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Resumo

Os microrganismos apresentam um importante papel na producéo de
compostos de interesse para a industria farmacéutica. Estudos em biologia
molecular apontam o potencial de producdo de metabdlitos secundarios por
bactérias do género Streptomyces. Sao microrganismos Gram positivos
distribuidos em diferentes ecossistemas terrestres e aquaticos e de dificil
identificagdo, em vista disso, as técnicas mais modernas de identificacdo
baseiam-se no sequenciamento da regido 16S do DNA ribossomal, porém,
sem uma discriminacdo exata entre espécies relacionadas. Técnicas de DNA
fingerprint vém sendo aplicadas para resolver questdes de identificagdo dos
diferentes microrganismos e a aplicacdo de primers especificos a certas
regides fornece padroes de amplificacdo que se mostram eficientes a
identificacdo de uma gama de organismos. As técnicas de fingerprint BOX-
PCR e REP-PCR empregam primers com elementos repetitivos, gerando
padrdes de bandas caracteristicos a cada amostra, utilizado como forma de
identificacdo de cepas bacterianas. O presente trabalho objetivou observar
diversidade genética dos isolados de actinobactérias coletados em solo
antartico, utilizando a técnica BOX-PCR e REP-PCR. Foram comparados os
perfis de amplificacdo de 49 amostras e 36% destas agruparam-se com
similaridade superior a 90% em ambas reacdes. Também se observou a
presenca de um fragmento de tamanho comum nos isolados analisados com
o primer BOX-Al1R.

Palavras chave: ldentificacdo, Streptomyces, fingerprint, PCR, Similaridade.



Introducéo

Os microrganismos apresentam um importante papel na producao de
compostos de interesse para a industria farmacéutica. Dentre o0s mais
variados produtos pode-se destacar antibidticos, antitumorais, antivirais,
vacinas, inibidores enzimaticos, polimeros e bioherbicidas (Diminic et al.,
2013). Um terco de mais de 20 mil dessas moléculas sdo metabdlitos
secundarios produzidos por um filo de bactérias de organizacédo filamentosa,
as actinobactérias. Entre estas, o género Streptomyces apresenta-se como
um dos maiores produtores de metabdlitos secundarios (Demain, 2014).

Estima-se que apenas uma pequena fracdo de compostos de
interesse tenham sido descobertos e estudos no campo da biologia molecular
apontam o grande potencial de producdo dessas moléculas, por bactérias do
género Streptomyces (Busti et al., 2006).

O género Streptomyces destaca-se entre as bactérias do solo por
apresentar miceélio filamentoso, hifas aéreas e esporos durante seu ciclo de
vida (Liu et al., 2018). Sdo microrganismos Gram positivos distribuidos em
diferentes ecossistemas terrestres e aquaticos. Apresentam em seu DNA um
alto conteudo de bases guanina (G) e citosina (C) (Cheah et al., 2015).
Durante muito tempo realizou-se sua identificacio com base nas
caracteristicas morfologicas das colonias, hifas, além de testes bioquimicos.
As técnicas mais modernas de identificacdo baseiam-se no sequenciamento
da regido 16S do DNA ribossomal, porém, ndo ha uma discriminacédo exata
entre espécies relacionadas. Diferentes técnicas de fingerprint DNA vém
sendo aplicadas para elucidar as questfes de identificacdo dos diferentes
microrganismos e o0 uso de primers especificos a certas regides fornece
padrdoes de amplificacdo que se mostram eficientes a identificacdo de uma
gama de organismos.

Dentre os utilizados, REP (repetitive extragenic palindromic sequence)
(Stern et al., 1984) e BOX (sequéncia repetitiva presente em Streptococcus)
(Martin et al., 1992) séo técnicas de PCR fingerprint desenvolvidas para a
analise de padrbes genéticos em procariotos e ambas podem ser
denominadas Rep-PCR (Michelim et al., 2008). Esta analise utiliza primers

com elementos repetitivos, gerando padres de bandas caracteristicos a



cada amostra, utilizado como forma de identificacdo de cepas bacterianas
(Korvin et al., 2014).

