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RESUMO

Regides semiaridas sdo conhecidas pelo clima seco, altas temperaturas, deficiéncia hidrica e
grandes imprevisibilidades diante de seus indices pluviométricos. A teoria de Gaia afirma que
o planeta Terra é visto como uma comunidade de organismos vivos capazes de autorregular os
sistemas existentes, inclusive os indices pluviométricos ideais para a sobrevivéncia de suas
populacbes. Com base nisso, a hipotese de CLAW propde que algas planctdnicas exercem
influéncia no clima global por um mecanismo de retroalimentacdo negativo no qual sintetizam
a exsudacdo de um composto de enxofre chamado DMSP (dimetilsulfonopropionato). Esse
mecanismo metabolico esta diretamente ligado com o gene dmdA e a familia de genes ddd. A
ideia de que o semiéarido ja foi banhado pelo oceano a milhares de anos reforca a hipotese de
que essas bactérias, originalmente encontradas em ambiente marinho, e responsaveis pela
metabolizacdo do DMSP, ainda estejam presentes no solo por meio de adaptacdo diante da
regressdo do mar. Diante disso, 0 DNA metagendmico do solo foi extraido e sequenciado pela
tecnologia de nova geracdo da Illumina utilizando como base para a identificacdo dos
organismos o gene rDNA 16S. Além disso, foram testados sete grupos de primers, desenhados
anteriormente, para selecionar o melhor mediante a amplificacdo do gene DmdA. As analises
do sequenciamento revelaram que no solo existem exemplares de microrganismos que estao de
acordo com a literatura das analises marinhas, afirmando a hipotese de adaptagdo dos mesmo
em solo. Além disso, foi possivel selecionar sequencias de primers capazes de amplificar o
DmdA e relaciona-los com grupos de microrganismos especificos.

Palavras-chaves: DmdA; Metagenoma; Nuvens
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1. INTRODUCAO

Ao se falar de dimensdes e diversidade, o Brasil é um pais que ganha destagque. Atualmente,
possui um territério de 8.516.000 kmz2 subdivido em cinco regides distintas, sendo elas o Norte,
0 Nordeste, 0 Centro-Oeste, 0 Sudeste e o Sul. Devido a estrutura continental do pais, cada
regido possui suas caracteristicas distintas, divergindo tanto na cultura quanto no clima, na
fauna e na flora (MARENGO, 2008).

Dentre essas localidades, o Nordeste abrange cerca de 1.600.000 km? do territorio nacional
e devido a sua localizacdo geografica é caracterizada por possuir regides semiaridas conhecidas
pelo clima seco, altas temperaturas, deficiéncia hidrica e grandes imprevisibilidades diante de
seus indices pluviométricos. O seu bioma € Unico e de grande biodiversidade, conhecido como
caatinga, possuindo vegetacdo extremamente adaptada as condi¢des climaticas da regido
(MARENGO, 2008).

A teoria de Gaia afirma que o planeta Terra € visto como uma comunidade de organismos
Vivos capazes de autorregular os sistemas existentes, inclusive os indices pluviométricos ideais
para a sobrevivéncia de suas populacdes (LEAO; MAIA, 2010). Com base nisso, a hipotese de
CLAW veio para complementar e propor que algas plancténicas exercem influéncia no clima
global por um mecanismo de retroalimentacdo negativo no qual sintetizam a exsudagao de um
composto de enxofre chamado DMSP (dimetilsulfonopropionato) (NUNES et. al, 2009). O
DMSP é metabolizado por bactérias marinhas por meio da via de desmetilacdo e da clivagem,
dando origem ao MeSH (metaniteol) e ao DMS (dimetilsulfito). O MeSH é um composto de
enxofre reduzido que retorna ao bacterioplancton, auxiliando no seu metabolismo. Ja 0 DMS
vem sendo considerado a maior fonte de enxofre da atmosfera. Esse mecanismo metabdlico
esta diretamente ligado com o gene dmdA e a familia de genes ddd (BULLOCK et al., 2017).

A ideia de que o semiarido ja foi banhado pelo oceano a milhares de anos reforca a hipotese
de que essas bactérias, originalmente encontradas em ambiente marinho, e responsaveis pela
metabolizacdo do DMSP ainda estejam presentes no solo por meio de adaptacdo diante da
regressao do mar (BICUDO, 2003).

