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RESUMO

Zymomonas mobilis vem despertando um grande interesse no meio cientifico, industrial
e biotecnoldgico devido ao seu alto potencial fermentativo. Do ponto de vista
taxonémico, Z. mobilis é a unica espécie do género Zymomonas, e é subdivida em trés
subespécies: Z. mobilis subsp. mobilis, Z. mobilis subsp. pomaceae e Z. mobilis subsp.
francensis. A diferenciacdo destas subespécies é baseada em testes fisioldgicos. Estes
testes consomem tempo e sdo frequentemente duvidosos. Por isso, técnicas moleculares
sdo propostas como uma alternativa rapida e confidvel para diferenciacdo destas
bactérias. O presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo molecular das
32 linhagens de Zymomonas mobilis depositadas na Colecdo de Microrganismos
UFPEDA, através da andlise das sequéncias do gene 16S rDNA e ARDRA. As
linhagens foram cultivadas em meio SSDL por 24 horas a 30°, seguida de centrifugacéo
e extracdo de DNA cromossomico. As reagdes de PCR foram realizadas com
iniciadores e condicdes especificas para a amplificacdo do gene 16S rDNA. Os produtos
do gene 16S rDNA amplificados foram purificados, sequenciados e clivados com as
enzimas de restricdo Hae IlI, Ndell e Stul. Os dados obtidos pelo sequenciamento do
gene 16S rDNA foram analisados, comparados e alinhados, pelo programas BLASTn e
MultiAlin, com sequéncias de linhagens de Z. mobilis previamente depositadas no
banco de dados GenBank. Um dendograma foi construido através do programa
ClustalW pelo método de neighbor-joining Os perfis de restricao tedrico das enzimas de
restricdo Hae 111, Ndell e Stul foram gerados a partir do WebCutter 2.0. Dendogramas
foram construidos a partir da matriz de similaridade genética de Jaccard, calculada pela
andlise dos perfis de restricdo tedricos de cada enzima. A analise das sequéncias obtidas
no presente estudo revelou o elevado grau de conservacdo no gene 16SrDNA,
confirmando a relagdo de proximidade das linhagens de Zymomonas mobilis
depositadas na Colecdo de Micro-organismos UFPEDA e a aproximidade com a Z.
mobilis subsp. mobilis LMG445, sugerindo que as linhagens desta cole¢édo pertencem a
esta subespécie.Além disso, conclui-se que a analise do perfil restri¢do tedrico do gene
16S rDNA possibilita a diferenciacdo de Z. mobilis,a nivel de subespécie, mas nédo é
eficaz para analisar a variabilidade genética entre as linhagens de Z. mobilis UFPEDA.
Baseados nestes resultados, outros marcadores filogenéticos devem ser empregados para
analisar a variabilidade genética destas linhagens, possibilitando um melhor
conhecimento da diversidade desta bactéria.

Palavras-chave: Gene 16S rDNA; ARDRA; Subespécies; Zymomonas mobilis



ABSTRACT

Zymomonas mobilis has attracted great interest in the scientific, industrial and
biotechnological medium due to its high fermentation potential. The taxonomic
viewpoint, Z. mobilis is the only species of the genus Zymomonas , and is subdivided
into three subspecies : Z. mobilis subsp. mobilis, Z. mobilis subsp. pomaceae and Z.
mobilis subsp. francensis. The differentiation of these subspecies is based on
physiological tests. These tests are time consuming and often unreliable. Therefore,
molecular techniques are proposed as a fast and reliable alternative to differentiation of
these bacteria. This study aims to perform molecular characterization of 32 strains of
Zymomonas mobilis deposited in the Collection of Microorganisms UFPEDA by
sequence analysis of 16S rDNA gene and the theoretical restriction profile of this gene.
The strains were grown in SSDL for 24 hours at 30 ° , followed by centrifugation and
extraction of chromosomal DNA . PCR reactions were performed with primers and
specific conditions for amplification of the 16S rDNA gene. The amplified products of
16S rDNA were purified, sequenced, and cleaved with restriction enzymes Hae IlI,
Ndell and Stul . The data obtained by 16S rDNA gene were analyzed, compared and
aligned by BLASTn and MultiAlin programs with sequences of strains of Z. mobilis
previously deposited in the GenBank databas . A dendogram was constructed using the
program ClustalW method by neighbor-joining. Profiles theoretical restriction of
restriction enzyme Hae I, Ndell and Stul were generated from WebCutter 2.0.
Dendrograms were constructed from the genetic Jaccard similarity matrix, calculated by
analyzing the theoretical restriction profiles of each enzyme. The analysis of the
sequences obtained in this study revealed the high degree of conservation in 16SrDNA
gene, confirming the close relationship of strains of Zymomonas mobilis deposited in
the Collection of Micro-organisms UFPEDA and closeness with Z. mobilis subsp.
mobilis LMGA445, suggesting that the strains in this collection belong to this subespécie.
In addition, it is concluded that the theoretical restriction profile analysis of the 16S
rDNA gene allows differentiation of Z. mobilis , the level of subspecies , but it is not
effective to analyze the genetic variability between strains of Z. mobilis UFPEDA .
Based on these results , other phylogenetic markers should be employed to analyze the
genetic variability of these strains , allowing a better understanding of the diversity of
this bacteria.

Keywords: 16S rDNA gene; ARDRA,; Subspecies; Zymomonas mobilis



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ...ttt
2. OBIETIVOS ...t
2.1 GIAL ...
2.2 ESPECITICOS. ...uviiveeie ettt
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA........ccotiiiririsiiieinssissississssssssssesssassss
3.1 Zymomonas mobilis
3.1.1 Historico: Isolamento, Ocorréncia e Identificagdo.......................
3.1.2 Aspectos morfol6gicos e bioqUIMICOS.........cccveverierierereneieseeeeens
3.1.3 ASPECLOS GENOLIPICOS. ... vttt
3.1.4 Importancia Biotecnologica: Aplicacdo na industria..................
3.1.5 USO terapULICO........ecveeiieieciee et

3.2 Técnicas moleculares para a identificacdo e caracterizacéo
DACTEITANA. ...

3.2.1 Genes ribossomais como marcadores filogenéticos.......................

4. MATERIAL E METODOS.........cooiieeetieeeieseeeesees s sens s,
4.1 MICFO-0FgANISIMIOS. ....eeutiutetetisiesteaieese ettt sttt sttt e e et st sbe b sbe s e
4.2 Extracdo de DNA CromOSSOMICO.......cccuierieririeiiieieeieiesie et

4.3 Amplificacdo do gene 16S rDNA por Reagdo em Cadeia da Polimerase

4.5 Anédlise de restricdo do gene 16S rDNA (ARDRA).......cccooceviiceiieininanenn
4.5 ANALISE dOS AAUODS. ......ceviiiieiiiiieciee e

5. RESULTADOS E DISCUSSAO. ..o oo e,

12

14

14

14

15

15

16

18

19

20

21

23

26

26
26

28

29

29

30

32



5.1 Extracdo de DNA CromoSSOMICO........ccurieieririinienieseeeeie e

5.2 Amplificacdo do gene 16S rDNA por PCR

5.3 Analise das sequéncias do gene 16S rDNA por PCR........ccccccevvviieieennnn,

5.4 Andlise de Restricdo do DNA Ribossomico Amplificado (ARDRA).......

5.5 ANAliSes FIlOGENELICAS. ......cceieirieiieieiee e

6. CONCLUSAO ..

7. REFERENCIAS

32

33

33

37

42

47

48



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

LISTA DE FIGURAS

Resolucdo taxon6mica das tecnicas utilizadas na carcterizacdo de
MICTO-0FQANISMOS. ....veiveeeuieiteeiteeeestee e eeeeseesteeeeeaesseesreeeesreesseeeesneesrens 22

Organizacdo do operon do RNA riboSSOMICO.......c.cevvereriiriierienienin, 23

Extracdo de DNA de algumas linhagens de Zymomonas mobilis
UFPEDA ..t 32

Produtos de amplificacdo do gene 16S rDNA de algumas linhagens de
Z. MODIIS UFPEDAL......ccoeeiie et 33

Alinhamento multiplo das sequéncias de 16S rDNA das linhagens Z.
mobilis UFPEDA gerado pelo programa Multialin...............cc.ccooenenee. 37

Perfil de restricdo do gene 16S rDNA de algumas linhagens de Z.
mobilis UFPEDA ap6s digestdo com a enzima Haelll......................... 41