Martin et al. (1992) descreveram a existéncia de sequéncias altamente
conservadas de DNA ao longo do genoma de Streptococcus pneumoniae.
Intituladas de elemento BOX, essas sequéncias divergem de sequéncias
anteriormente descritas. O elemento BOX é composto por sequéncias
repetitivas de 154 pb, organizado em trés subunidades, as quais: boxA (59
pb), boxB (45 pb), boxC (50 pb). A funcdo do elemento BOX pode estar
relacionada com a regulacdo da transcricdo de genes e ainda, alguns
elementos BOX foram encontrados perto de genes de viruléncia. A técnica de
BOX-PCR tem sido utilizada para estudar a complexa nomenclatura dentro
do género Streptomyces. Em diferentes estudos, os padroes de amplificacédo
obtidos foram suficientes para a analise de similaridade entre isolados
(Lanoot, 2004; Borba, 2016).

A sequéncia REP consiste de unidades palindromicas de 38 pb (Stern
et al., 1984). Em contraste ao elemento BOX, estes elementos encontram-se
conservados em todas as bactérias entéricas Gram negativas, como
Escherichia coli e Salmonella typhimurium.

Uma analise detalhada dos padrbes de bandas obtidos pelas duas
técnicas abordadas pode tornar-se uma boa ferramenta para aprimorar as
técnicas atuais de caracterizacédo de bactérias.

A Antartica € um continente pouco explorado devido as dificuldades de
coleta, contudo, apresenta-se bastante promissor na oferta de novos
produtos naturais. Seu solo é caracterizado por baixas temperaturas, e uma
grande diversidade geoldgica, proporcionando um ambiente rigoroso, cujas
condicBes selecionam microrganismos capazes de se adequar as condicfes

de estresse (Morgan, 2018).



Objetivo

Através da analise de DNA fingerprint, observar diversidade genética
dos isolados de actinobactérias coletados em solo antartico, utilizando a
técnica REP-PCR com os primers BOX-A1R, REP 1R e REP 2R.

Metodologia

Isolados de actinobactérias

Foram analisados 49 isolados de actinobactérias pertencentes a
bacterioteca do laboratério de Microbiologia Aplicada da UFRGS. As
amostras sdo oriundas do solo antartico que foram coletadas e fornecidas
pelo Dr. Paris Lavin do Instituto Antartico Chileno. Seu material genético foi
extraido em trabalhos anteriores e o produto resultante utilizado como ponto

de partida para as reacdes deste estudo.

Ensaios de Biologia Molecular

Amplificacdo do DNA utilizando BOX-PCR

Com o objetivo de se caracterizar os isolados de actinobactérias, foi
aplicada a técnica PCR para o qual se utilizou o primer BOX-A1R (Exxtend),
de sequéncia 5' CTA CGG CAA GGC GAC GCT TGA CG 3'. Para um volume
de 25 yL de reacéo, adicionou-se 2,5 yL de tampéo de reacao 10X, 3,5 mM
de MgCl,, 2,5 Ul de Taq polimerase, 2,5 mM de cada dNTP, 2,5 pmol do
primer, 150 ng de BSA e 100 ng de DNA. As condicbes de amplificacdo
compreenderam uma etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C por 7 min,
seguido de 30 ciclos que envolveram uma etapa de desnaturacéo a 94 °C por
1 min 15 s, uma etapa de anelamento a 44 °C por 1 min 15 s e uma etapa de
extensdo a 65 °C por 8 min 30 s, finalizando-se em uma etapa de extenséo a
72 °C por 5 min.

Os produtos de PCR resultantes foram analisados em gel de agarose
a 1,5%, em uma corrida a 100 V, 80 mA e 80 W, utilizando GelRed (QuatroG)
como corante fluorescente de DNA e fotografados no sistema de
fotodocumentacdo Major Science modelo UVCI-1200. Os fragmentos

gerados foram comparados com o marcador de peso molecular de 100 pb



(Ludwig Biotec) e organizados de modo que fragmentos de tamanho inferior a
20 pb foram considerados iguais.

