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RESUMO

Marcadores moleculares sdo elementos de extrema sensibilidade e eficacia em uma
reacdo de PCR, de modo a economizar tempo, recursos, e obter através de sua
utilizacdo, precisdo e confiabilidade nas analises. O Bioma Cerrado é um imenso
refugio ecoldgico, onde sua microbiota nativa, ainda pouco explorada, pode oferecer
novas aplicacbes biotecnologicas. Nesse contexto, presente estudo objetivou
desenhar e testar quatro primers para auxiliar na identificacdo rapida de
microrganismos. Foram analisados DNAs de amostras bacterianas de quatro
parques de Cuiab4-MT, utilizadas para o0 sequenciamento e selecdo das espécies.
A partir das sequéncias obtidas e as disponiveis no GenBank, foram desenhados os
quatro primers para as espécies: Acinetobacter soli, Pseudomonas sp., Lysinibacillus
varians e Rhodanobacter thiooxydans. Os resultados demonstraram que a eficiéncia
desses biomarcadores moleculares foi expressiva com 91,66% para Acinetobacter
soli e Pseudomonas sp., enquanto os outros dois primers ndo anelaram conforme
esperado, apesar de sua capacidade testada nos programas de bioinformatica.
Diante do atual cenario de devastacdo em solos do bioma Cerrado, conhecer sua
microbiota nativa visando possiveis aplicacdes biotecnoldgicas € de suma
importancia.

Palavras- chave: Biotecnologia aplicada; Bactérias; Oligonucleotideos.



ABSTRACT

Molecular markers are elements of extreme sensitivity and efficiency in a reaction of
PCR, as a way of saving time, resources and to obtain, through its use, precision and
reliability in analysis. The Cerrado Biome is a huge ecological refugee, where its
native microbiota, still underexplored, can offer new biotechnological applications.
Therefore, this research has as aim to draw and to test primers to help in the fast
identification of microorganisms; DNAs of bacterial samples were analyzed of four
parks of Cuiaba-MT, used to the sequencing and to the selection of species. From
the obtained sequences and the available in the GenBank, four primers were drawn
to the species: Acinetobacter soli, Pseudomonas sp., Lysinibacillus varians e
Rhodanobacter thiooxydans. The results showed that the efficiency of these
molecular biomarkers was expressive with 91,66% to Acinetobacter soli and
Pseudomonas sp., while the other two primers did not yearn as expected, in spite of
its capacity been tested in programs of bioinformatics. Facing the current scenario of
devastation in soles of Cerrado Biome, to know its native microbiota aiming possible
biotechnological applications is of fundamental importance.

Keywords: Applied Biotechnology; Bacteria; oligonucleotide.
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1. INTRODUGAO

A vida do solo é substancialmente representada pelos micrébios existentes e
suas atividades desempenhadas. Preservar este recurso € essencial para qualidade
de vida humana, através dos servicos ecossistémicos que 0s solos desempenham,
para garantir vida presente e futura (WALL et al., 2019).

O desenvolvimento de abordagens independentes de cultivo de bactérias dos
solos, como as abordagens moleculares, traz uma nova perspectiva em prol de
explorar a vasta diversidade de comunidades microbianas, com rapidez e
confiabilidade (KOWALSKA; PNIEWSKI; LATAIA, 2019). O isolamento e
identificacdo de microrganismos em fragmentos de solos tem sido Gtil para obtencao
de estirpes geneticamente estaveis (ADNAN; TAN, 2007). Uma grande parcela dos
produtos naturais que possuem valor econbmico agregado € derivada de
microrganismos do solo, de extrema importadncia econ6mica, social e ambiental
(DANIEL, 2004); e estudos metagendmicos de microrganismos podem identificar
uma vasta diversidade, facilitando as comparacdes entre microbiomas e
proporcionando resultados cientificos expressivos (FIERER, 2017).