Perfil de restricdo do gene 16S rDNA de algumas linhagens de Z.
mobilis UFPEDA apds digestdo com a enzima Ndell.............c.ccoeuee... 41

Perfil de restricdo do gene 16S rDNA de algumas linhagens de Z.
mobilis UFPEDA apds digestdo com a enzima Stul............cccveueeen. 42

Dendograma gerado pelo programa Clustalw a partir das sequéncias
de 16S rDNA de linhagens de Z. mobilis UFPEDA e outras Z. mobilis
depositadas N0 GENBANK............cccccoveiieii e 43

Dendograma gerado a partir do perfil de restricdo tedrico da enzima
[ U1 1 SRS 44

Dendograma gerado a partir do perfil de restricdo tedrico da enzima



Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Linhagens de Zymomonas mobilis UFPEDA..........c.ccccoceiieieiieneene. 27
Componentes das reacdes de amplificacdo do gene 16S rDNA........... 28

Primers e condicdes de amplificacdo do gene 16S rDNA daslinhagens
de Z.mobilis UFPEDA.........ccoo i 29

Sitios de clivagem das enzimas de restricdo Haelll, Stul e Ndell ........ 30

Componentes das reacdes de restricdo do gene rDNA das linhagens de
Z.MODIIS UFPEDA.... ..ottt 30

Similaridade entre as linhagens de Z. mobilis UFPEDA e linhagens
depositadas no banco de dados GenBanK............ccccoeveviveiiiiniienecnnn 35

Perfis de restricdo teodricos das enzimas Haelll, Stul e Ndell............... 39



12

1. INTRODUCAO

Zymomonas mobilis € uma bactéria Gram-negativa, que utiliza sacarose, glicose
e frutose como fonte de carbono e energia, produzindo quantidades equimolares de
etanol e CO, (SWINGS & DELEY, 1977). O metabolismo desses carboidratos é
realizado a partir da via Entner-Duodoroff, caracteristica marcante do género
Zymomonas, sendo a Unica bactéria anaerdbica a utilizar esta rota metabdlica (GIBBS &
DE MOSS, 1954; VIIKARI, 1984).

Essa bactéria tem sido alvo de inUmeras pesquisas devido ao seu alto potencial
fermentativo, visto que, quando comparado as leveduras, apresenta alta tolerancia a
etanol, maiores velocidades especificas de consumo de substrato, de producédo de etanol
e consequentemente, maior rendimento. Além de etanol, a Z. mobilis é capaz de
produzir subprodutos de interesse biotecnoldgico, entre 0s mais importantes estdo a
levana (KANG et al., 2006) e o sorbitol (CAZETTA et al., 2005; VIGNOLI et al.,
2006).

Do ponto de vista taxondmico, Z. mobilis é a Unica espécie do género
Zymomonas, sendo subdividida em duas subespécies: Z. mobilis subsp. mobilis e Z.
mobilis subsp. pomaceae (SWINGS & DELEY, 1977). A diferenciacdo dessa bactéria,
ao nivel de subespécies, é baseada em testes fisioldgicos que inclui o cultivo a 36°C e a
avaliacdo do crescimento na presenca de 0,5% NaCl, 0,0075% KCN ou 0,2% sais
biliares. Segundo Coton et. al. (2006), estes testes consomem tempo e séo duvidosos.
Por esta razdo, técnicas moleculares sdo propostas como uma alternativa rapida e
confiavel para a caracterizacdo genética dessas bactérias.

Diferentes técnicas de biologia molecular tém sido descritas e aprimoradas para
identificacdo e comparacdo de isolados bacterianos, dentre as mais utilizadas estdo: a)
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism); b) RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA); c) AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism); d)
sequéncias de subunidades do rDNA; e) ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis); f) RISA (ribosomal intergenic spacer analysis) ; g) DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (VAN ELSAS et al., 1998; MCDONALD,
1997; AMICUCCI et al., 2001; PENNANEN et al., 2001; TAYLOR et al., 2001;
OLIVEIRA; COSTA, 2002; MARSHALL et al., 2003; FAGBOLA; ABANG, 2004).
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A técnica conhecida como ARDRA (Anélise de restricdo do DNA ribossomal
amplificado), utiliza-se das caracteristicas do RNA ribossémico. Essa técnica é baseada
em padrdes de restricdo enzimatica usando enzimas selecionadas com base na sua
habilidade de revelar polimorfismos nos fragmentos de DNA analisados e no grau de
conservacdo dos sitios de restricdo do RNAr que reflete padrdes filogenéticos. A
ARDRA ¢ bastante atil para uma rapida analise de diversidade genética (GRIFONI et.
al., 1995).

Coton et. al. (2006), utilizaram a analise de restricdo do DNA ribossomal
amplificado (ARDRA) para identificar, ao nivel de subespécies, linhagens de Z. mobilis
subsp. mobilis, Z. mobilis subsp. pomaceae de diferentes colecdes e alguns novos
isolados franceses de Z. mobilis. As enzimas de restricdo utilizadas foram: a Stul,que
identificou as linhagens a nivel de subespécies; a Ndell, que foi capaz de diferenciar os
isolados franceses das linhagens das demais colecgdes; e a Haell, que gerou trés perfis de
restricdo: um correspondendo a Z. mobilis subsp. mobilis, um segundo para Z. mobilis
subsp. pomaceae e um outro perfil para os novos isolados franceses. A partir deste
estudo, concluiram que esta € uma técnica rapida e confiavel para a identificacdo das
linhagens de Z. mobilis, ao nivel de subespécies.

A Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos (UFPEDA)
possui um acervo de 32 linhagens de Z. mobilis isoladas de diferentes locais e fontes,
bem como variantes obtidas através da fusdo de esferoplastos por varios pesquisadores
do Departamento de Antibioticos (CALAZANS et al., 1989). Algumas dessas linhagens
ja foram caracterizadas pelo Perfil Plasmidial (DALLY et al., 1982; YABLONSKY et
al., 1988), pela Analise de Proteinas Totais (SDS-PAGE) e por técnicas moleculares
como RAPD e rep-PCR. (SILVA, 2000; LIMA, 2002). Entretanto, uma analise
molecular mais detalhada, incluindo todas as linhagens, ainda néo foi efetuada.

A caracterizacdo molecular dessas linhagens podera informar se entre essas
linhagens de Z. mobilis isoladas de diferentes locais, fontes e anos, existem diferencas
que possam sugerir a ocorréncias de uma nova subespécie ou se todas as linhagens
pertencem a Z. mobilis subsp. mobilis ou a subespécie Z. mobilis subsp. pomaceae.

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo realizar a caracterizagdo
molecular das 32 linhagens de Z. mobilis depositadas na Cole¢do de Micro-organismo
UFPEDA, por meio do sequenciamentodo do gene 16SrDNA e da anélise de restrigdo
do gene ribossomal 16S (16S rDNA).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Caracterizar 32 linhagens de Zymomonas mobilis depositadas na Colecdo de
Micro-organismos do Departamento de Antibidticos (UFPEDA), através do estudo do
gene ribossomal 16S (16S rDNA).

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar as sequéncias obtidas pela amplificagdo do gene 16S rDNA por PCR,;
e Analisar o perfil de restricio do gene 16S rDNA amplificado por PCR
(ARDRA);

e Incorporar os dados obtidos ao Banco de Dados da Cole¢do de Micro-
organismos UFPEDA.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Zymomonas mobilis

3.1.1 Histdrico: Isolamento, ocorréncia e identificacéo

Os estudos sobre Zymomonas mobilis foram iniciados por Barker e Hillier, em
1911, sendo eles os primeiros a isolar e descrever essa bactéria como causadora da
“doenca da sidra”, correlacionando a mesma com as alteragdes do sabor e aroma tipicos
da sidra. Contudo, esses pesquisadores ndo designaram um bindmio latino para
classificagio taxondmica desse género.

A descoberta de Z. mobilis foi atribuida a Lindner, em 1924, por ocasido do seu
isolamento no México, a partir da seiva fermentada de Agave atroveriens, o qual
constitui uma bebida regional popularmente chamada “pulque”. (GONCALVES DE
LIMA et. al., 1970). Em seus estudos, Linder descobriu uma bactéria semelhante a de
Berker e Hillier, a qual denominou Termobacterium mobili. (SWINGS; DE LEY,
1977).

