, a amplitude do contetdo de GC se estende de 38 a 51,9 % (BAUMANN &
SCHUBERT, 1984).

Na figura 6.6 estdo ilustradas as curvas de desnaturacdo e suas derivadas
obtidas para os DNAs das linhagens V. hispanicus LMG 13240" (42,8 %GC), V.
kanaloae INCO 191" (44, 7 %GC) e V. furnissii LMG 7910" (50,4 %GC). As Tms
obtidas da derivacdo das curvas de desnaturacdo foram 77,44 °C para V. hispanicus
LMG 13240"; 78,96 °C para V. kanaloae INCO 1917, e 82,29 °C para V. furnissii
LMG 7910". Estes resultados sdo representativos do conjunto de resultados

realizados para obtencédo da correlacéo entre %GC e Tm para vibrios.
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Figura 6.6 ESQUERDA : curvas de desnaturacdo dos DNAs das linhagens V. hispanicus LMG
13240" (42,8 %GC), V. kanaloae INCO 191" (44, 7 %GC) e V. furnissii LMG 7910" (50,4 %GC).
DIREITA: 12 derivada negativa das curvas de desnaturac&o, cujo valor maximo corresponde as Tms
das linhagens, respectivamente, 77,44, 78,96 e 82,29 °C.

A figura 6.7 apresenta a correlacdo entre as Tms (°C) obtidas e a %GC,
segundo dados da literatura, para os 9 vibrios avaliados (a direita). Na mesma figura
foi incluida a correlacdo obtida pelos autores da metodologia para 6 espécies com
conteudo de GC nessa faixa estudada (a esquerda): Pyrococcus furiosus DSM
3638 (40,77 %GC) ; Pyrococcus horikoshii DSM 12428" (41,88 %GC) ; Bacillus
subtilis Strain 168 (43,52 %GC) ; Pyrococcus abyssi Strain GE5' (44,71 %GC) ;
Archaeoglobus fulgidus DSM 4304" (48,58 %GC) ; Escherichia coli K12 (50,79
%GC).
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Figura 6.7: Correlacdo entre Tm determinada fluorimetricamente com uso de plataforma de rtPCR e
%GC de acordo com dados da literatura. A direita curva gerada com os resultados obtidos e a
esquerda curva determinada pelos pontos experimentais obtidos pelos autores da metodologia
(GONZALEZ & SAINT JIMENEZ, 2002) para 6 espécies com %GC na mesma faixa dos vibrios
avaliados.

Os valores de contetudo de GC dos vibrios foram obtidos por HPLC, enquanto
para as linhagens incluidas por Gonzalez & Saint Jimenez (2002) esses valores
foram obtidos dos dados do sequenciamento do genoma completo. Essa diferenca
com relacdo ao método de obtencdo do conteudo de GC pode explicar a diferenca
entre as equagdes das duas curvas. Além disso, os equipamentos utilizados para 0s
experimentos foram diferentes nos dois casos. Os resultados para os vibrios foram
gerados em um modelo 7500 (Applied Biosystems) e o estudo com de Gonzalez &
Saint Jimenez (2002) foi realizado com um iCycler (Biorad). No artigo original
(GONZALEZ & SAINT JIMENEZ, 2002) a curva construida com todos as espécies

incluidas no estudo é descrita pela equacao:
%GC =1.98 Tm —106.91 (9)
Essa correlacéo foi determinada por um conjunto de 11 observagdes na faixa

de de 30 a 63% de GC. Portanto, a inclusdo de outras espécies, por exemplo de

bactérias laticas, ampliando a faixa de conteudo de GC, na curva padréo construida
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exclusivamente com vibrios, deve promover o ajuste da correlagdo Tm x %GC

observada.

6.2.3 Consideracoes gerais

O ambiente nos reatores onde é conduzida a fermentacdo alcodlica para
producdo de etanol apresenta uma diversidade pouco conhecida, incluindo outros
géneros BAL aléem daquele mais estudado, os lactobacilos. O gene pheS apresenta
poder discriminatdrio para identificar estas espécies BAL, porém o sequenciamento
do RNAr 16S também contribui para a identificacdo na medida em que os bancos de
dados sdo mais completos. Estudos fenotipicos complementam os dados dos
estudos moleculares na caracterizacdo das espécies identificadas e fornecem
informacg0des relevantes com respeito a diferencas entre linhagens. Ademais, nao se
pode prescindir desta abordagem para a descricio de novas espécies
(STACKEBRANDT et al., 2002).

O uso de rtPCR em substituicdo ao espectrofotbmetro térmico alia preciséao,
praticidade e rapidez aos estudos taxondmicos, especialmente para a descricao de
novas espécies. No Brasil, 0 ganho em rapidez é maior tendo em vista que dispensa

a remessa de material microbiolégico para a Europa.