O presente trabalho busca avancar em pesquisas e elucidar o mecanismo molecular do
processamento do DMSP, de forma a torna-lo disponivel como ferramenta em busca de
solucdes das grandes variacdes climaticas que aumentam o problema de escassez hidrica da

regido Nordeste.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 O Semiarido e as alteragdes climaticas

O Nordeste brasileiro compreende um territério com cerca de 1.600.000 km? do
territério nacional. Aproximadamente 62% de sua area € ocupada pelo poligono das secas, uma
regido semiarida que abrange 940.000 km?. Nessa regido estio presentes nove estados que ha
séculos enfrentam problemas crénicos de falta de agua e indices pluviométricos abaixo dos 800
mm por ano (MARENGO, 2008).

As regides semiaridas sdo conhecidas pela grande aridez do clima, a deficiéncia hidrica
e grandes imprevisibilidades diante de seus indices pluviométricos, o que acaba afetando a
riqueza dos solos e reduz a capacidade de a regido crescer na agricultura e pecuaria (SILVA,
2003). Em consequéncia do complicado comportamento das chuvas no Semiarido e da reduzida
capacidade de absorver &gua na maioria dos solos, grande parte da populacdo é altamente
dependente da agua de chuva, de sua captacdo e de seu armazenamento, uma vez gque 0S rios
apresentam regime temporario, com excec¢do do rio Sdo Francisco, que se destaca em meio a
grande area seca (MOURA et al, 2016).

A grande insuficiéncia e irregularidade das chuvas refletem claramente no modelo de
sua paisagem. A vegetagdo caracteristica € a caatinga, que na lingua indigena quer dizer “mata
branca”. Por sua vez, a caatinga ¢ um bioma de alta diversidade e complexidade, caracterizado
com plantas xero6filas de folhas pequenas, o que diminui o poder de transpiracdo. Além disso,
os caules e raizes também sdo extremamente adaptados para acumular agua depositada durante
a época de chuvas (SILVA, 2003).

Além das dificuldades ja normalmente existentes no semiarido, as mudancas climaticas
que vém ocorrendo no mundo e, consequentemente, no Brasil, prometem intensificar o
problema das secas que afetam a regido Nordeste. O combo de alteragdes no clima e falta de
chuva acompanhada das altas temperaturas e taxas de evaporacdo podem levar a uma crise
catastrofica, afetando principalmente a populacdo mais vulneravel, como os agricultores de
subsisténcia (MARENGO, 2008).

2.2 Microbioma do Solo

Devido a sua natureza heterogénea, complexa e dinamica, o solo contém a maior
diversidade dentre os habitats terrestres. (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006). Em relacdo a

diversidade genética, o solo € o local de inimeras populagbes microbioldgicas, sendo
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reservatorio final da maioria delas. Nesse contexto, o estudo dos organismos que vivem no solo
busca principalmente avaliar as atividades metabdlicas, o fluxo de energia e a ciclagem de
nutrientes que os microrganismos que ali habitam fornecem (MATTQOS, 2016).

Apesar de toda a biodiversidade que existe no solo, esse ambiente apresenta certas
limitacGes para sua avalicdo. O fato é que apds uma coleta de solo para o seu aprofundamento,
a maior parte dos microrganismos ndo é cultivavel pelos métodos tradicionais. Assim, 0 avango
da biologia molecular tenta alcancar técnicas que detectem a real diversidade do solo, levando
a descobertas de novas espécies e novos compostos que podem advir das mesmas (MOREIRA,
SIQUEIRA, 2006).

Em questdo de classificagéo, os grupos funcionais dos microrganismos que habitam
ambientes terrestres podem ser subdivididos de acordo com suas atuacOes Nnos Processos
bioldgicos, seja nos ciclos de carbono, nitrogénio ou enxofre, os degradadores de polimeros,
dentre outros (MESQUITA, 2011).

Vale salientar que a presenca de microrganismos no solo € diretamente relacionada a
alguns fatores ambientais e com os limites de suas condi¢cdes genéticas. A dominancia de um
organismo no ambiente depende da resposta de suas reacdes fisioldgicas e das condigcdes
ambientais que ali predominam (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006). Assim, em um ambiente t&o
complexo quanto o solo, a comunidade microbiana rege e é regida fortemente por fatores como
a umidade, temperatura, aeracdo e pH (CARDOSO et al., 1992). Desta forma, a umidade esta
relacionada com a capacidade de retencdo da &gua no solo, atuando profundamente no
equilibrio microbioldgico de bactérias aerdbias. Ja as faixas de temperatura determinam as taxas
de crescimento e as atividades bioquimicas dos microrganismos. Além disso, as variacfes de
pH também os afetam diretamente, pois valores extremos sdo considerados desfavoraveis para
o0 crescimento da maioria deles (CARDOSO et al., 1992).