Em 1931, Kluyver e Hoppenbrouwers estudaram a fermentacdo alcoodlica por
Thermobacterium mobili e trocaram 0 nome dessa espécie para Pseudomonas lindneri.
Posteriormente em 1936, Kluyver e Van Niel denominaram a bactéria descoberta por
Lindner de Zymomonas mobilis (SWINGS; DE LEY, 1977).

A ocorréncia da Z. mobilis foi verificada em varias partes do mundo e em
diversos meios acucarados. Na Europa, a bactéria foi isolada de vinhos de macéa e péra e
também como contaminantes na industria de cerveja (MILLIS, 1956; DADDS;
MARTINS, 1973). Na Africa, Américas e Asia através do fermentado de vinhos de
seiva de palmas diversas (DADDS, MARTIN, 1973). E no México, foi isolada a partir
da fermentacéo da seiva do agave (CARR, 1974).

No Brasil, especificamente em Pernambuco, Gongalves de Lima e outros
pesquisadores isolaram diversas linhagens de Zymomonas a partir de caldo de cana-de-
acucar fermentado, popularmente conhecido como “caldo de cana picado”. Através de
estudos taxondmicos essas linhagens foram denominadas de Zymomonas mobilis
variedade recifensis (GONCALVES DE LIMA et. al., FALCAO DE MORAIS, 1983;
FALCAO DE MORAIS et. al., 1993).
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Swings e De Ley (1977), baseados em caracteristicas fenotipicas e genéticas,
concluiram que Z. mobilis é a Unica espécie do género com duas subspécies: Z. mobilis
subsp. mobilis e Z. mobilis subsp. pomaceae.

Em 2005, Coton et. al. utilizaram a técnica de Analise de Restricdo do rDNA
Amplificado (ARDRA) para identificar, ao nivel de subespécie, cepas de Z. mobilis
isoladas de cidras ‘frambiosé’ de diferentes regides da Franca. Diferencas consistentes
foram observadas nas sequéncias 16S rDNA e no padrdo de restricdo dos isolados
franceses comparadas com as duas subespécies previamente descritas, Z. mobilis subsp.
mobilis e Z. mobilis subsp. pomaceae. A partir dos resultados obtidos, os autores
sugeriram que os isolados franceses pertenciam a um novo genomovar dentro da Z.
mobilis subsp. pomaceae.

Coton et al. (2006) compararam, por recursos polifasicos, linhagens de Z. moblis
com subespécies definidas, pertencentes as colecdes de culturas DSMZ (German
Resource Centre for Biological Material) e BCCM (Belgian Coordinated Cultures of
Microorganisms), com os isolados franceses pertencentes a colecdo Adria Normandie
(COTON; COTON, 2003). Tantos os testes fisiolégicos quanto os perfis de proteinas
totais obtidos por SDS-PAGE revelaram significantes diferencas entre as subespécies
conhecidas e os isolados franceses. Com esses resultados, reforcados pelas técnicas
moleculares RAPD e REP, ficou clara a diferenca com as subespécies definidas. As
linhagens francesas exibiram aproximadamente 94% de similaridade com a Regido
Espacadora Intergénica 16S-23S (ISR), 90% para HSP60 (proteina de “choque-
térmico”) e 86% para gyrB (girase B) de Z. mobilis subsp. mobilis. Para Z. mobilis
subsp. pomaceae, as similaridades foram de 87, 84 e 80%, respectivamente. Baseados
em todos esses resultados foi proposto que os isolados franceses constituiam uma nova

subespécie designada como Zymomonas mobilis subsp. francensis subsp. nov.

3.1.2 Aspectos morfoldgicos e bioquimicos

Zymomonas mobilis é uma bactéria Gram-negativa, ndo esporulante e
anaerdbica facultativa, pertencente ao subgrupo a proteobactérias. Morfologicamente,
apresentam-se na forma de bastonete curto e grosso, medindo de 2,0 a 6,0 um de
comprimento e 1,0 a 1,4 um de largura, geralmente agrupadas aos pares. Quando

apresenta mobilidade, possui de um a quatro flagelos polares. Apresentam col6nias de
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coloragéo branca ou creme, lenticulares, de bordas regulares. Seu crescimento em meio
liqguido é caracterizado pela alta densidade celular dispersa, como também pelo
sedimento flocoso. Em meio sélido, as col6nias crescem de forma lenta (acima de 48
horas) e convexa, com coloracdo esbranquicada medindo de 1 a 2 mm de diametro
(SWINGS; DE LEY, 1977; CONWAY, 1992; KANG, 1998).

Com relacdo as condicdes de cultivo, sdo capazes de crescer em pH, variando
entre 3,5 e 7,5 (SWINGS; DE LEY, 1977; YANG et al., 2009). Alguns autores
encontraram uma temperatura 6tima de crescimento para este micro-organismo de 25 a
31 °C (MILLIS, 1951). De acordo com Gongalves de Lima et al., (1970) as cepas CP1,
CP2 e CP3 var. recifenses crescem bem entre 25 e 42°C. Entretanto, Swings e De Ley
(1977) constataram crescimento das CP3 e CP4 var. recifenses a 38°C, mas néo a 40°C.

Do ponto de vista nutricional, a Z. mobilis é obrigatoriamente fermentativa e
utiliza como fonte de carbono a glicose, a frutose e a sacarose. O metabolismo desses
carboidratos € realizado a partir da via Entner-Doudoroff, caracteristica marcante do
género Zymomonas, sendo a Unica bactéria anaerdbica a utilizar esta rota metabolica
(GIBBS & DE MOSS, 1954; VIIKARI, 1984).

Em decorréncia do uso dessa via, o rendimento energético obtido por Z. mobilis
representa a metade do obtido por Saccharomyces cerevisiae pela via de Embden-
Meyerhof (FALCAO DE MORAIS, 1993; McGILL; DAWES, 1971; SWINGS e
DELEY, 1977). Estas rotas metabolicas sdo comparativamente simples em relacdo a
outros micro-organismos. Z. mobilis cataboliza substratos com altas taxas especificas de
carbono, uma vez que a parcela maior deste substrato é incorporado no catabolismo do
produto final (TOMA et al., 2003).

Quando utiliza glicose como fonte de carbono, a producdo de etanol por Z.
mobilis representa cerca de 95% do valor maximo tedrico, havendo a formacdo de
outros produtos como acetoina, acetaldeido, glicerol, entre outros (VIIKARI, 1988).
Rendimentos inferiores sdo atingidos com a utilizacdo de frutose como substrato,
atingindo cerca de 90% do valor méaximo tedrico. Com a sacarose, é observada uma
reducdo mais acentuada na producdo de etanol, cerca de 75-80% do valor maximo
tedrico.

No metabolismo dos carboidratos coexiste a fermentacdo etandlica e a producédo
de alguns subprodutos (SWINGS; DE LEY, 1977; SPRENGER et al., 1996). Quando

utiliza sacarose como fonte energética, Z. mobilis é capaz de produzir um
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polissacarideo, a principio de alto peso molecular, denominado levana (JEREZ, 1993;
ERNADES, 2006).

Além da levana, outro subproduto é formado pelo metabolismo da Z. mobilis, o
sorbitol, que é produzido a partir ndo s6 da sacarose mas também a partir de uma
mistura de glicose mais frutose em detrimento da producéo de etanol (KANNAN et al.,
1998).

3.1.3 Aspectos genéticos da Z. mobilis

Segundo Doelle et al. (1993), Z. mobilis é uma bactéria Unica dentro do mundo
microbiano, com crescimento, producdo de energia e resposta as condi¢des de cultura
peculiares, causando um grande interesse no meio cientifico, industrial e
biotecnoldgico.

Devido a estas caracteristicas apresentadas pela Z. mobilis, estudos genéticos
passaram a ser intensamente realizados na pesquisa desta bactéria. Estudos envolvendo
0 melhoramento genético de linhagens (ZALDIVAR; NIELSEN; OLSSON, 2001) bem
como a aplicacdo da andlise do fluxo metabdlico, mutagénese dirigida, insercdo e/ou
delecdo de genes especifico, vém sendo desenvolvidos com o intuito de aprofundar o
conhecimento sobre o metabolismo da Z. mobilis (HATZIMANIKATS et al., 1998;
CORNISH-BOWDEN; CARDENAS, 2000).