Uma pesquisa no Central Park (EUA) demonstrou que esse unico fragmento
urbano, possui uma biodiversidade microbiana, semelhante a juncdo de varios
fragmentos espalhados pelo mundo, isso ressalta a importancia de estudos
relacionados a saude e preservacdo dos solos de modo a manter em equilibrio as

comunidades microbianas existentes (RAMIREZ et al., 2014).



Estudos evidenciam a importancia se de manter a vegetacao nativa dos solos
do cerrado, pois a diversidade de microrganismos encontrados em solo de mata
nativa pode chegar a ser dez vezes superior a riqueza de espécies em relacdo a um
solo de pastagem (QUIRINO et al., 2009). As ac¢bes antropicas, causam
perturbacdes as comunidades bacterianas atuando como instrumentos de selecdo e
reducado da biodiversidade local (GAINSBURY; COLLI, 2019).

O estudo da diversidade de microrganismos do cerrado pode desvendar o
efeito da perturbacdo no ecossistema, e descobrir novos taxons com potencial para
aplicacbes biotecnologicas e principalmente, analisar a diversidade microbiana
nestes ecossistemas para compreender a distribuicdo das comunidades
(SCHENBERG, 2010). Mudancas nas caracteristicas de propriedades do solo,
geralmente sdo medidas através de andlises nos atributos fisicos, quimicos e
biolégicos; e, a abundancia microbiana é fator de extrema importancia para saude
de fragmentos urbanos, podendo relaciona-los diretamente com o grau de
perturbacéo ecossistémica (BAO et al., 2019).

Isoladamente, microrganismos decompositores de uma sé espécie nao sdo
bioguimicamente versateis, limitando-se a degradar alguns tipos de estruturas
bioldgicas, no entanto, € a diversidade de microrganismos envolvida no processo de
decomposicdo que permite que espécies diferentes consigam quebrar estruturas
bioguimicamente mais complexas (COLEMAN; CROSSLEY; HENDRIX, 2004).

O grande gargalo dos estudos em microbiologia do solo, foi entender que
havia discrepancia entre o niumero de bactérias cultivaveis e a existéncia daquelas
nao cultivaveis (FIERER, 2017); situacdo essa, esclarecida com os estudos
metagendmicos, conectando genética do solo com tudo aquilo que é expresso pelos
microrganismos em relacdo as suas fungdes desempenhadas (JANSSON;
HOFMOCKEL, 2018).

Os biomarcadores moleculares s&@o elementos essenciais e de alta
complexidade em uma reagéo de PCR (Polimerase Chain Reaction), devido a sua
especificidade e sensibilidade, séo eles que dao robustez para a reacao, fornecendo
resultados confiaveis (KOWALSKA; PNIEWSKI; LATAIA, 2019), desde que seu
designer contenha um minimo de dimeros de primers e sua temperatura de
anelamento seja a ideal para a sequéncia de oligonucleotideos desenvolvida
(BUSTIN; HUGGETT, 2017).



Com a utilizac&do de primers espécie-especificos as analises podem ser feitas de
forma a otimizar tempo, especialmente quando se trata de patdgenos, sendo
necessarios resultados imediatos (SILVEIRA NETO et al., 2012; PASTRO et al,
2018). Nesse aspecto, e ndo localizados primers espécie-especificos para bactérias
dos solos do Bioma Cerrado, esta pesquisa foi realizada a fim de desenhar e testar

quatro primers que podem auxiliar na identificacao rapida de microrganismos.
2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados nos parques: Tia Nair, Parque das Aguas, Mae
Bonifacia e Parque Massairo Okamura, (figura 1).
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Figura 1: Mapeamento dos pontos amostrados. Fonte: Resultados da
pesquisa.



