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Resumo

A criacao de bibliotecas metagendmicas oferece

a oportunidade para a bioprospeccao de genes

de interesse biotecnolégico de microrganismos
nao-cultivaveis. O raimen de caprinos é um
ambiente anaerdébico ou microaeréfilo onde ocorre
a degradacao de material lignocelulésico pela

acao de microrganismos. Assim, a microbiota do
rimen de caprinos foi identificada como potencial
fonte de enzimas, genes e de novos produtos para
aplicacdes no desenvolvimento industrial do setor
sucroalcooleiro. Por meio da extracdo direta do DNA
total dos microrganismos do rimen de caprinos foi
possivel construir uma biblioteca metagen6mica
de expressdo de pequenos insertos, na faixa de

3 a 8 kb, com aproximadamente 50.000 clones.
Foi realizada a validacao da biblioteca por meio

de restricao enzimatica de clones aleatérios e da
clonagem e sequenciamento de clones do gene
16S rDNA para verificar a diversidade bacteriana
representada na biblioteca. Esta biblioteca sera
utilizada para triagem de clones com diversas
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Introducao

A industria de combustiveis hoje busca novas
alternativas para a producao de energia e em
especial para a producao do etanol. A base da
producao do chamado etanol de primeira geracao no
Brasil é a cana-de-acucar (NICHOLS et al., 2008).
Um salto tecnoldgico é necessario para viabilizar
economicamente o etanol de segunda geracao que
utiliza material lignocelulésico como matéria-prima.
Um dos gargalos identificados para producao de
etanol de segunda geracao é a producao de enzimas
degradadoras da parede celular que sejam eficientes
e de baixo custo.

Tradicionalmente, a microbiologia obtém
produtos de valor econémico como enzimas e
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compostos antimicrobianos a partir do cultivo de
microrganismos. Esta abordagem restritiva leva

ao subaproveitamento da diversidade metabdlica
existente que inclui organismos que nao se
adaptam bem as condicdes comumente utilizadas
para cultivo em laboratérios. Assim, técnicas
moleculares onde nao haja necessidade de cultivo
prévio dos microrganismos para seu aproveitamento
biotecnolégico sdo bastante promissoras. O termo
metagenoma foi cunhado para designar o DNA total
de uma comunidade microbiana e pode ser extraido
diretamente do ambiente, sem a necessidade de
cultivar os microrganismos (HANDELSMAN et

al., 1998). A criacao de bibliotecas de expressao

a partir de DNA metagendmico oferece a
oportunidade para a bioprospeccao de genes de
interesse biotecnolégico. O passo inicial neste
processo é a otimizacado do protocolo de extracao
de DNA adequado ao ambiente de interesse, para
obtencao de DNA em qualidade e quantidade
suficientes para clonagem molecular. O DNA
extraido é entao fragmentado por digestao
enzimatica ou fragmentacao mecanica e ligado ao
vetor apropriado (p. ex. plasmideos para fragmentos
menores que 15 kb, cosmideos ou fosmideos para
fragmentos de até 40 kb ou BAC, Bacterial Artificial
Chromosome, para fragmentos acima de 100 kb)
(WILD et al., 2002). A biblioteca obtida pode entéo
ser utilizada em varios bioensaios especificos para
a identificacdo de clones que expressem a atividade
enzimatica desejada (p.ex., celulases, xilanase,
amilase). Os genes responsaveis pela atividade
enzimatica sao entao sequenciados e ficam
disponiveis para caracterizacdo das propriedades
cinéticas das enzimas por eles codificadas e
expressao heterdloga.

O rimen é um ambiente microaeréfilo ou anaerdbico
onde ha degradacao dos componentes da parede
celular vegetal proveniente da dieta do animal
(WHITFORD et al., 1998). Sao os microrganismos
presentes no rimen que produzem enzimas
hidroliticas como celulases, hemicelulases,
xilanases, arabinofuranosidases, endoglucanases,
lacases e peroxidases capazes de decompor a
parede celular. Assim, a microbiota dos ruminantes
é uma fonte potencial de enzimas, genes e de
novos produtos para aplicacdes no desenvolvimento
industrial (SELINGER et al., 1996; SINGH et al.,
2001). Microrganismos microaeréfilos e anaerébicos
exigem técnicas microbiolégicas especiais para sua

manutencao e propagacao e por isto sao menos
estudados que os aerdbicos. Apesar do potencial da
microbiota dos ruminantes, até o presente momento
este ambiente tem sido pouco explorado para gerar
produtos biotecnoldgicos, particularmente aqueles
derivados de microrganismos nao cultivaveis, os
quais podem ser obtidos a partir da abordagem
metagendmica.