Segundo Swings e De Ley (1977), essa bactéria apresenta contetdo de guanina e
citosina (G+C) em torno de 48%. Entretanto, estudos posteriores realizados por Dadds
e Carr (1973), mostraram que o contetido de G+C foi de aproximadamente 46,4% para a
Z. mobilis NCIMB 10565 e 45,1% para Zymomonas B70. Kang e Kang (1998), através
de analise de PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis), determinaram que o genoma de
Z. mobilis  apresentava um tamanho de aproximadamente 20855 Kb. O
sequenciamento completo do genoma das linhagens de Z. mobilis subsp. mobilis e Z.
mobilis subsp. pomacea, demonstrou que o contetido de C+G foi de 46,33% e 46,83%,
respectivamente. E que o tamanho do genoma era em torno de 2,056,363pb e
1,989,865pb, respectivamente (CHONG, et al., 2005;. KOUVELIS, et. al., 2009;
PAPAS et. al., 2011; KOUVELIS, et al., 2011)

A realizacdo de um mapa fisico do genoma de Z. mobilis ZM4 e sua unidade
transcricional ribossomal (KANG; KANG, 1998; LEE; JIN; KANG, 2001)
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contribuiram para a descoberta do primeiro genoma completo deste micro-organismo.
Além da Z. mobilis ZM4, outras linhagens como ATCC 10988, NCIMB 11163 e
ATCC 29192, ja tiveram o seu genoma sequenciado (KOUVELIS, et. al., 2009; PAPAS
et. al., 2011; KOUVELIS, et al., 2011). Recentemente, a Z. mobilis CP4, isolada de
caldo de cana fermentado e depositada na Colecdo de Micro-organismo do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA),
teve o genoma completo sequenciado (KOUVELLIS et. al., 2014).

A ocorréncia de plasmidios foi relatada pela primeira vez por Tonomura et al.,
(1992), possibilitando a comparagdo e a caracterizacdo destes elementos
extracromossdmicos em diferentes linhagens de Z. mobilis. Esses autores demonstraram
que todas apresentaram plasmidios variando de 1,76 a 50 Kb.

O sequenciamento das linhagens de Z. mobilis CP4, ATCC 10988, ATCC
29192, demonstrou que as mesmas possuiam 5, 6 e 2 plasmidios, respectivamente,
variando o tamanho entre 2Kb e 37Kb (KOUVELIS, et. al., 2009, KOUVELLIS, et al.,
2011, KOUVELLIS et. al., 2014).

Véarios genes e operons de linhagens de Z. mobilis também j& foram
sequenciados por grupos de pesquisa. Entre esses estdo genes relacionados com o
metabolismo da Z. mobilis, como por exemplo o gene da frutoquinase (ZEMBRZUSKI
et al.,, 1992), piruvatoquinase (STEINER et al., 1998) e genes do metabolismo da
sacarose (SONG et al.,, 1993, 1994; ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN,
1999).

3.1.4 Importancia Biotecnolodgica: Aplicacdo na industria

Z. mobilis tem sido alvo de inimeras pesquisas devido ao seu alto potencial
fermentativo, do qual resulta na producédo de etanol com velocidade trés a quatro vezes
maior que Saccharomyces cerevisae (ROGERS et al., 1979; BARROW et al., 1984;
DOELLE et al., 1993; KANNAN et al., 1998; RUANGLEK et al., 2006).

Diversos estudos, em diferentes paises, tém explorado o potencial de Z. mobilis
na producdo de etanol. Na Australia, Canad4, Estados Unidos e Japdo, esta bactéria tem
sido utilizada para producdo de alcool etilico em larga escala (TANAKA et al., 1999;
MCLELLAN et al., 1999; SHANE et al., 2000).
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Diferentes tipos de substratos tém sido utilizados para producdo de etanol em
fermentacdes com Z. mobilis como o caldo da cana-de-acicar (TANO ; BUZATO,
2003), farinha e farelo de trigop (PALMAROLA-ADRADOS et al., 2005), residuos
industriais (KADAR et al., 2004), algaroba (SILVA, 2007), além de meios sintéticos
como misturas de glicose/frutose (SHENE ; BRAVO, 2001).

Além de etanol, subprodutos de importancia biotecnolégica sdo formados a
partir do metabolismo de Z. mobilis, como levana e sorbitol. A levana é utilizada pela
indUstria de alimentos como agente espessante, produtos dietéticos e fixador de cores e
sabores (YUN, 1996). Além disso, sua hidrolise produz frutose que tem poder adogante
superior a sacarose (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005). Dentre os organismos
produtores de levana a Z. mobilis é 0 mais promissor para producdo em escala industrial
(ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999; MELO et al., 2007). O sorbitol
apresenta uma ampla aplicagio na industria de alimento (KRETCHMER;
HOLLENBECK, 1991), cosméticos, téxtil e farmacéutica (HOUGH et al., 1979).

Também ¢é conhecida a capacidade de Z. mobilis produzir frutooligossacarideos
(BEKERS et al., 1993), glutamato, acido acético, acetaldeido (COTON et al, 2005),
acido glicénico (SILVEIRA et al.,, 1999) e mais recentemente a producdo de
asparaginase (ABUD et al., 2003; CASOTTI et al., 2007).

3.1.5 Uso terapéutico de Zymomonas mobilis

Estudos realizados por varios pesquisadores mostraram que Z. mobilis apresenta
atividade antagdnica contra bactérias, leveduras, fungos filamentosos e helmintos
(GONCALVES DE LIMA et al.,, 1968; WANICK et al.,1970; GONCALVES DE
LIMA et al., 1970; WANICK et al.,1971; SOUZA; SOUZA, 1973; LOPES et al., 1980;
SCHUMACHER et al., 1997; FERRAZ et al.,1998; SANTOS et al., 2004).

A ingestdo de preparacdes liquidas de Z. mobilis ja foi utilizada no tratamento de
varias infeccOes entéricas (GOMES, 1959; GONCALVES DE LIMA et al., 1970) e
urogenitais (WANICK et al., 1970; WANICK; SILVA, 1971; SOUZA; SOUZA, 1973)
as quais promoveram resultados promissores.

Com a finalidade de observar o comportamento de Zymomonas mobilis var.
recifensis frente a pacientes que apresentam infecgOes genitais, Wanick e Silva (1971)

realizaram estudo utilizando duas formas de aplicacdo de Z. mobilis var. recifensis:
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liguida ou sob a forma de geléia para o tratamento de pacientes que apresentavam
infeccbes genitais causadas por Neisseria gonorrhoeae, Candida albicans e
Trichomonas vaginalis. As infec¢des causadas por N. gonorrhoeae foram curadas em
um periodo de 10 a 12 dias utilizando a forma de gelélia e de 15 dias para a forma
liquida. Para a tricomoniase e candidiase o tempo de cura foi de 6 dias sob a forma de
gelélia.

Souza e Souza (1973) observaram o efeito antagdnico de Z. mobilis sobre
Escherichia coli. Haemophilus vaginalis, N. gonorrheae, Trichomonas mobilis e
Staphylococcus aureus. Tampdes vaginais impregnados de Z. mobilis sob a forma de
geléia foram inoculados em pacientes portadores de colpite e vulvovaginite. Os tampdes
eram substituidos a cada 24 h e em media a duracdo do tratamento foi de 6-10 dias, com
obtengdo de resultados significativos, a citar a recuperagdo da coloragdo normal da
mucosa vaginal e o desaparecimento dos sintomas clinicos.

Lima (2002) relatou a producdo de bacteriocinas em linhagens de Z. mobilis
exibindo um amplo espectro de acdo contra patégenos como E. coli e S. enteritidis.

A acdo anti-helmintica da cultura bacteriana de Z.mobilis foi avaliada pelo
tratamento de camundongos infectados com Schistosoma mansoni. Nesse estudo, foi
observada uma reducdo significativa de 60,91% no grupo tratado quando comparado
com o controle, cujos camundongos ndo haviam tomado o fermentado (SANTOS et al.,
2001). Posteriormente, SANTOS et al. (2004), administraram oralmente cultura de Z.
mobilis a camundongos C57BI/10 do sexo masculino, infectados com S. mansoni. Estes
autores observaram uma protecdo de 61% nestes camundongos, que foi confirmada

através de estudos histopatologicos do figados e do intestino desses animais.