2.3 Metagenoma

Diante de toda diversidade microbiana presente nos mais diversos habitats da Terra, 0s
microrganismos estdo diretamente envolvidos no clima, na geologia, na geoguimica e na
evolucdo biolégica (GOULART et. al, 2017). Nessa perspectiva, uma melhor compreensao
sobre os mesmos pode direcionar novas pesquisas e grandes descobertas. Buscando o mais
abrangente conhecimento sobre 0s microrganismos no meio ambiente surgiu a metagenémica,

que tem como objetivo investigar as moléculas de DNA de uma mistura de populacdes
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microbianas extraidas de uma amostra ambiental, elucidando novos aspectos do microboma
(FILHO, 2010).

Sabe-se que os numeros de células cultivaveis sdo inferiores ao nimero de células
vidveis e, nesse contexto, durante muito tempo, estudiosos ignoravam o desafio de identificar
0s organismos microbioldgicos ndo cultivaveis. Porém, em meados dos anos 70, alguns
pesquisadores persistiram em buscar essas informacgdes e atualmente, com os avancos da
microbiologia ambiental, utilizando métodos independentes de cultivo, a possibilidade de
conhecer microrganismos antes ditos como “ndo-cultivaveis” foi estabelecida. Dessa forma, a
metagendmica estuda a composicdo e a fisiologia das mais diversificadas comunidades
microbioldgicas. Em geral, o estudo dessas comunidades pode vir a oferecer a descoberta de
novos genes, de novas rotas metabolicas e de produtos de interesse biotecnoldgico (FILHO,
2010).

Abrangendo os diversos tipos de habitats, a metagendémica consegue elucidar o genoma
das micropopulagdes do solo e sedimentos de agua por meio da anélise de genes considerados
“relogios moleculares”, tais como os RNAs ribossomicos 16S rRNA e 18S rRNA, devido aos
mesmos apresentarem regides conservadas que podem ser utilizadas em estudos comparativos.
Ao conhecer 0 genoma de novos microrganismos, os estudos biotecnologicos estdo cada vez
mais avancados no alcance de enzimas e biomoléculas de interesse comercial. Essas
biomoléculas podem ser identificadas pela construcdo de bibliotecas oriundas de &cidos
nucleicos isolados. Para a construcdo das bibliotecas génicas, segue-se, muitas vezes, a
metodologia classica: isolamento de DNA da amostra ambiental; amplificacdo génica da regido
de interesse, ligacdo do inserto em vetor especifico; insercdo do vetor e clonagem do DNA em
célula hospedeira para construgdo da biblioteca metagendmica; e rastreamento dos clones na
biblioteca. Essa metodologia pode auxiliar na elucidacdo da analise molecular de enzimas
chaves nos mais diversos ciclos biogeoguimicos, principalmente, quando nao se tem certeza a
respeito da sequéncia dos insertos obtidos (GOULART, 2017).

2.4 Teoria de Gaia e Hipdtese de CLAW

A teoria de Gaia advem dos estudos de um grande médico e cientista chamado James
Lovelock (1965), onde o mesmo afirmou que o planeta é visto como uma comunidade de
organismos vivos capazes de autorregular os sistemas existentes. A teoria leva consigo a ideia
de que a quimica, a fisica e a biologia fazem do planeta Terra um organismo vivo que é capaz

de adaptar sua temperatura e elementos quimicos de forma que se tornem ideias para a presenca



17

das mais diversas formas de vida. Ja em 1970, Lynn Margulis destacou a grande importancia
dos microrganismos na propagacao das condicdes ideais da vida no planeta, baseando-se no
fato de que no inicio da existéncia da Terra, apenas microrganismos a habitavam. Essa
constatacdo reforca a ideia de que rochas e seres vivos buscaram promover o equilibrio préximo
ao ideal para o futuro crescimento vegetal (LEAO; MAIA, 2010).

Complementando a Teoria de Gaia, em 1987 chegou a comunidade cientifica a Hipotese
de CLAW. De acordo com NUNES et. al (2009), essa hipotese, como ficou conhecida pela
jungdo das iniciais dos nomes de seus criadores, propde um “mecanismo de retroalimentacéo
(feedback) negativo no qual algas planctonicas exercem influéncia no clima global pela sintese
e exsudacdo de um composto de enxofre.” Ao chegar na atmosfera, o enxofre sofre oxidacao e
origina particulas que sdo favoraveis a condensacdo de dgua e formacdo de nuvens, como é o
caso do DMSP (dimetilsulfonopropionato) do MesH (metaniteol). Tais nuvens formadas ainda
refletem uma fracdo da radiagéo solar incidente, em um mecanismo completo e complexo de

retroalimentagéo entre o fitoplancton marinho e a busca pelo clima ideal da Terra.