Foram realizadas duas coletas de amostra de solos, sendo uma na estacéo
seca no inicio de setembro de 2017 e outra na estacdo chuvosa no final de outubro
de 2017. A extracdo de DNA total foi realizada com a associacdo de distintos
protocolos: Aljanabi & Martinez (1997), Junqueira e Silveira (2010) e Sambrook et
al., 1989). Para a amplificacao dos fragmentos dos genes 16S rDNA foram utilizados
os oligonucleotideos iniciadores 968 Forward AAC GCG AAG AAC CTT AC e 1401
Reverse CGG TGT GTA CAA GAC CC (Nubel et al., 1996). Para a PCR, o0 mix foi
composto por: 12,5ul One Taq hot start 2xMM w/std Buffer Biolabs, 10ul de Agua
Milig, 0,5ul de cada primer, 1l BSA (Albumina de soro bovino) e 1,5ul do DNA da
amostra para compor os 25ul do volume final em cada microtubo de PCR. Foram 33
passos de amplificacdo sob temperaturas 95°C 5’; 95°C 45”; 55°C 45”, 72°C 1’; 72°
7’; 4°C. Para a construcdo dos primers, (tabela 1) foram usadas sequéncias de

genes do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Apds o desenho dos

primers, a partir das sequencias disponiveis no GenBank e das sequéncias novas,
estas foram editadas e submetidas a uma analise estrutural através do software
OligoAnalyzer 3.1; no NCBI, atraves da ferramenta BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foram alinhados o0s primers com as

sequencias. Os biomarcadores foram testados e avaliados quanto sua
especificidade de amplificacdo através da PCR. As PCRs dos primers espécie
especificos seguiram os mesmos passos descritos para os primers de 16S rDNA.
Apés a amplificacdo, os produtos foram testados em gel de eletroforese a 1,5%,
corados com 1 ul de Blue Juice (10x) e 0,1 ul de GelRed® (Biotium), acompanhados
de 3 ul de DNA Ladder 100kb (Kasvi).

3. RESULTADOS

Um total de 24 amostras do gene 16S rDNA tiveram suas sequencias
satisfatorias para obtencdo das principais espécies de ocorréncia nos solos
analisados. Os géneros e espécies bacterianas com maior grau de identidade
genética encontrados foram: Acinetobacter soli (Aci); Pseudomonas sp. (Pseud);
Lysinibacillus varians (Lyva) e Rhodanobacter thiooxydans (Rhott). Os primers

criados a partir dessas sequencias estao descritos na tabela 1.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Tabela 1 Sequéncias dos primers géneros e espécie-especificos desenhados.

Nome do primer  Tipo Sequéncia (5" - 3')? Posicao Orientacao
de anelamento
Acinetobacter Aci GACGATCTGTAGCGGGTCTG 251-270 Forward
soli
Acinetobacter AAGAGCCTCCTCCTCGCTTA 367-386 Reverse
soli
Pseudomonas sp Pseud ATTAAGTTGACCGCCTGGGG 466-485 Forward
Pseudomonas sp ATCACACCGTGGTAACCGTC 1336-1355 Reverse
Lysinibacillus Lyva AGGCAACGATGCGTAACCC 106-124 Forward
varians
Lysinibacillus CTGGCAGGTAGTTAGCCGTG 334-353 Reverse
varians
Rhodanobacter Rhot ATCGAGACCGAAGACGATGC 812-822 Forward
thiooxydans
Rhodanobacter TCCAATCCGTCGTGTTCCAG 1276-1282 Reverse

thiooxydans

Fonte: Resultados da pesquisa.

O anelamento dos primers Pseudomonas sp. e Acinetobacter soli foi

satisfatorio em 91,66%

das amostras. Os primers Lysinibacillus varians e

Rhodanobacter thiooxydans, apesar de varios testes e alteracdes de protocolo néo

anelaram.

As espécies do género Pseudomonas foram testadas com PCR controle,

através da espécie P. aeruginosa, cepa pura (CBAM 0679). Apesar dos contatos e

esforgos, as instituicbes com bibliotecas de microrganismos ndo possuem estirpes

puras para a maioria das espécies que ocorrem naturalmente nos solos; e por isso,

nao foi possivel fazer PCRs com controle positivo, apenas com controles negativos.