Amplificagdo do DNA utilizando REP-PCR

Foram utilizados os primers REP (IDT) de sequéncias 1R 5' lll ICG
ICG ICA TClI GGC 3' e 2R 5 ICG ICT TAT CIG GCC TAC 3!, para
complementar a caracterizagdo dos isolados. Em um volume de 25 L de
reacdo, adicionou-se 2,5 yL de tampao de reacdo 10X, 4 mM MgCly, 1,2
pmol de cada primer, 0,8 mM de cada dNTP, 2 U de Taq polimerase e 100 ng
de DNA. As condi¢cbes de amplificacdo incluiram uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos que incluiram uma
etapa de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, uma etapa de anelamento a 40 °C
por 1 min e uma etapa de extensdo a 71°C por 1 min 30 s, finalizando com
uma etapa de extensao de 5 mina 72 °C.

Os produtos de PCR resultantes foram analisados em gel de agarose
a 1,5%, em uma corrida a 100 V, 80 mA e 80 W, utilizando GelRed (QuatroG)
como corante fluorescente de DNA e fotografados no sistema de
fotodocumentacdo Major Science modelo UVCI-1200. Os fragmentos
gerados foram comparados com o marcador de peso molecular de 100 pb
(Ludwig Biotec) e organizados de modo que fragmentos de tamanho inferior a

20 pb foram considerados iguais.

Andlise dos padrdes de amplificacao

A andlise de cada fragmento foi realizada manualmente em cada uma
das amostras, com auxilio do software especializado CLIQS 1D Pro
(Totallab). ApGs assinalar cada banda individualmente, determinou-se seus
pesos moleculares comparando-se ao padrdo de 100 pb, aplicado junto as
amostras. Por fim, efetuou-se o agrupamento das amostras analisadas com
base no padrdo dos fragmentos gerados nas duas técnicas de PCR
realizadas, utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson como andlise
estatistica na medida de similaridade e UPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic Mean) como método de agrupamento.
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Resultados e Discussao

Ensaios de Biologia Molecular

Na figura 1 podemos observar alguns dos isolados amplificados com a
técnica REP-PCR. A técnica de REP-PCR apresentou padrdes de
amplificagdo em todas as reagdes com os primers utilizados. Todos os 49
isolados analisados com BOX-A1R apresentaram nitidos fragmentos de
amplificacéo, diferente dos padrbes obtidos utilizando os primers REP 1R e
2R, que apresentaram menor resolucdo nos fragmentos de menor peso
molecular como pode ser observado na figura 1. Apenas nove amostras
amplificadas pelos primers REP 1R e REP 2R apresentaram menos que trés

fragmentos de amplificagdo em mais de uma repeticao da reacéo.
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Figura 1: Gel de agarose 1,5% onde se observam os diferentes padrdes de
amplificacdo produzidos em algumas das amostras analisadas, utilizando os
primers BOX-A1R (A), REP 1R e REP 2R (B). M: marcador molecular; C-:

controle negativo de amostra.
ApOs estabelecer os pesos moleculares, as amostras foram agrupadas
observando-se o perfil de similaridade entre os fragmentos gerados em cada

reacao, obtendo-se 0S dendrogramas (Figuras 2 e 3).
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Amplificacdo do DNA utilizando BOX-PCR