2.5 DMSP e DMS

Identificado pela primeira vez em 1948, o dimetilsulfonopropionato (DMSP) é um
composto considerado como recurso valioso para 0s organismos marinhos e parte fundamental
do ciclo global do enxofre (CHALLENGER; SIMPSON, 1948; VAN DUYL et al., 1998;
STEFELS et al., 2007). Essa molécula é produzida pelo fitoplancton, especialmente
dinoflagelados e cocolitéforos (KELLER, 1989). Nesses organismos o DMSP atua como um
composto anti-estresse, sendo osmoprotetor, antioxidante e controlador do excesso de energia
celular (KARSTEN et al., 1996). Stefels et al. (2007) levantaram a hipétese de que o DMSP
pode mostrar-se como um mecanismo para a eliminacéo do excesso de enxofre reduzido quando

o0 carbono e o nitrogénio aparecem de forma limitada.

Além de suas caracteristicas fundamentais para a vida marinha, o0 DMSP também ¢é
considerado peca fundamental para a regulagdo climéatica do planeta por meio da sua
transformacdo em outra molécula, o sulfato de dimetilo (DMS), que consiste em um composto
altamente volétil e parte dos oceanos para a atmosfera, atuando como nucleo de condensacéo
de nuvens e influenciando na regulacédo do clima (PAIVA et. al, 2013). Por sua vez, os nucleos
de condensacéo de nuvens (NCN) consistem em pequenas particulas que fornecem superficies
ideais para a condensacdo da agua. A presenca desses nucleos é considerada de extrema

importancia, pois sem eles o desenvolvimento de nuvens necessita de uma umidade relativa a
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mais de 100%. Alguns exemplos mais comuns incluem pequenos cristais de compostos de
sulfato e nitrato (TIEDT, 2015).

Dessa forma, apés ser liberado na agua do mar, o DMSP pode ser metabolizado por
duas vias enzimaticas distintas: a da desmetilacéo e a da clivagem. Na via da desmetilacao, essa
molécula é metabolizada e transformada em MeSH, um composto de enxofre reduzido que
retorna ao fitoplancton, auxiliando no metabolismo do mesmo e, de certa forma, auxiliando na
formacdo do DMS. Ja a via da clivagem da origem diretaao DMS (BULLOCK et al., 2017). A
producdo de DMS ocorre principalmente através da atividade de uma enzima conhecida como
DMSP-liase (Thierstein e Young, 2004). A agédo dessa enzima foi primeiramente relatada em
coccolitéforos e dinoflagelados. Entretanto, a sua elucidacdo molecular ainda ndo € muito téo
compreendida (Curson et al., 2011; Franklin et al., 2010). Esses mecanismos sdo controlados

molecularmente e, respectivamente, pelo gene DmdA e a familia de genes ddd.

2.6 DmdA e familia ddd

O mecanismo molecular de metabolizagdo (Figura 1) do DMSP recentemente vem
sendo foco de pesquisas, buscando ser melhor elucidado.

Atualmente, sabe-se que a clivagem enziméatica do DMSP para a formacdo do DMS por
bactérias é realizada por meio das DMSP liases. Essas enzimas sdo codificadas por meio da
familia de genes ddd. Até o momento, sdo conhecidos 7 genes distintos, sendo eles dddD, dddK,
dddL, dddP, dddQ, dddY e dddW (CURSON et al., 2011).

Jé& na via da desmetilagcdo encontra-se presente o dmdA, um gene altamente abundante
que codifica 0 DMSP e medeia o primeiro passo da mesma (VARALJAV et. al, 2009). Dessa
forma, afirma-se que o gene dmdA possui um papel ecologico importante nas comunidades de
bacterioplanctons, fornecendo a ferramenta genética para a decifracdo do destino da DMSP e
de toda a via de desmetilacdo a qual esta inserida (VARALJAYV et. al, 2009).
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Figura 1: Rota bioquimica de degradagdo de DMSP com énfase aos trés grupos de enzimas DMSP liases
de acordo com a rota metabdlica adotada pelo microrganismo. Grupo 1: DddL, DddP, DddQ, DddW e
DddY. Grupo 2: DddD. Grupo 3: DmdA
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Fonte: (CURSON et al., 2011).