4. DISCUSSAO

Segundo Kowalska e colaboradores (2019), com o advento da biologia
molecular foi possivel ter amplitude do qudo grande € o numero de bactérias que
podem ser identificadas mais rapidamente (FIERER, 2017), baseado nisso, foram
desenhados primers de quatro bactérias dos solos de parques urbanos, marcadores
moleculares que permitiram identificar rapidamente espécies bacterianas dos solos
do cerrado.

A partir dos resultados encontrados, os primers Aci GenBank:
BBNMO01000001.1 obteve alta amplificacdo das amostras, de um total de 24
possibilidades, 24 foram positivas; o biomarcador molecular para Aci foi o mais
eficiente entre todos desenvolvidos, com amplificacdo de 100% das amostras dos
quatro parques urbanos de Cuiaba-MT; a presenca dessa bactéria nesses solos &
um indicador de equilibrio ambiental, ja que esse género geralmente se desenvolve
em solos de florestas; possui importante aplicacdo biotecnoldgica, através de
potencial de degradacao de petrdleo e seus derivados (KIM et al., 2008).

Pseudomonas sp. GenBank: Y927414.1 sé&o utilizadas para bioxida¢do do géas
sulfeto, inclusive em altas concentracdes (XU et al., 2016); suas cepas sao capazes
de metabolizar via oxidagdo e via hidrolitica 0 composto endosulfan que € um
pesticida organoclorado altamente téxico e persistente no ambiente (ZAFFAR et al.,
2018), seu marcador molecular obteve efetividade de 83,33% de amplificacéo,
demonstrando a importancia de se identificar solos que possuam essas bactérias.

O primer Lyva GenBank: KX011876.1 ndo se demonstrou efetivo, ndo ocorreu
amplificacdo. Marcador este, que identifica bactérias biodegradadoras de
contaminantes ambientais persistentes como o Eter Difenilico Bromado-BDE (ZHU
C. et al., 2014), principalmente devido a sua baixa volatilidade e solubilidade em
meios aquosos. A toxicidade dessa classe de compostos tem sido relacionados com
alteracbes imunoldgicas, hepatotoéxicas e neurotoxica e até endocrinas
(ANNUNCIACAO et al., 2018).

O oligonucleotideos desenhado para Rhot GenBank: QBUW01000007.1 n&o
foram efetivos, mas vale ressaltar, que essas bactérias possuem importantes
aplicacbes biotecnoldgicas sendo capazes de metabolizar o composto quimico
Tiossulfato, que se encontra presente na industria de farmacos e utilizado também

para branqueamento de papel (BUI et al., 2010).



A auséncia de anelamento dessas sequencias genéticas, talvez possa ser
explicada, pelo fato das sequencias bases depositadas e retiradas do site do
GenBank para criacdo desses marcadores, terem sido das bactérias de outro
continente, na China, com regides de onde esses primers deveriam marcar, distintas
das que encontramos no Bioma Cerrado. Existem diversos motivos nao
compatibilidade nas bases complementares para ndo ocorrer a amplificacdo de um
iniciador: ndo compatibilidade nas bases complementares; efeito posicional do
emparelhamento das fitas, (LEDEKER; LONG, 2013).

5.CONSIDERAGOES FINAIS

Muitos dos microrganismos dos solos do Cerrado podem ter importantes
aplicacbes biotecnoldgicas na saude e meio ambiente. Detectar esses
microrganismos de forma répida e confidvel ainda € um desafio tendo em vista os
dados escassos sobre o genoma dos mesmos. Portanto, faz-se necessaria
ampliacdo de pesquisas do microbioma dos solos do Cerrado, especialmente diante

da grande perda de sua &rea nativa que este tem sofrido ultimamente.
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