O estabelecimento da nova metodologia tera um grande impacto sobre
aplicacoes tecnologicas envolvendo taxonomia. Um exemplo € a necessidade de
autenticacdo em colecdes de cultivo. No Brasil as colecdes oferecem basicamente
culturas puras, informagdes técnicas sobre as culturas e seu cultivo e eventualmente
servicos de liofilizacdo de culturas. S&o 60 as cole¢cdes nacionais registradas no
World Data Center for Microorganisms (WDCM), de um total de 568 cole¢bes de 68
paises (WDCM Statistics, 2009). Exemplos de cole¢des de bactérias nacionais sao a
Colecéo de Culturas Tropical (CCT), da Fundacdo André Tosello (FAT); a Colecdo
de Culturas de Bactérias Diazotroficas (CCBD), da EMBRAPA — Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria; e as colecbes de bactérias da FIOCRUZ - Fundacéo
Instituto Oswaldo Cruz. Outro exemplo € o estudo de misturas complexas de DNA

(ou metagenomas) (TORSVIK, 1998). A nova metodologia deve permitir a
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comparacao de metagenomas, como por ex. 0 metagenoma do processo produtivo

do bioetanol e o metagenoma da microbiota de corais.
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Capitulo 7

Conclusbes, sugestdes e perspectivas

7.1 Conclusbdes

Em relacdo aos estudos realizados na primeira etapa do trabalho com

linhagens BAL isoladas do processo bioetanol, concluiu-se que:

i) A técnica ARDRA reuniu grupos de isolados que de fato correspondem a
grupos taxonémicos distintos de BAL. Porém sua resolucéo taxondmica é limitada e

nao permite delimitar espécies novas;

i) O sequenciamento génico permitiu claramente a identificacdo dos 4 grupos
de isolados previamente reunidos (ARDRA), tendo discriminado outros géneros BAL
além de Lactobacillus. Permitiu ainda a identificacdo, em nivel de espécie, de

Weissella paramesentoides e indicou a presenca da nova espécie de Oenococcus.

Em relacdo a nova metodologia estabelecida para determinacdo da ATm
fluorimetricamente com uso de plataforma de rtPCR na segunda etapa do trabalho,

concluiu-se que:

iii) E possivel a economia de 7 dias em comparacdo com o método classico
de Ezaki e colaboradores (1989);
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iv) Para pares de linhagens com valores de ATm dentro do intervalo de 4 a 8
°C é recomendavel a aborfagem polifasica, com o sequenciamento do rRNA 16S

completo e de outras metodologias para a confirmacao da identificacao;

v) Ainda com relacdo ao parametro ATm, devem ser comparadas espécies
proximamente relacionadas. Espécies de géneros diferentes ou mesmo género,

porém muito distantes, podem fornecer resultados discrepantes.

7.2 Sugestdes

Com relagdo a nova metodologia implementada, as seguintes sugestdes sédo

essenciais para sua reprodutibilidade e eficacia:

i) A qualidade do DNA ¢ fator critico para a eficacia do método. Os DNAs a
serem comparados devem ser extraidos segundo a mesma metodologia e devem
apresentar as seguintes caracteristicas: Axgo:Azg0 €ntre 1,8 e 2,0; e Aggo: Azzo > 2,0.
O ajuste da concentracdo do DNA também é fator critico e deve ser usado 0 mesmo
meétodo e equipamento para todas as amostras.

ii) A calibracdo do equipamento de rtPCR também é importante para a
eficacia do método. O modelo 7500 (AB) requer calibracdo background, custom dye

e Otica, que devem ser feitas regularmente (de acordo com 0 uso).

7.3 Perspectivas

A metodologia de obtencdo de ATm e %GC fluorimetricamente com uso de
plataforma de rtPCR encontra-se implementada e os protocolos para realizagcado dos

ensaios estdo padronizados para o equipamento 7500 (AB).

A préxima etapa, de acordo com o planejamento idealizado (Fig. 4.1), é a

realizacdo dos ensaios de ATm com bactérias laticas isoladas do processo
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bioetanol. A necessidade imediata sdo os isolados BL7/Oenococcus que

representam uma nova espécie a ser descrita.

Pretende-se ainda ensaiar diversos pares de linhagens BAL de modo a
ajustar a correlacdo obtida para ATm x HDD. Espera-se que a correlacdo a ser
gerada apresente argumento suficiente para a descricdo de espécies novas, ou seja,
para dispensar a exigéncia da realizacdo de HDD pelo método classico. O impacto
desse avanco sera observado ndo apenas no ambito da identificacao de isolados do
bioetanol, uma vez que a técnica de identificacdo pode ser aplicada para todos 0s
procariontes. Poderd ser empregada para obtencdo de patentes, certificacao,

autenticacao e diagnostico além de outros.

Com relacdo a determinacdo da % GC serdo ensaiadas diversas linhagens
BAL, vibrios isolados de corais (40B e 1DA3; THOMPSON, VICENTE &
THOMPSON, 2009) e espécies tipo com genoma sequenciado. O uso de linhagens
com genoma completo sequenciado e uma maior amplitude de conteudo de GC
permitirdo ajuste da curva padrdo. A determinacdo da % GC é importante para a
descricdo e caracterizagcdo de espécies novas, para a realizacdo dos ensaios de
ATm com linhagens desconhecidas.

Em relacdo ao sistema estabelecido, algumas avaliagbes podem ser

efetuadas com vistas ao incremento da acuracia:

i) Ha fluoréforos que podem ser testados como Evagreen e Syto9;

i) O uso de DNA fragmentado nos estudos de ATm, conforme realizado na
metodologia espectrofotométrica, pode contribuir para agilizar a formacédo dos

hibridos; e

i) O acompanhamento da cinética de renaturacdo é outra estratégia a ser

ensaiada para reduzir o tempo de experimentacgao.

Com relacéo as aplicacbes da metodologia, ambos os estudos ATm e % GC

podem ser testados na avaliagdo comparativa de comunidades microbianas, com o
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uso de DNA metagendmico. Nesse caso sado requeridos maiores investimentos, em

termos de tempo e recursos, para avaliacdo da viabilidade e implementacéao.

Em relacdo aos trabalhos concluidos acredita-se que a contribuicdo foi
significativa tanto no ambito académico, quanto no ambito das aplicacdes da
taxonomia microbiana, especificamente no estudo da diversidade presente no

processo bioetanol e de bactérias marinhas.
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