2.7 A Biogeografia do semiarido

Atualmente, a rea que abrange a regido Nordeste do Brasil € composta por um ambiente
de secas frequentes, calor intenso e plantacdo caracteristica marcada por plantas adaptadas a
baixa concentracdo de agua, entretanto, nem sempre foi assim. Hip6teses afirmavam que ha
cerca de 300 milhdes de anos, essa regido era recoberta por geleiras e a cerca de 120 milhdes
de anos pelo mar. Isso é decorrente do periodo em que a América do Sul, Africa, sudoeste da
Asia, Australia e Antartica formavam um Gnico supercontinente situado préximo ao Polo Sul,
conhecido como Gowdwana (BICUDO, 2003).

Geograficamente, a possivel submersao do Nordeste, inclusive da regido que abrange a
cidade de Mossord e adjacéncias, pode ser explicada por meio da evolugéo tectono-sedimentar.
Essa evolucdo esta relacionada com movimentos tectonicos que culminaram na separacdo do
continente Gowdwana, separando as placas Sul-Americanas e Africanas. Durante as fases desse
periodo, houve transgressdes e regressdes do oceano no continente (SOARES, 2000).

Ha cerca de pouco mais de 40 anos, uma equipe do Instituto de Geociéncias da

Universidade de Sdo Paulo estudava os indicios dessa possibilidade. Esses pesquisadores
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conseguiram reconstituir e provar, com base na analise de rochas em que as geleiras deixaram
marcas ou estrias ao deslizarem para 0 mar, que a hipdtese antes elaborada é realmente
auténtica, tornando-se um fato. Essas marcas eram o que faltava para elucidar de vez a hipétese,
e sdo semelhantes aos sulcos que hoje se veem na plataforma continental da regido artica da
América do Norte (BICUDO, 2003).

Outro projeto, realizado pela Universidade Regional do Cariri (URCA), buscou
confirmar que o sertdo ja foi oceano pela analise de fosseis. Nessa, foram encontrados fosseis
de ouri¢os marinhos, mais de cinco tipos de gastropodes (blzios) e mais de 10 bivalves (UFCG,
2007).
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3. OBJETIVOS DA PESQUISA
3.1 Objetivos Gerais

e Auvaliar a presenga do gene dmdA, codificante da DMSP desmetilase na

microbiota do ambiente Semiéarido a partir de analises metagenémicas do solo.

3.2 Objetivos Especificos

e Extrair DNA metagenémico do solo de diferentes regides de Mossord e suas
adjacéncias.

e Avaliar os grupos de primers mais competentes para a amplificacdo do gene
dmdA.

e Amplificar o gene dmdA.

e Verificar a diferenca quantitativa da presenca de microrganismos com 0 gene

dmdA em diferentes regides e épocas do ano.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das amostras

Foram realizadas quatro coletas a cada trimestre do ano de 2017, em trés locais da cidade
de Mossor6/RN e suas adjacéncias. As amostras de solo foram coletadas em triplicata no leito
do Rio Mossoro, onde contém um maior indice de vegetacdo e solo mais umido; no bairro
Aeroporto, por possuir menor vegetacdo e solo mais seco, aspectos tipicos do semiarido; e na
Salina Augusto Severo em Areia Branca, por ser uma regido de maior estresse pela presenca de

um solo hipersalino.

As coletadas foram realizadas a uma pequena profundidade, acondicionadas em tubos de
microcentrifuga estéreis e, posteriormente, reservados em isopor com gelo reciclavel durante o
transporte até o Laboratério de Nanobiotecnologia, Inovacdo e Biorreatores (LABIN),
localizado no prédio de biotecnologia da Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA),

onde imediatamente passaram para 0 processo de extracdo de DNA metagenomico.

4.2 Extracdo do DNA metagendmico

A extracdo do DNA metagendmico foi realizada de acordo com as recomendacdes do Kit
de Isolamento de PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, California,
USA), com auxilio de equipamentos como agitador vortex (ARSEC ts200) e centrifuga
(Eppendorf™ centrifuge 5810 R). Segundo o fabricante, o kit é capaz de isolar DNA dos solos

mais simples aos mais complexos.

4.3 Avaliacéo da extracdo do DNA metagendmico

Para a avaliacdo da integridade do DNA, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
1% (p/v) diluido em tampédo TAE 1X (tabela 1), o qual também foi utilizado como tampéo de
corrida. As amostras foram adicionadas ao gel com 1/9 do volume corante de corrida Blue Gree
(LGC Biotecnologia) e tendo como padrdo de peso molecular DNA Ladder 100pb (Green Bio
Resource). Foram utilizados os seguintes parametros no gel de corrida: 100 V, 80 mA e 20 min.