No presente estudo, ao utlizar o primer BOX-A1R observou-se a
formagcdo de 451 fragmentos (Tabela 1), com uma mediana de nove
fragmentos por amostra. A amostra 2 apresentou a menor quantidade de
fragmentos, sendo visualizadas apenas 4 bandas e a amostra 46 apresentou
15 fragmentos, sendo a que mais gerou produtos de amplificagdo. O menor
fragmento gerado apresentou 170 pb e o maior apresentou 2630 pb e todas as
amostras apresentaram pelo menos um fragmento com tamanho em torno de
400 pb. A presenca de fragmentos nesta faixa especifica, em todas as
amostras, pode ser uma importante ferramenta para ajudar na caracterizagao
de microrganismos do género. Com os fragmentos obtidos foi possivel construir
um dendrograma e agrupar as 49 amostras em dois grandes grupos com perfil
de similaridade de 60%. Em cada grupo, dois subgrupos com perfis de
similaridade de 74% e 85% (Figura 2) foram formados. N&o foram observados
grupos com 100% de similaridade, o que mostra a diversidade dos isolados.

Estudos tém demonstrado a aplicabilidade da metodologia fingerprint,
baseada na amplificacdo de sequéncias palindrébmicas, comuns no DNA de
diferentes microrganismos (Chapaval et al., 2006). Apesar de se apresentar
como promissora, existem limitacfes na técnica que dificultam a elaboracdo um
perfil de analise e agrupamento comum a todos microrganismos.

Korvin et al. (2014), ao estudar diferentes reacdes para um mesmo
primer concluiram que modificacbes no tempo de polimerizacdo levavam a
producéo de perfis de bandas diferentes. Um aumento no tempo de extenséo
levou a producéo de fragmentos com maiores pesos moleculares. Isto pode ser
explicado, pois esta modificacdo permite que a enzima polimerize produtos
mais completos.

Yang and Yen (2012) demonstraram que quando aplicadas diferentes
temperaturas de hibridizacdo, pode-se observar uma diferenca na resolucéo
das bandas produzidas, além da presenca de fragmentos com pesos
moleculares diferentes. Em geral, os autores observaram que o aumento da
temperatura de anelamento leva a amplificacdo de fragmentos com menores

pesos moleculares, e a diminuicdo da temperatura de anelamento leva a
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producéo de fragmentos com maiores pesos moleculares. Contudo, no mesmo
estudo foi observada uma boa reprodutibilidade da técnica, pois os resultados
obtidos com diferentes temperaturas de anelamento apresentaram alguns
padrées de amplificacdo especificos e algumas varidveis em diferentes cepas
analisadas. Isso mostra que é importante se padronizar uma execucao da
técnica, mas que alteracdes nas condicdes de reacdo sao aceitveis se houver
uma base de dados confiavel para comparacéao de resultados.

Borba (2016) ao aplicar a técnica BOX-PCR para caracterizacdo de
isolados de actinobactérias obteve um total de 974 fragmentos para 85
amostras analisadas. Este numero de fragmentos manteve certa proporcao
neste estudo, onde foram encontrados 451 fragmentos (82% de proporgéo). A
partir dos padrdes de amplificacdo obtidos foi gerado um dendrograma no qual
12 agrupamentos distintos foram formados

Lanoot (2004), buscando elucidar questbes de sinonimias do género
Streptomyces, realizaram um estudo em 473 estreptomicetos e observaram
gque 350 cepas apresentaram um padrdo de fragmentos, mais uma vez,
demonstrando a aplicabilidade da técnica para diferenciacdo de

microrganismos.
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Distance

Figura 2: Dendrograma obtido na andlise de fragmentos de 49 amostras com o primer BOX-A1R (UPGMA — Correlagéo de

Pearson).
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Amplificagdo do DNA utilizando REP-PCR

A técnica REP apresenta padrdes menos distintos, com menos
fragmentos geradas e estas, com menor resolucéo e pesos moleculares do que
0s presentes na reacdo BOX. Isto pode ser justificado pelo fato dos primers
REP 1R e REP 2R serem mais curtos e apresentarem uma grande proporgao
de deoxinosinas (Martin et al., 1985).