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi extrair DNA total
dos microrganismos presentes no rimen caprino
e construir uma biblioteca metagenémica de
expressao visando a obtencao de genes de
interesse biotecnolégico para producao de etanol
lignoceluldsico.

Material e Métodos

Animais e dieta

Para esse estudo foram escolhidas, aleatoriamente,
trés fémeas da raca Moxoté pertencentes ao Projeto
de Conservacao das racas de caprinos nativas do
Nordeste do Brasil, localizado na Embrapa- Caprinos
e Ovinos (Sobral, CE). A coleta foi realizada durante
a estacao chuvosa no més de Marco de 2008
devido a grande disponibilidade de material vegetal
e auséncia de suplementacao alimentar.

A porcao sélida do rimen foi coletada manualmente
no periodo vespertino pés-prandial. Foi considerado
material sélido o material resultante da filtracao

do material vegetal com gaze. As amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenadas em freezer -80°C até a sua utilizacéao.

Recuperacao das bactérias sélido-aderi-
das e extracao de DNA

A extracao do DNA da microbiota sélido-aderida foi
feita por modificacdes dos protocolos descritos por
Martin et al. (1994) e Handelsman et al. (1998). A
amostra contendo a parte sélida do rimen caprino
(em volume aproximado de 50 mL) foi inicialmente
diluida com igual volume de solucao de NaCl 0,9%
(p/v), pré-aquecida a 39°C e centrifugadas a 1.000
X g, por 10 minutos a 4°C. Apéds a centrifugacao,
o sobrenadante foi transferido para um novo

tubo e reservado no gelo. O pellet resultante foi
ressuspendido em 50 mL de solucao de NaCl 0,9%
gelada, colocado no liquidificador em velocidade
maxima por 1 minuto e centrifugadas a 1.000
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x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo reservado no gelo e
o pellet ressuspendido, liquidificado e centrifugado
conforme descrito anteriormente por mais duas
vezes. O conteldo dos 8 tubos reservados no gelo
foram centrifugados a 27.000 x g por 30 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet
foram adicionados 75 mL de Tampéao Z (100 mM
Tris-HCI pH 8,0; 100 mM fosfato de s6dio; 100
mM EDTA, pH 8.0; 1.5M NaCl; 1% (p/v) CTAB).
Os tubos foram colocados em banho de gelo seco
com isopropanol, por 1 h e logo apés transferidos
para banho a 65°C por mais 1 h. Este processo foi
repetido por mais uma vez. Em cada tubo foram
adicionados 9 mL de SDS 20% (p/v) e 4,5 mL

de GITC 5M e esses incubados a 65°C por 2 h,
sendo gentilmente agitados periodicamente. Os
tubos foram entdo centrifugados por 20 minutos

a 15.000 x g a 10°C e o sobrenadante transferido
para um novo tubo (utilizando gaze para filtrar).
Foram adicionados 25 mL de solucao cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) homogeneizando-se a
amostra gentilmente por 1 minuto. Os tubos foram
entao centrifugados a 15.000 x g por 2 minutos a
10°C e o sobrenadante transferido para um novo
tubo. Foi adicionado 70% do volume da amostra de
isopropanol e novamente foi feita homogeneizacao
por 5 minutos. Apds uma precipitacao inicial do
DNA por 20 minutos a temperatura ambiente, os
tubos foram colocados overnight a 4°C.

Depois da incubacao a 4°C, os tubos foram
centrifugados por 40 minutos a 15.000 x g a 10°C,
o sobrenadante descartado e o pellet de DNA seco
a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada
uma lavagem do DNA com etanol 70% e foi feita
uma nova centrifugacao por 40 minutos a 15.000 x
g a 10°C. O pellet de cada tubo foi ressuspendido
em 5 mL de TE (10 mM EDTA e 100 mM Tris-

Cl pH 8.0). Os carboidratos foram precipitados
adicionando acetato de potdssio em concentracao
final 0,5 M, incubando-se por 5 minutos no gelo

e centrifugando-se por 20 minutos a 13.400 x

g em microcentrifuga de bancada a temperatura
ambiente.

Os sobrenadantes foram transferidos para

tubos falcons de 15 mL e o DNA extraido com
um volume igual de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1) e centrifugado por 5 minutos
a 2.500 x rpm a temperatura ambiente, por duas

vezes. Apds a centrifugacdo, a camada aquosa
contendo o DNA foi extraida uma vez com um
volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)
seguida de centrifugacao por 5 minutos a 600

X g a temperatura ambiente. O sobrenadante

de DNA foi transferido para um novo tubo onde
ocorreu acréscimo de um volume de isopropanol

e incubacao por 1 hora a temperatura ambiente
seguida de centrifugacao por 20 minutos a 15.000x
g a 20°C.