Apos a eletroforese o gel foi visualizado num transiluminador com luz ultravioleta.
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Tabela 1: Tampéo de Gel de Agarose e de Corrida
TAMPAO TAE (10X) pH 8.0

Tris Base 108 g
Acido Bérico 55 g
EDTA 0,5M 40 mL
Agua Destilada q.s.p. 1000 mL

4.4 Sequenciamento do DNA

Para a realizacdo do sequenciamento as amostras foram enviadas para a empresa GenOne
Solugdes em Biotecnologia (Rio de Janeiro), onde foram realizadas as etapas seguintes:

4.4.1 Producédo dos Amplicons

As regides V3-V4 do gene 16S foram amplificadas utilizando os seguintes primers:
341F - CCTAYGGGRBGCASCAG (HERLEMANN, et al, 2011) e 806R -
GGACTACNNGGGTATCTAAT (APPRILL, et al., 2015). Todas as reagdes de PCR foram
realizadas com Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs).

4.4.2 Analise de Qualidade e Quantificacdo dos Produtos da PCR

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 2% em tampdo de corrida
1X contendo SYBR Green. As amostras com a marca principal entre 400 e 450pb foram

selecionadas para 0s passos seguintes.

4.4.3 Mistura e Purificacdo dos Produtos da PCR

Os produtos da PCR foram misturados em taxas de equidensidade. As misturas foram

purificadas com Qiagen Gel Extration Kit (Qiagen, Germany).
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4.4.4 Preparacao das Bibliotecas e Sequenciamento

As bibliotecas foram geradas usando TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation Kit
(Mumina, USA). A qualidade da biblioteca foi avaliada por Qubit@ 2.0 Fluorometer (Thermo
Scientific) e pelo sistema Agilent Bioanalyzer 2100. A biblioteca foi sequenciada pela

plataforma Illumina HiSeq2500 e geradas sequencias com 250pb.

4.5 Analise dos Dados
4.5.1 Montagem das Sequéncias e Controle de Qualidade

As leituras de extremidade emparelhadas foram atribuidas as amostras com base em seu

cddigo de barras exclusivo e quebradas por corte do cddigo de barras e do primer.

As leituras de extremidade emparelhadas foram unidas usando o programa

FLASHI1.2.7, produzindo sequencias chamadas de ‘raw reads’.

A filtragem para qualificacdo dos ‘raw reads’ foram realizadas sob condi¢cdes que

permitissem a alta qualidade dos ‘clean reads’ de acordo com QIIME1.7.0

Os ‘reads’ foram comparados usando referencias do banco de dados (Gold) usado pelo

UCHIME4.2.40 para detectar sequéncias quiméricas e entao essas foram removidas.
4.5.2 Grupamentos OTU e Anotacdo das Espécies
As analises das sequéncias foram feitas pelo programa Uparse7.0.1001.

Para cada sequéncia representativa o banco de dados GreenGene foi usado baseado no
classificador RDP2.2 para a anotagéo da informagéo taxonomica.

A fim de estudar as relacdes filogenéticas das diferentes OTUs e as diferentes espécies
dominantes em cada grupo, o alinhamento de maltiplas sequéncias foram conduzidas usando o

programa PyNAST1.2 (para avaliacdo do gene rRNA 16S).

A abundéncia de OTUs foi normalizada utilizando como padrdo para ndmero de
sequéncias aamostra com as menores sequéncias. As analises de alpha e beta diversidade foram

baseadas nesse padrdo de normalizacéo.
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4.6 Amplificacao dos genes codificantes de DMSP liases

As amplificacdes dos genes foram realizadas com kit comercial 2X PCR Master Mix
(LCG), iniciadores F e R especificos, 0,50 ul de DNA e 1% de DMSO em aparelho
termociclador (Amplitherm Thermal Cyclers TX96Plus). Os iniciadores utilizados serdo
provenientes do trabalho SENA (2013) (Tabela 2), consistindo em 7 grupos de primers a serem

testados (Tabela 3), buscando selecionar o de maior eficiéncia.