Deoxinosinas sdo nucleosideos formados pela ligacdo da hipoxantina a
uma desoxirribose e apresentam-se Uteis na area da biologia molecular para o
desenho de primers uma vez que podem se emparelhar de forma n&o
especifica com as bases adenina (A), timina (T) ou citosina (C). Sequéncias de
DNA repetitivas extragénicas palindromicas (REP) foram encontradas
amplamente distribuidas entre bactérias de grupos filogeneticamente diferentes
(Sadowsky and Hur, 1998). Em 1995, Lipman et al. relataram que a analise
utilizando os primers REP eram menos confiaveis que aquelas utilizando
primers de sequéncias consenso repetitivas intergénicas (ERIC) na
diferenciacdo de cepas de E. coli, porém sua andlise envolveu uma baixa
guantidade de amostras (30) com um numero limitado de fragmentos.

No presente estudo, foram contabilizados 310 fragmentos (Tabela 2) na
analise REP, 33,5% a menos que na utilizacdo do primer BOX-A1R, com uma
mediana de cinco fragmentos por amostra. O maior fragmento encontrado
apresentou 2160 pb e o menor 50 pb. Do total de amostras analisadas, quatro
(10, 11, 14 e 43) apresentaram apenas um fragmento de amplificacdo e a
amostra 40 apresentou 19 fragmentos diferindo das demais analisadas.
Estudos de caracterizacdo adicionais podem ajudar a elucidar esta diferenca
observada. Diferente do observado com o BOX-PCR, no REP-PCR observou-
se a maior concentracdo de fragmentos entre 100pb a 399pb. Das amostras
analisadas, 39 apresentaram pelo menos um fragmento entre 100-199pb, 34
amostras apresentaram a presenca de pelo menos um fragmento na faixa dos
200-299pb e 37 amostras entre 300-399pb.

O dendrograma gerado com os fragmentos mostrou cinco grupos

considerando 70% de similaridade Pode se destacar que 28 amostras (57%)
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apresentaram um perfil com 80% de similaridade em dois dos cinco grupos
formados.

Além disso, ao analisar individualmente cada amostra observou-se que
14 amostras (28,6%) se agruparam de forma equivalente em ambos
dendrogramas. As amostras 10, 12, 13, 14, 16, 17, 19, 43, 45 e 47 formaram
um grupo com 90% de similaridade nos dendrogramas BOX e REP. As
amostras 4, 5, 7 e 21 apresentaram-se agrupadas com similaridade superior a
95% nos dendrogramas BOX e REP.

Estes agrupamentos similares nas diferentes reacdes podem auxiliar no
processo de caracterizacdo dos isolados. Estudos posteriores somados aos
resultados obtidos podem fornecer melhores dados que auxiliem e facilitem a
identificacdo dos microrganismos do género.

Baseado nestes resultados, podemos concluir que a identificagdo de um
isolado pode ser feita em comparagao com padrdes de fragmentos moleculares
obtidos em outros grupos de microrganismos com proximos coeficientes de
similaridade. Uma analise detalhada e mais aprofundada de fragmentos pode
resultar no estabelecimento de um marcador para o género Streptomyces. Por
fim, esta ferramenta de caracterizacdo pode se tornar util na identificacdo de
caracteristicas pontuais de um microrganismo, como a producdo de
metabolitos secundarios especificos ou a presenca de genes de resisténcia a

antibioticos.
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Figura 3: Dendrograma obtido pela analise de fragmentos de 49 amostras utilizando os primers REP 1R e REP 2R (UPGMA —
Correlagéo de Pearson).