3.2 Técnicas moleculares para a identificacdo e caracterizacéo bacteriana

Tradicionalmente, as técnicas de identificacdo e diferenciacdo de linhagens
bacterianas sdo baseadas nas caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas das amostras.
Contudo, essas técnicas convencionais sdo, muitas vezes, limitadas por sua baixa
capacidade de diferenciacdo entre linhagens de uma determinada espécie e também
devido, muitas vezes, a baixa reprodutibilidade dos testes (OLIVE; BEAN, 1999).

Com o0 avanco da biologia molecular, diversas técnicas foram desenvolvidas

para a identificacho e caracterizagdio de micro-organismos, contribuindo
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significativamente para um grande avanco do conhecimento da diversidade microbiana.
Em geral, essas técnicas baseiam-se na analise das proteinas e principalmente dos
acidos nucleicos, apresentando diferentes niveis de resolucdo para a deteccdo da
variabilidade genética entre linhagens bacterianas (PALLERONI, 1993).

Diversas técnicas moleculares estdo disponiveis para a caracterizagdo molecular
de isolados bacterianos, as quais fornecem diferentes niveis de diferenciacdo
taxonémica (Figura 1). Dentre as mais utilizadas estdo: a) RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism); b) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); c) AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism); d) seqiiéncias de subunidades do rDNA,;
e) ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis); (VAN ELSAS et al.,
1998; MCDONALD, 1997; AMICUCCI et al., 2001; PENNANEN et al., 2001;
TAYLOR et al., 2001; OLIVEIRA; COSTA, 2002).

Yvvvy

Nivel supra-familiar

Familia
Género
Espécie
Linhagem

Técnica

Polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricao (RFLP)

An3lise de fragmentos de restric3o de baixa frequéncia (LFRFA)
Ribotipagem

Amplficacio de DNA (AFLFP, AP-PCR, DAF, RAPD, rep-PCR, ARDRA)
Tipagem de fagos e bacteriocinas

Técnicas soroldgicas {(monoclonais, policionais)

Zimogramas (Polimorfismo de enzimas)

Padr&es eletroforéticos de proteinas totais

Hibridag3o DNA-DNA
% G+C

tDNA-PCR

Marcadores quimiotaxondmicos (poliaminas, quinonas)
Padrao de acidos graxos celulares (FAME)
Estrutura da parede

Fenotipagem (classica, API, Biolog...)

Hibridacdo DNA-rRNA

Seqienciamento do rRNA. ARDRA

Sondas d= DNA

Sequenciamento de DNA

Figura 1: Resolucdo taxondmica das técnicas mais utilizadas na caracterizacdo de
micro-organismos. Modificado a partir de Swings (1996).
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3.2.1 Genes ribossomais como marcadores filogenéticos

Um fator importante para o crescimento, manutencéo e reparo celular dos micro-
organismos é a sintese proteica, que depende da participacdo do RNA ribossémico
(rRNA) para a formacéo do ribossomo e traducao de informacéo genética.

O ribossomo das células procaridticas é constituido pelo RNA ribossomal e por
varias proteinas. Ele é composto de duas subunidades principais, a 50S (subunidade
maior) e a 30S (subunidade menor). Na subunidade maior estdo as moléculas de 23S,
5S rRNA e mais 31 proteinas. Na subunidade menor estdo o 16S rRNA e mais 21
proteinas (WOODSON; LEONTIS, 1998).

Os genes que codificam os rRNAs procaridticos sao organizados em operons
(rrn operon) formados pelos trés genes que codificam 0s rRNA: 16S rDNA, 23S rDNA e
5S rDNA. Cada um desses genes é separado por uma regido espacadora intergénica

(ISRs), gque contém um ou mais genes de RNA transportador (tRNA) (Figura 3.2).

Genes: o 169 I'RNARNA 235 rRNA 55 rBNA tRNA
TRVGEY Ly -

- . - - ——
Promoters = Terminators
30S pre-rBNA l Transcription
e
i it tiin

. Cleavage at '
} Further trimming

—_— — o
16S rRNA tRNA 23S rBNA 58 rBNA tRNA

Figura 2: Organizacdo do operon do RNA ribossémico
(Fonte: http://www.personal.psu.edu/.../image002.png)

Esses genes correspondentes aos RNAs ribossdmicos sdo utilizados para as
determinacg6es filogenéticas, pois apresentam todas as caracteristicas que definem um
marcador molecular, tais como: a) estdo universalmente distribuidos e tém a mesma
funcdo em todos os organismos; b) originaram-se de genes ancestrais comuns, portanto
sdo homdlogos; ¢) possuem regides bastante conservadas e outras mais variaveis, onde a
taxa de variacdo nucleotidica pode ser estatisticamente correlacionada com a distancia
entre géneros e espécies (CLARRIDGE, 2004); d) os rRNAs 16S e 23S sdo moléculas
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razoavelmente grandes, tendo portanto informacgdes suficientes para comparacOes
estatisticamente significativas (ROSADO et. al., 1997).

O gene 16S rDNA possui aproximadamente 1500 nucleotideos e geram grande
quantidade de informacdes Uteis para inferéncias filogenéticas. O gene 23S rDNA tem
aproximadamente 3000 nucleotideos e contem duas vezes mais informagdes que 0 gene
16S rDNA, apesar disso, esta regido por ser menor, tem maior facilidade de
sequenciamento, sendo assim a mais utilizada para propositos taxonémicos. Contudo, o
23S rDNA tem sido utilizado como suplemento para os dados gerados pelo estudo do
16S rDNA em organismos intimamente relacionados (STAHL, 1997).

A analise comparativa de sequéncias nucleotidicas do gene 16S rDNA tem sido
largamente utilizada em estudos taxondmicos e de identificacdo de bactérias. A
vantagem de utilizar essa técnica é a disponibilidade de um grande numero de
sequéncias desse gene depositadas em bancos de dados como Gen-Bank, RDP, EMBL,
possibilitando a comparacdo de novas sequéncias obtidas com as sequéncias presentes
nessas bases (COUTINHO et al., 1999).

As regides espacadoras intergénicas 16S-23S rDNA (ISR) recebem uma menor
pressao de selecdo evolucionaria que os genes que codificam os rRNA 16S e 23S e por
isso apresentam grande variacdo genética. Este polimorfismo consiste principalmente
em insercdes e/ou delecBes na ISR (ANTON et al., 1998; LUZ et al., 1998) e a analises
desta regido tem sido extremamente Util na deteccdo de variacBes intra-especificas
(BOURQUE et al., 1995).

A andlise de sequéncias das regides espacadoras entre 0s genes 16S-23S rDNA
disponiveis em bancos de dados revelou que ndo existem regibes altamente conservadas
nessa molécula e que pode ocorrer variagdo consideravel entre as espécies, tanto no
tamanho como na sequéncia de bases (GURTLER; STANISICH, 1996).

A amplificacdo dos genes rDNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR,
permite realizar a Analise de Restricdo do DNA Ribossémico Amplificado (ARDRA).
Esta técnica baseia-se em padrGes de restricdo enzimatica utilizando enzimas
selecionadas com base na sua habilidade de revelar polimorfismos nos fragmentos de
DNA e no grau de conservacdo dos sitios de restricdo do rRNA, que refletem padrdes
filogenéticos.

A ARDRA tem sido utilizada como uma ferramenta molecular rapida, barata e

eficaz para anélise de diversidade genética (GRIFONI et al, 1995). O polimorfismo dos
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perfis de bandas (ribotipos) observados por eletroforese em géis de agarose vem sendo
utilizado para estudos de filogenia, variabilidade ou agrupamento genotipico de isolados
bacterianos (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; LEI et al., 2008; LUVITTO, 2008;
MOCALI et al, 2003; SOUZA, 2005; SUN et al., 2008).
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 Micro-organismos

Foram utilizadas 32 linhagens de Zymomonas mobilis, previamente isoladas em
diferentes fontes, locais e ano, e depositadas na Colecdo de Micro-organismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, UFPEDA
(Tabelal) (FALCAO DE MORAIS et al., 1993). Todas as linhagens de Z. mobilis foram
mantidas liofilizadas desde setembro de 2008. Para a utilizagdo no presente estudo, em
abril de 2013, as linhagens foram reativadas em meio padrdo SSDL (Anexo 1). A
pureza dos isolados foi avaliada pela auséncia de crescimento em meio Agar-Nutriente,
a temperatura de 30°C, por 24h. Durante todo o estudo, repiques continuos, em meio
padrdo SSDL, foram realizados a cada 3 meses.