Tabela 2 — Primers F e R para DmdA
PRIMERS SEQUENCIA

DmdA 1AF 5’ - GCT GGG CAT ACACCG TGT
AYAAYMRIAT -3’

DmdA 2AF 5’ - GCT GGG CAT ACA CCG
TGT AYAAYMRIAT -3’

DmdA 1BF 5’ CCT GAA GCA CGT GCAGIT
ITGGRAYGT -3

DmdA 1CF 5’ -CA GAA CGG CGG CAT GIT
IAAYGAYCC-3

DmdA 2ER 5°—GTC CCG AGT CGT GCA CGT
AIAYYT CRWA-3’

DmdA 1FR 5’ - GGC CCA GGC CGC AYT
SRWRIGG-3%

Fonte: Sena, 2013
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Tabela 3 — Par de Primers a serem testados

PAR DE PRIMERS TAMANHO ESPERADO

1AF + 1FR 467 — 689 pb
1AF + 2ER 530 — 533 pb
1BF + 1FR 80 — 587 pb
1BF + 2ER 19 — 489 pb
1CF + 1FR 245 — 467 pb
2AF + 2ER 529 — 532 pb
1CF + 2ER 307 — 310 pb

Fonte: Sena, 2013

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta das amostras

As coletas seguiram como especificado na metodologia, buscando realiza-las em datas
iguais ou préoximas, bem como os horéarios. Os dados de temperatura e umidade foram coletados
do banco de dados do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia). Os parametros de cada

coleta estdo expostos na tabela 4:



Tabela 4: Dados das Coletas

Primeira Coleta

LOCAL DATA HORA TEMPERATURA UMIDADE
Aeroporto 16/02/2017 11 horas 28.9°C 60%
Areia Branca 17/02/2017 11 horas 29.8°C 50%
Rio Mossoro 16/02/2017 11:15 horas 28.9°C 60%
Segunda Coleta
LOCAL DATA HORA TEMPERATURA UMIDADE
Aeroporto 17/05/2017 7 horas 28.9°C 86%
Areia Branca 19/05/2017 11 horas 29.8°C 69%
Rio Mossoro 20/05/2017 8 horas 25.4°C 87%
Terceira Coleta
LOCAL DATA HORA TEMPERATURA UMIDADE
Aeroporto 12/09/2017 11 horas 28.9°C 54%
Areia Branca 20/10/2017 11 horas 29.2°C 57%
Rio Mossoro 12/09/2017 11:15 horas 28.2°C 54%
Quarta Coleta
LOCAL DATA HORA TEMPERATURA UMIDADE
Aeroporto 12/12/2017 11 horas 29.2°C 66%
Areia Branca 12/12/2017 10 horas 27.1°C 76%
Rio Mossoro 12/12/2017 11:15 horas 29.2°C 66%

Fonte: INMET

27
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5.2 Extracdo de DNA Metagenémico do Solo

Seguindo a metodologia exposta pelos fornecedores do KIT de Isolamento de
DNA PowerSoile da MoBio, as extracfes foram realizadas imediatamente apés as coletas. A
extracdo de material metagendmico ocorreu com eficiéncia, apresentando DNA em quantidade
satisfatdria e estavel, sendo imediatamente preservada para ser utilizada na amplificacdo dos
genes 16S rDNA e dmdA.

5.3 Amplificagdo do dmdA

Para realizar a amplificacdo do gene dmdA, foram testados sete grupos de primers
anteriormente expostos na tabela 2. Todas as amplificacdes realizadas nesse trabalho estdo de
acordo com as figuras 2,3,4,5.

Inicialmente, é possivel verificar que em todas as coletas houve a presenca do gene
estudado. Entretanto, foi possivel verificar que 0 DmdA esta mais constantemente presente na
regido da salina de Areia Branca. Isso pode ser explicado pelo fato de que o DMSP é produzido
para atuar como um composto anti-estresse, sendo osmoprotetor, antioxidante e controlador do
excesso de energia celular (KARSTEN et al., 1996).

Figura 2: Amplificacdo do gene dmdA provenientes da coleta 1. A primeira amostra indica o marcador molecular
e as amostras seguintes pertencem ao bairro Aeroporto (A); Areia Branca (AB); e do Leito do Rio Mossoré (LR).

Os numeros apds as siglas definem quais pares de primers foram utilizados.

Mm A-1 AB-1 LR-1 Al-2 AB-2 AB-2 LR-2 Mm AB-5 LR5 A6 AB-6 LR-6 A-7 AB-7

Mm A-3 AB-3 LR-3 A4 AB4 LR4 A5

Fonte: Autoria Propria
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Figura 3: Amplificacdo do gene dmdA provenientes da coleta 2. A primeira amostra indica o marcador molecular
e as amostras seguintes pertencem ao bairro Aeroporto (A); Areia Branca (AB); e do Leito do Rio Mossoré (LR).