O sobrenadante foi retirado e o pellet, apés secado
ao ar, foi lavado com etanol 70%, centrifugado
por 5 minutos a 13.400 x g e ressuspendido com
TE (10 mM EDTA e 100 mM Tris-Cl). Um gel
preparativo com agarose low melting 1% foi feito
para limpar o DNA que foi posteriormente eluido.

Construcdo da biblioteca metagenémica
de pequenos insertos

O DNA metagenémico total foi digerido com a
enzima de restricao Pst | (Promega, EUA) a 37°C
overnight. O sucesso da digestao foi verificado em
gel agarose 0,8% com brometo de etidio (2ug/mL).

Para clonagem, o DNA digerido foi submetido a uma
selecdo de tamanho em gel de agarose low melting
1% (TAE 1X), seguido da excisdo e purificacdo dos
fragmentos com tamanho entre 2 e 8 kb utilizando
o protocolo ULTRA CLEAN DNA purification Kit
(MoBio, EUA). O DNA metagendémico purificado foi
ligado ao plasmideo linearizado pCF430 (NEWMAN,
1999) usando a enzima T4 Ligase (Promega, EUA)
seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. A
transformacao dos plasmideos com inserto ocorreu
por eletroporacao utilizando células E. coli EPlI 300
(Epicentre, EUA) segundo instrucdes do fabricante
(Biorad). A selecao dos clones transformados

foi feita através do plagueamento em meio LB
contendo tetraciclina (20 pyg/mL), por um periodo

de incubacao de 16 horas a 37°C. A biblioteca
metagendmica foi conservada pela adicao de glicerol
a uma concentracao final 20% e armazenada em
placas em freezer -80°C.

Validacédo da biblioteca metagenémica
Para validacao da biblioteca metagendmica de
pequenos insertos, foi feita uma caracterizacao das
bactérias nela representadas através da amplificacao
e sequenciamento de 16S rDNA a partir de DNA
metagendmico da biblioteca. Primeiramente foi
inoculada uma amostra da biblioteca metagendmica
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(diretamente do estoque), em LB tetraciclina (20
pg/mL), por um periodo de incubacdo de 16 horas
a 37°C. Para extracao de DNA plasmidial da

biblioteca foi utilizado o kit QlAprep® (Qiagen, EUA).

Para construir uma “biblioteca” 16S rDNA a partir
da biblioteca metagenémica, o DNA cromossomal
da célula hospedeira foi eliminado com a enzima
Plasmid-SafeTM ATP-Dependent DNase (Epicentre),
conforme as instrucdes do fabricante.

A amplificacdo do 16S rDNA bacteriano foi
realizada através de PCR, utilizando os primers
universais 1492R 5" GGY* TAC CTT GTT ACG
ACT T 3" e o primer 27F 5" AGA GTT TGA TCM*
TGG CTC AG 3’, especificos para o dominio
Bacteria (REYSENBACH et al., 1992). A reacéao

foi montada com tampao da Tag 10x, 0.25umol
L-1 de cada primer, 250 ymol L-1 de dNTP, 2U de
enzima Tag DNA polimerase (Phoneutria, Brasil)

e aproximadamente 10 ng de DNA plasmidial,

em uma reacao com 20 ul de volume final.

Os parametros para execucao dos ciclos de
amplificacdo foram: 95°C por 3 minutos, seguidos
de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por
30 segundos, 72°C por 1 minuto e 40 segundos e
incubacao final a 72°C por 7 minutos. O protocolo
do ULTRA CLEAN DNA purification Kit (MoBio,
EUA) foi utilizado para purificacdo dos fragmentos
amplificados.

Os fragmentos amplificados foram clonados no
vetor pGEM-T easy (Promega, EUA), conforme

as instrucoes do fabricante. A transformacao foi
realizada por eletroporacao e a selecao dos clones
transformados foi feita através do plaqueamento
em meio LB Agar contendo IPTG e SgalTM (SIGMA)
e ampicilina (150 pyg/mL). Noventa e seis colOnias
brancas foram crescidas em 130 uyL de LB com
ampicilina 100ug/ml a 37°C por 17 horas. Clones
individuais foram guardados em glicerol em freezer
-80°C. Cada clone foi crescido em placa contendo
LB e ampicilina (100ug/ml), overnight. Uma
miniprep foi realizada para extracado plasmidial por
lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989)