4.2 Extracdo de DNA cromossémico

A extracdo do DNA cromossdmico foi realizada por meio da técnica descrita por
Sambrook et al. (1989), com algumas modificaces. As linhagens de Z. mobilis foram
cultivadas em tubos de ensaio contendo meio padrdo SSDL e incubadas a 30°C. Apds
16 horas, 5 mL de cultivo foram centrifugados em tubo Falcon por 5 min a 12.000 rpm.
O sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado 1,5 mL de tampdo TAS
(Anexo 1) para a lavagem do sedimento. O material foi ressuspendido e centrifugado a
12.000 rpm por 3 minutos. Este procedimento de lavagem e centrifugacao foi repetido
por duas vezes.

Apo6s a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 500 pL de tampdo TAS. A amostra foi tratada com proteinase K
(150pg/mL) e SDS 10% e incubada a 50°C por 60 minutos. Em seguida, foi adicionado
400 pL de CIA (cloroférmio: alcool isoamilico), homogeneizado por inversdo e
centrifugado por 2 minutos a 12.000 rpm. A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo e 400 pL de CIA e SDS 2% foi adicionado, a amostra foi novamente
homogeneizada e centrifugada nas mesmas condic¢des anteriores.

Apos a centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo, no qual

foi adicionado acetato de potéssio (pH 5,2) 30mM. Em seguida a amostra foi
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precipitada com isopropanol (0,6v), incubada a -20°C por 60 minutos e centrifugada a

12.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado formado foi

lavado com etanol 70% (gelado) por 3 vezes, sendo centrifugado a 14.000 rpm por 5

minutos. Depois de centrifugadas, as amostras foram secadas em temperatura ambiente.

Em seguida foram ressuspendidas em 30 pL de TE+RNAse , incubadas em banho-maria

a 37°C por 30 minutos e estocadas a -20°C.

Para avaliar a qualidade DNA extraido, foi retirado 1uL de cada amostra, o qual

foi misturado a 3uL de tampdo de amostra e 1pL do corante SYBR Green. Essa mistura

foi aplicada em gel de agarose 0,8%, em tampdo de corrida TBE 0,5x. Apds a corrida, 0

gel foi observado em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentado.

Tabela 1: Linhagens de Zymomonas mobilis UFPEDA.

Colecéo Linhagens Fonte de isolamento Autor Local
UFPEDA

198 AG-11 Suco de Agave atrovirens Gongalves de Lima et. al., 1951 México

199 CP, Caldo de cana Fermentado Gongalves de Lima et. al., 1970 Recife/PE

200 CP, Caldo de cana Fermentado Gongalves de Lima et. al., 1970 Recife/PE

201 CP,4 Caldo de cana Fermentado Gongalves de Lima et. al., 1970 Recife/PE

202 CP4 Caldo de cana Fermentado Gongalves de Lima et. al., 1970 Recife/PE

203 Z-1-80 Caldo de cana + melago Falcéo de Morais et. al., 1980 Usina Massauassu, Escada/PE

204 Z-2-80 Caldo de cana + melago Falcéo de Morais et. al., 1983 Séo Paulo

205 ZAP Agua residual agucarada Falcéo de Morais et. al., 1980 Refinaria de Aglcar/PE

206 Ps Caldo de Cana Falcéo de Morais et. al., 1983 Engenho Pitu, Vitdria de

Santo Ant&o/PE
207 P4 Caldo de Cana Falcéo de Morais et. al., 1983 Engenho Pitu, Vitéria de
Santo Ant&o/PE

208 Z-1-81 Caldo de Cana Falcdo de Morais et. al., 1983 Usina Bulhdes, Jaboatdo/PE

209 Z-1-81A Caldo de Cana Falcao de Morais et. al., 1983 Usina Bulhdes, Jaboatdo/PE

210 T, Caldo de Cana + melago Falcéo de Morais et. al., 1993 Usina Massauassu, Escada/PE

238 ZAG-4 Recombinante (AG11+ZAP) Calazans et. al., 1989 -

240 ZAG-10 Recombinante (AG11+ZAP) Calazans et. al., 1989 -

241 ZAG-12 Recombinante (AG11+ZAP) Calazans et. al., 1989 -

353 Z-1-86A Caldo de cana + melago Falcéo de Morais et. al., 1993 Usina Maravilhas, Goiana/PE

354 Z-1-86B Caldo de cana + melago Falcéo de Morais et. al., 1993 Usina Maravilhas, Goiana/PE

355 Z-1-87 Caldo de cana fermentado Falcdo de Morais et. al., 1993 Engenho de Alagoas/AL

356 Z-1-88 Caldo de Cana Falcdo de Morais et. al., 1993 Usina Laranjeiras,
Vicéncia/PE

357 Z-2-88 Caldo de cana Falcdo de Morais et. al., 1993 Destilaria GIASA, Paraiba/PE

358 Z-3-88 Caldo de cana Falcdo de Morais et. al., 1993 Usina Cruangi, Timbauba/PE

359 Z-4-88 Caldo de cana + melago Falcéo de Morais et. al., 1993 Usina Cruangi, Timbatba/PE

360 Z-5-88 Caldo de cana + melago Falcéo de Morais et. al., 1993 Usina Maravilhas, Goiana/PE

361 Z-6-88 Caldo de cana + melago Falcéo de Morais et. al., 1993 Destilaria Alvorada, Cha-de-
Alegria/PE

362 Z-1-97 Caldo de cana Falcdo de Morais et. al., 1997 Destilaria PEMEL,
Marataca/PB

363 Z-1-96 Caldo de cana + melago Falcao de Morais et. al., 1996 PE

386 Z-1-85 Bagaco da cana Falcéo de Morais et. al., 1993 Fabrica de papel Portela,
Jaboatdo/PE

387 Z-2-85 Caldo de cana + melago Falcdo de Morais et. al., 1993 Destilaria Alvorada, Cha-de-
Alegria/PE

388 ZAG-6 (AG11+ZAP) Calazans et. al., 1989 -

633 ZM4/(ATCC31821) - -

634 Z-2-97 Caldo de cana Falcdo de Morais et. al., 1997 PE
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4.4 Amplificacdo e purificacdo do gene 16S rDNA por Reagcdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

O gene do RNA ribossomal 16S (16S rDNA) foi amplificado utilizando o0s
oligonucleotideos iniciadores: fD1 (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e rD1 (5°-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3") ( Weisburg et al.,1991).

A amplificacdo das amostras foi efetuada em volume final de 25 uL contendo
tampdo 10X, dNTPs (10mM.), MgCI2 (50mM.) e Taq polimerase (2,5 U/uL),
iniciadores (50pmol/cada) e 1 uL. da amostra de DNA (Tabela 2). As reagdes foram
realizadas em termociclador (C1000 Thermal Cycler — BioRad), programado com um
ciclo inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos, cada ciclo consistindo de uma
etapa de desnaturacdo (95°C por 45 segundos), uma etapa de anelamento (60,0°C por 45
segundos) e uma etapa de extensdo (72°C por 2 minutos) e, por fim, uma etapa de
extensdo final a 72°C por 5 minutos (Tabela 3).

Apds o processo de amplificacdo, cada reacdo foi avaliada por eletroforese. Para
isso, foram adicionados as reagoes: 7 uLL de tampao de amostra ¢ 3 uL de SYBR Green.
Essa mistura foi aplicada em gel de agarose a 1,2%, em tampé&o de corrida TBE 0,5,
utilizando como marcador DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). Em seguida, o gel foi

observado em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentado.

Tabela 2: Componentes das reagdes de amplificacdo do gene 16S rDNA por PCR

Reagentes Volume para uma reagao (ul) Concentracao final
Agua Mili Q 17,5 -
Tampéo de reagéo 2,5 1x
MgCl, 1,0 2 mM
dNTP 0,5 0,2 mM
Primer forward 1,0 1,0 pmol
Primer reverse 1,0 1,0 umol
DNA molde 1.0 10-15 ng/ uL.
Taq polimerase 0,5 1,5U/uL

Total 25,0 -
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Os produtos do gene 16S rDNA amplificados foram purificados, seguindo o
protocolo do kit de purificacdo PureLink (Invitrogen) e em seguida sequenciados em
sequenciador automatico de DNA ABI 3100.

Tabela 3: Primers e condic6es de amplificacdo do gene 16S rDNA das linhagens de
Z. mobilis — UFPEDA.