Os nimeros ap0s as siglas definem quais pares de primers foram utilizados.

AB-1 LR-1 Al-2 AB-2 LR-2 A3 Mm LR5 A6 AB-6 LR-6 A7 AB-7 LR-7

Mm AB-3 LR-3 A4 AB-4 LR-44 A5 AB-5

Fonte: Autoria Prépria

Figura 4: Amplificacdo do gene dmdA provenientes da coleta 3. A primeira amostra indica o marcador molecular
e as amostras seguintes pertencem ao bairro Aeroporto (A); Areia Branca (AB); e do Leito do Rio Mossoré (LR).

Os nimeros ap0s as siglas definem quais pares de primers foram utilizados.

Mm A1 AB-1 LR-1 Al-2 AB-2 LR-2 A3 Mm LR5 A6 AB6 LR6 A7 AB7 LR-7

Mm AB-3 LR-3 A4 AB4 LR4 A5 AB-5

Fonte: Autoria Propria
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Figura 5: Amplificacdo do gene dmdA provenientes da coleta 4. A primeira amostra indica o marcador molecular
e as amostras seguintes pertencem ao bairro Aeroporto (A); Areia Branca (AB); e do Leito do Rio Mossoré (LR).

Os nimeros ap0s as siglas definem quais pares de primers foram utilizados.

Mm A1 AB-1 LR-1 Al2 AB-2 LR-2 A3 Mm LR5 A6 AB6 LR-6 A7 AB-7 LR-7

- - R —

Mm AB-3 LR-3 A4 AB-4 LR4 A5 AB-5

Fonte: Autoria Propria

5.4 Bioinforméatica

Durante o procedimento de envio das amostras para a empresa responsavel pelo
sequenciamento, houveram imprevistos técnicos que impediram a realizacdo da analise da 32 e
42 coleta. Dessa forma, os resultados do sequenciamento apresentados no presente trabalho
estdo relacionados com a 12 e a 22 coleta.

De acordo com a analise de sequenciamento (Figura 6), a maior parte dos
microrganismos encontrados durante a 12 coleta na regido da Salina foram Cianobactérias,
Actinomicetos e Verrucomicrobia, o que estd em concordancia com o periodo chuvoso e
corresponde aos dados da literatura, onde o DMSP é um composto considerado como recurso
valioso para os organismos marinhos (CHALLENGER; SIMPSON, 1948; VAN DUYL et al.,
1998; STEFELS et al., 2007).

Ainda em relagéo aos primeiros meses do ano, os pares de primers 1, 2, 3 e 4 mostraram-

se eficientes para a amplificagdo do DmdA.
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O primer 3 demonstrou uma possivel especificidade para o grupo de cianobactérias, pois
também aparece com resultados positivos na coleta do Leito do Rio Mossord, onde o

sequenciamento apresentou grande quantidade desses organismos.

Ja para os dados da 22 coleta, periodo onde os indices pluviométricos reduzem em
comparacao a primeira, o sequenciamento demonstrou reducdo do nimero de actinobactérias e
aumento de outros filos ndo especificados. Nesse caso, 0s pares de primers 5 e 6 mostraram-se
mais constantes demonstrando que eles possam ser especificos e indicadores desses filos ndo

especificados.

Figura 6: Sequenciamento de DNA metagenomico. Amostra (A) do bairro Aeroporto, possuindo 3 repetices da
12 coleta e 3 repeticoes da 22 coleta. Amostra (ABS) da Salina de Areia Branca, possuindo 3 repetices da 12 coleta
e 3 repeticdes da 22 coleta. Amostra (LR) do Leito do Rio Mossord, possuindo 3 repeticoes da 12 coleta e 3

repetigoes da 22 coleta
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Através desse trabalho foi possivel verificar a presenca de microrganismos provedores
do gene dmdA no solo do Semiérido, algo inédito na literatura, uma vez que esse processo esta
intimamente relacionado com o ambiente marinho.

Além disso, demonstrou-se que a presenca do gene esta relacionada com os indices
pluviométricos da época estudada, onde o periodo chuvoso destaca o nivel de microrganismos
que sao responsaveis pelo auxilio no estabelecimento das chuvas da regido.

A microbiota do ambiente analisada via sequenciamento também € destaque, onde foi

demonstrado que cianobactérias estabelecem grande influéncia. Nesse caso, foi possivel
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selecionar o grupo de primer 3, que pode ser estar relacionado com a presenga desses
microrganismos no ambiente. Além disso, 0 grupo 5 e 6 possivelmente sdo indicadores de filos

nédo especificados.
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