18



Tabela 1: Pesos moleculares obtidos pela analise computacional das reacdes de amplificagdo utilizando o primer BOX-A1R.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
2080 1085 800 2470 2253 2284 2451 2314 1013 1104 2294 1030 2334 951 747 1053 1013 671 1067 938 1057 2345 1226 1232 1674
1500 987 619 1062 991 1606 1818 1616 941 1009 996 970 1092 741 693 829 934 592 950 754 854 1083 1090 1076 1232
1000 892 509 950 921 987 1516 996 808 912 929 912 747 544 623 732 737 439 858 592 757 1000 875 883 1114
900 742 412 808 876 876 1062 880 717 804 880 812 594 492 449 663 490 360 750 536 667 938 765 693 1039
800 613 609 744 754 950 754 654 631 741 660 490 402 389 563 402 330 686 485 581 876 683 575 854
700 414 492 597 606 804 597 489 497 594 572 275 367 365 503 273 247 578 523 734 572 467 676
600 365 459 451 644 451 405 412 451 486 276 313 429 517 444 646 467 393 625
500 273 334 330 489 338 273 393 259 351 449 374 594 379 569
400 250 254 372 300 331 256 365 446 300 462
300 267 252 281 235 326 326
200 205 240
100 164
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49
2603 2631 2593 2440 2324 1008 1004 803 1004 2340 2340 1000 1508 1500 1972 978 1551 810 1012 2390 1018 1020 1012 1525 2470
1968 1978 1958 1045 880 953 934 744 949 1102 1004 885 1102 1020 1761 876 1098 753 786 1133 960 930 934 1115 1064
1702 1702 1181 949 754 797 797 673 800 1000 930 790 1004 919 1508 741 1020 670 737 1020 744 893 800 1012 965
1150 1160 1090 810 671 712 614 619 700 919 893 734 885 790 1102 674 934 633 544 810 586 814 750 934 896
1044 1048 1026 653 592 670 410 539 670 896 797 639 800 722 1012 608 810 552 495 741 546 753 685 800 828
912 887 900 603 444 539 484 619 790 722 562 728 633 930 523 728 488 421 682 485 682 625 753 757
721 816 724 488 324 486 419 534 734 644 465 642 477 800 461 647 425 628 269 630 544 656 712
553 732 556 368 240 413 394 475 647 557 329 479 396 728 395 565 396 544 578 488 484 656
429 569 412 274 341 345 410 544 479 268 400 357 633 365 491 357 488 491 431 408 488
328 429 328 290 339 361 329 359 267 479 244 402 295 427 429 348 370 374

324 219 251 271 274 325 404 364 223 293 400 303 336 345
274 361 273 348 231 282 285
179 271 295 197
223
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Tabela 2: Pesos moleculares obtidos pela analise das reacdes de amplificacéo utilizando os primers REP 1R e 2R.

M

1

2

3

4

5

6

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
2080 1556 362 992 1045 438 1019 440 255 1694 382 186 1473 1493 600 562 673 390 1282 1528 502 1887 1293 2162 1571
1500 1243 276 422 446 330 436 327 178 1188 166 487 966 358 408 394 241 575 382 251 1179 589 1454 1467
1000 1108 184 319 340 255 328 248 129 1092 380 370 307 189 358 518 235 176 1061 523 652 1272
900 1011 133 240 260 169 250 169 102 1038 229 266 126 214 319 145 530 336 589 769
800 915 91 164 169 114 164 112 83 985 142 260 466 272 514 706
700 739 109 116 75 112 75 803 141 360 156 428 629
600 617 75 78 72 496 278 370 573
500 378 44 302 191 302 462
400 227 240 111 237 406
300 77 130 61 181 332
200 240
100 176
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49
1080 1076 1201 969 1013 168 1785 521 521 376 644 658 1087 675 147 1846 1715 1250 101 1289 1272 1219 333 1319 900
476 550 1080 417 432 119 538 302 428 258 341 346 644 394 73 1667 1370 94 1133 1142 1081 108 1060 363
374 480 552 317 319 446 181 376 149 251 151 138 353 1584 1123 51 1030 495 896 59 720 272
295 380 485 241 244 410 114 168 69 147 100 95 146 1202 987 961 283 753 637 201
206 295 382 165 87 365 71 138 106 72 72 96 1136 904 810 50 608 330 126
155 209 295 121 228 105 73 67 1057 775 678 480 136 86
120 159 216 85 168 969 666 503 267 58 54
75 130 139 147 830 540 281 229
86 86 113 694 472 242 191
666 380 211 121
636 341 100 94
519 249
472 170
390 140
328 71
279
191
164
108
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