Gene Primers Sequéncias Condicdes de PCR

5 min a 95°C,

fD1 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 30x (45s a

95°C; 45s a
16S rDNA 60,6°C; 2 min a
rD1 5"-AAGGAGGTGATCCAGCC-3 72°C)e5mina

72°C

4.5 Determinacao dos perfis de restricdo teérico

As sequéncias do gene 16S rDNA de Z. mobilis obtidas foram utilizadas para
determinar os perfis de restri¢do teorico das enzimas Haelll, Ndell e Stul. Sequéncias de
linhagens de colegdes internacionais, previamente depositadas no GenBank, foram
utilizadas para comparacdo com as linhagens da Colecdo de Micro-organismos
UFPEDA. Os perfis de restri¢do tedricos foram determinados pelo programa WebCutter

2.0 disponivel online (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/).

4.6 Analise de restrigdo do gene 16S rDNA (ARDRA)

Os produtos do gene 16S rDNA amplificados e purificados foram clivados com
as enzimas de restricdo Haelll, Ndell e Stul (Tabela 4). Para as reacdes enzimaticas,
foram utilizados 1U de cada enzima, 10 uL do produto amplificado, 2,5 uL. de tampao
de reacdo 10X para a Haelll e Stul e 12,5 de tampdo reacdo 2x para a Ndell. Foi
adicionada agua Milig em cada uma das reagdes para obter-se o volume final de 20 pL

(Tabela 5). Todas as reacGes ocorreram no termociclador, a 37°C, durante 1 hora.


http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/
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Tabela 4: Sitios de clivagem das enzimas de restri¢do Hae 111, Stul e Ndell.

Enzimas de Sitios de
Restricéo Clivagem
Hae IlI GGI/CC
Stul AGG/CCT

Ndell IGATC

Os produtos das reacdes foram analisados por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (p/v). Para isso foram retirados 10 uL de cada reagdo, no qual foi
adicionado 3 pL de tampao de amostra, ¢ 2L do corante SYBER Green. A mistura foi
aplicada ao gel de agarose, em tampdo de corrida TBE 1x, juntamente com o marcador
de peso molecular DNA Ladder 100 pb (Invitrogen), a 75V por 2 horas. Posteriormente,

os géis foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados.

Tabela 5: Componentes das reacBes de restricdo do gene rDNA das linhagens de Z.
mobilis.

Volume para cada reacéo (pl)

Reagentes
Haelll Stul Ndell
Agua Mili Q 12 12 2,0
Tampdao da enzima 25 25 12,5
(10x Haell e Stul; 2x Ndell)

Enzima(1U) 0,5 0,5 0,5
Produto de PCR 10,0 10,0 10,0
Volume final 25 25 25

4.6 Analises dos dados

As sequéncias do gene 16S rDNA das linhagens de Z. mobilis obtidas foram
comparadas com outras sequéncias depositadas no banco de dados Genbank do NCBI
usando a ferramenta BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). A qualidade do



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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sequenciamento foi analisada com o auxilio dos programas Pregap4 4.0 e Gap4 4.0 que
fazem parte do Staden, o valor de Phred assumido para a analise das sequéncias foi 30.

As sequéncias obtidas foram alinhadas multiplamente com os software Mega 5.2
e Multialin juntamente com sequéncias de linhagens padréo de colegdes internacionais
depositadas no GenBank. O programa ClustalW foi utilizado para a constru¢do de um
dendograma pelo método neighbor-joining.

Para a analise dos resultados dos perfis de restricdo tedrico foi utilizado o
programa NTSYS-pc. Os resultados, expressos em termos de presenca ou auséncia de
cada fragmento, foram colocados em matrizes binarias, em que “1” representava a
presenca da banda e “0” representava sua auséncia. Desta forma, este programa
construiu uma matriz de similaridade, através do coeficiente de similaridade Jaccard.
Estes dados da matriz de similaridade foram utilizados pelo programa para a construcao
do dendograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using

Arithmetic Average) estabelecendo as relacfes genéticas entres os diferentes isolados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracdo de DNA cromossémico

A metodologia utilizada para a extracdo de DNA cromossdmico das linhagens
de Z. mobilis, mostrou-se eficiente para o isolamento do DNA de todas as linhagens
estudadas, como pode ser observado na figura 3. A concentracdo de DNA foi estimada
por comparagdo com amostras de DNA de fago lambda, colocadas no gel e contendo
concentragOes conhecidas. Todas as amostras de DNA obtidas foram diluidas em &gua

milig para se obter no final uma concentracdo aproximadamente de 10-15ng/pL.

Figura 3: DNA das linhagens de Zymomonas mobilis — UFPEDA. 1: CP,; 2: CPg; 3:
CP,. 4: Z-1-80; 5: Z-2-80; 6: ZAP; 7: Ty; 8: ZAG-4; 9: ZAG-12; 10: Z-1-86A, 11: Z-1-
86B; 12: Z-4-88.
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5.2 Amplificagédo do gene 16S rDNA por PCR

Os produtos da amplificacdo do gene 16S rDNA das diferentes linhagens de Z.
mobilis apresentaram um peso molecular de aproximadamente 1500 pares de bases,
(Figura 4). O tamanho dos fragmentos obtidos esta de acordo com os fragmentos da

amplificacdo do gene 16S rDNA descrito na literatura.

1500pb >

Figura 4: Produtos de amplificacdo do gene 16S rDNA de algumas linhagens de
Z. mobilis UFPEDA. M: DNA Ladder 100 pb; C: controle negativo;1: CP,; 2: CPy; 3:
ZAP; 4: ZAG-12;5: Z-1-86B.

5.3 Analises das sequéncias do gene 16S rDNA

As colec¢des de culturas de microrganismos tém assumido um papel importante no
desenvolvimento de pesquisas cientificas, por representarem um depositario para a
preservacdo e manutencdo de linhagens de microrganismos produtores de insumos
biotecnologicos. Diante desse contexto, as linhagens de Z. mobilis depositadas na
Colecdo de Culturas da UFPEDA representam um patrimoénio de grande importancia

biotecnoldgica em decorréncia dos varios metabolitos produzidos por esta bactéria.
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De acordo com o grau de similaridade genética observado, as linhagens foram

agrupadas em quatro genotipos (G1-G4). O Gendtipo G1 agrupou 20/32 linhagens

apresentando 99% de similaridade com todas as linhagens padrdo. O G2 reuniu 06/32

linhagens com 98% de similaridade com a linhagem Z. mobilis subsp. francensis

ANO0101 e 99% com as demais linhagens padrdo. Ja& o genotipo G3 possuiu 04/32

linhagens que apresentaram 99% de similaridade com Z. mobilis subsp. mobilis LGM

445 e 98% com Z. mobilis subsp. pomaceae LGM 448 e Z. mobilis subsp. francensis
ANO0101. O G4 agrupou 02/32 linhagens com 98% de similaridade com Z. mobilis

subsp. mobilis LGM 445 e 97% para as demais linhagens padrédo (Tabela 2).

Tabela 2: Similaridade entre as linhagens de Zymomonas mobilis da UFPEDA e

linhagens depositadas no banco de dados Genbank.

Similaridade com Z. Similaridade com Z.

. ) mobilis subsp. mobilis subsp.
Gendtipos Linhagens .
mobilis LMG 445 pomaceae LMG 448
(NR_074274.1) (NR_028793.1)

Similaridade com Z.
mobilis subsp.
francensis AN0101
(NR_104791.1)

AG-11; CPy; CP,.
CP3.Z-2-80; T,; Z-1-
8; Z-1-81A; ZAG-10;
Z-1-87; Z-1-88; Z-2-
G1 99% 99%
88; Z-4-88; Z-6-88;
Z-1-97; Z-1-96; Z-1-
85; ZAG-6; Z-2-9;
ZM4
Z-1-80; P3; P4; ZAP;
G2 99% 99%
Z-3-88; Z-5-88
CP,; ZAG-4; Z-1-

G3 99% 98%
86A

G4 Z-1-86B; ZAG-12 98% 98%

99%

98%

98%

97%

O gene 16S rDNA é amplamente utilizado como marcador filogenético, pois

apresenta sequéncias altamente conservadas entre regiGes variaveis, estando presente e

desempenhando a mesma fungcdo em todos os procariotos, ndo sendo afetado por

mudangas ambientais e apresentando um tamanho suficiente para ser utilizado em
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inferéncias taxonémicas [21-23]. As sequéncias de 16S j& foram determinadas para um
namero grande de linhagens bacterianas e estdo, em sua maioria, depositadas no
GenBank [24-25], podendo ser utilizadas para a comparacdo com as sequéncias de
isolados em estudo.