O sequenciamento de 96 clones foi realizado na
plataforma automatica ABI PRISM 377 (Applied
Biosytems). As reacdes para sequenciamento
utilizaram o primer 27F, 100 ng de DNA plasmidial
e 2 ul de Sequencing reagent premix (GE
Healthcare, EUA) em 10 ul de volume final da

reacdo. Os parametros para execucao dos ciclos
foram: 95°C por 3 minutos, seguidos de 25 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos,
72°C por 1 minuto e 40 segundos e um ciclo final
a 72°C por 7 minutos. As sequéncias obtidas
foram analisadas para a determinacao de qualidade
de eletroferograma utilizando os programas Phred
(EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998) e
Lucy (CHOU; HOLMES, 2001) disponiveis pelo
Departamento de Bioinformatica da Universidade
Catolica de Brasilia no site http:// www.
bioinformatica.ucb.br/ eletro.html. As sequéncias
gue nao alcancaram qualidade foram descartas e
as sequéncias restantes classificadas em relacao a
hierarquia taxonémica com o programa Classifier do
banco Ribossomal Database Project (WANG et al.,
2007), disponivel no site: http://rdp.cme.msu.edu/.
O Confidence threshold utilizado foi de 90%.

Resultados e discussao

Neste trabalho foi possivel adaptar protocolos
disponiveis na literatura para realizar a extracao
direta do DNA total dos microrganismos do rimen
caprino associados a particulas sélidas. Esta
metodologia permitiu que a microbiota associada
ao material lignoceluldsico fosse separada do
mesmo e fosse entdo obtido seu DNA total,
havendo minimizacao da contaminacao de DNA
do material vegetal. Esta baixa contaminacao de
DNA de origem vegetal é altamente desejavel
para a construcao de biblioteca de expressao

em E. coli visando o descobrimento de enzimas
procaridticas. A partir deste DNA foi possivel
construir uma biblioteca metagenémica de pequenos
insertos com aproximadamente 50.000 clones.
Para comprovacao da insercao dos fragmentos no
plasmideo pCF430 foi realizada digestao de 10
clones aleatérios com a enzima Pst | (Figura 1).
Pela analise dos fragmentos liberados foi possivel
calcular o tamanho médio dos insertos como sendo
de 5 kb.

A diversidade bacteriana representada na biblioteca
foi amostrada através do sequenciamento de

16S rDNA amplificados utilizando DNA plasmidial
da biblioteca como molde na reacado de PCR.

As sequéncias obtidas para 88 clones foram
comparadas a outras sequéncias disponiveis no
banco de dados publico Ribossomal Database
Project para conhecimento da biodiversidade
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representada na biblioteca. Anélise destas
sequéncias demonstrou a presenca de trés grupos
filogenéticos, a saber, Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria, além da presenca de bactérias
nao classificadas (Figura 2). O filo predominante,
com 45 clones, foi Bacteroidetes, bactérias ja

12.000 pb

57000 pb [}
2.000 pb

1.000 pb

conhecidas por apresentar um papel importante
na degradacéao de fibras (EDWARDS et al., 2004).
Esta diversidade de filos bacterianos demonstra
gue os clones da biblioteca metagen6mica
apresentam diversidade, validando, portanto, a
biblioteca construida.

Plasmideo pCF430

Fig. 1. Padrao de digestdo do DNA plasmidial dos clones para confirmar a insercdo dos

fragmentos no plasmideo. 1 e 14 Marcador 1Kb; 2 e 13 DNA do plasmideo pCF430

vazio digerido com Pst |; 3 a 12 clones da biblioteca metagendmica de rimen de

caprinos escolhidos aleatoriamente digeridos com Pst |.

u Plasmideo pCF430
W Bacteroidetes
Proteobacteria

M Bactéria nédo classificada

Fig. 2. Grupos filogenéticos encontrados na biblioteca de pequenos insertos de rimen de

caprinos segundo anélise de 16S rDNA.
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Conclusao

Nesse trabalho foi descrita uma metodologia

para a extracdao de DNA da microbiota associada
ao material lignoceluldsico presente no rimen

de caprinos. Esta metodologia possibilitou a
extracao de DNA microbiano com minimizacao
da contaminacao de DNA proveniente do material
vegetal, apesar da proximidade fisica entre as
mesmas. Com o DNA extraido foi construida uma
biblioteca de expressao de DNA metagen6mico
de rimen de caprinos. Os clones da biblioteca
serao triados para diversas atividades enzimaticas
e caracterizadas. Espera-se que algumas destas
novas enzimas possuam propriedades cinéticas
interessantes e venham a gerar produtos
biotecnolégicos Uteis em rotas para producao de
etanol de segunda geracao.
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