As sequéncias do gene 16S rDNA obtidas no presente estudo apresentaram
similaridade igual ou superior a 97% com as espéecies de Z. mobilis depositadas no
GenBank. De acordo com Stackebrant e Goebel (1994) [25], apenas se a sequéncia 16S
apresentar similaridade inferior a 97%, é possivel classificar um isolado como uma
espécie diferente. Dessa forma, pode-se confirmar que as 32 amostras UFPEDA
pertencem a espécie Z. mobilis.

O alinhamento multiplo das sequéncias do gene 16S rDNA das linhagens de Z.
mobilis UFPEDA revelou regides génicas com elevado grau de conservagao. A partir
destes resultados é possivel revelar a estabilidade e o grau de conservacdo da regido do
gene 16S rDNA em todas as linhagens de Z. mobilis UFPEDA utilizadas no presente
estudo. Também foi possivel observar que as linhagens de cole¢es internacionais
diferem das linhagens de Z. mobilis UFPEDA por algumas mutagdes de bases.

Essas mutacBes pontuais sdo também chamadas de polimorfismos de base
unica (SNPs — Single Nucleotide Polymorphism). Os SNPs ocorrem ao longo de todo
genoma e apresentam vantagens para a caracterizacdo bacteriana, além de um grande
namero de plataformas desenvolvidas para analisar tais marcadores [26-27]. Por esses
fatores, varios pesquisadores utilizam esta técnica para estabelecer relacfes
filogenéticas entre isolados bacterianos. Marques et al. (2011) [28] e Wang et al. (2010)
[29], que analisaram a variabilidade genética por meio da deteccdo de SNPs nas
sequéncias do gene 16S rDNA em isolados de Ureoplasma diversum e Mycobacteria,
respectivamente, concluiram que esta técnica pode ser utilizada para estabelecer padrdes

epidemioldgicos diferenciando isolados de diferentes espécies.

5.4 Analise de Restricdo do DNA Ribossémico Amplificado (ARDRA)

Desde 1976, os métodos utilizados na identificacdo de Z. mobilis, a nivel de
subespécie, sdo baseados em testes fisiologicos (Swings e Deley, 1977) [1]. Esses testes
consomem tempo e sdo duvidosos. Por esta razdo, técnicas moleculares sdo propostas
como uma alternativa para identificacdo dessas bactérias. Dentre as varias técnicas

moleculares disponiveis para a caracterizacdo de isolados bacterianos, uma das mais
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utilizadas € a técnica conhecida como ARDRA (Anélise de Restricdo do DNA

Ribossémico Amplificado).

Zimobilis.2
b Lis 2-2-97_UFP
Zimobil
Zimobilis_2-1-85_UFP
mobilis_2-1-88_UFP
wobilis. Sy
wob 5
mobi1is_2-2-00_1FP
mobilis_2=1~96_UFP
mob .
mobilis 2-2-85_UFP
Z.mobil
2.mobilis 2-1-97_UFP
Zimobill
Z.mobilis_2-5-68_UFP
PomobilLs_CPI_UFPLOR
2.mobi iz PI_UFPEON
2.mobilis 12,
2.mobilis 2-6~68
Z,mobili

1 530 540 550 560 520 580 530 €00 10 20 630 €40 50
GTGLGRAGLLGACT TRCTGETCTRTRGT lm vmumslwlmm- TRGATACCC CROGLCG T R TCORGLIRCATRGIRTCTG
&1 mmxm TCIRTRGTT TIRGATRCCCTRGTRGT *MIﬂﬂlUl*I“ﬂl'IMInlﬁlmlﬁ
G GO LAAGGCGAC T TRC T ltlﬂwl' -—-ﬂ“ﬁl‘lmuﬂl&t 5 TIG TCCROGLCG T AMNC GR TGATAC TAEE TG COMGLTRCATGGIRTCTG
CTGULOGMMGGCGACTTACTGETCTATAGT TEACGE TGRGE TRCGAALLG TGGOTAGTRRRCHGENA T TAGATRCCC TEA THGT: 'mv-ralmuuuuu TCOSGGTACATGGIRTCTG
CIGACORSGECGAC I TRCTUGATCTRTAGT TEACHE T GAGH TRCGARASCL TGHGTRGCARRCAGEA T TROATACCCTE CORCECOLTRMACHATGRTARC THEC TG COSSGTRCATGLIRTCTG

GTGECORMGLIGAC TTACTGETCTRATAST TEACHL T GAG6 TRCCARRSCG TGO T RGCAARCAGEATTRGATACCC TE6THGTCCRCCCOLTRARCHATGATRAC TREL TETCOGSGTRCATGETATCIG

STGUCGARGGCGACTTACTGETCTRTAGT TEACHL T GAGE TRCGANRECG TGGETAGCARRCAGEAT TRGATACCCTES THGTOCACGCCGTRARCGATGATRAC TRECTGTCOEGGTACATLGTRTCTG
GTGHCGRRGGCGACTTACTGETCTATAGT TEROEL T GGG TRCGRARGCG T GEGTRGCARRCRGEAT TRGATACCC 166 THGTOCACGCOGTRMACGRT GATRAC THEC TGTCOSGETRCATGGIRTCTG
SCTGUCGASGGIGACT TRCTEETCTRTAGT TEACEL 16866 TRCGRARGLG TGGS TRGCRRRCAGEA T TAGATRCCC TEA TRG T CCRCSCCG T RARCHAT GATARC TREC TGTCOSGETRCATRGIATCTG
GO GRAGGULRC

& TTRCTOETCTRATAGT TEACKE TGAGG TROGAANGL G GGG T RGARAC mm-mttm!mauntmmmuna«mmtmmlmm
GTGECGRAGLCGACT TRCTRETCTRTRGT TGRCGE TGRGG TR 51655 TRGCARACRGEN T TRGATCCE T CCROGCUG T RAALCT TRCATRGIRTCTG
GTGSCHINGECGAC T TRC TOATCTRTIGT TGRS WGNTTRGRENCEC 165 T: CROGLUGT R Cre
GIGACGMMGLIGNCTTRCTRETCTRTRGT T LIGGET MAATTRGATRCCE CACELOGT v Thet TRCATGGIRTCTG
GIGECOARGGCGACTTRCTGETC TATRAGT TRACEL T GAGG TRC: ACEATTRGATRCCCTEG THGTCCRCECOGT NRRCGRTGAHTRAC TREL TETCOAAGTACATGGIATCTG
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2, mobilis 2A6-12_UFP STGECORAGECGACTTACTGETCTRTAGT TSACHE 1 GAGG TRCGARRECS TGGGTRGCARRCAGEATTRGATACCC TSGTAGT CCACSCOGTARACGATGATRAC THEC TGICCESGTRCATGETRTCTE
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fomobilis, TTRCCRGEGTTTGRCA T ==CCTGATCGLGGARAG TGGRCACRCA=T TCT I TCRGTTCLECT CTGCATEECTETORTOREC TCRTRICEY MW"“"-ZI! COGCRARC
Lomobilis 2-156 6P "m"‘wl-—a GATCHOGGARAG TGGRCACRCA=TTCTTTORGTT m“l TECATEACTETOSTOREC TCRTGICGTGAGATGT THOST TRAG TCCOMCARC
{omobilis 2 LFPEDR |luua:nlllml—ulmlmﬂmntlnmrr:mrmrmm TECATEACTETORTORECTORTGIC TGEETTRAG1CCOMCART
fomobil! CAGCGTTTRRCAT==CCTGATCOUGGRRAG TGGRSACRCA=TTCTT TORGT TCGEC T HEATCRGASACHGA TEL TOCATESCTETOGTOREL TCRTETCGIGAGATG] TGOST TRRG TCCOGCARC
wmebi nxcnusnlum-onmmmunlm TCHECTGEATORGRGRCASL TEC TECATEECTETOSTORGL TCRTGICGTGAGATGT TGEGT TRAG TCCOGCRRAC
lonobilis 2-1-S7_UFP TTRCCASCGT T TGRCAT-=CCTGATCGOGGRRAG TRGRGACRCA-TTCTT TORG T TCGEC T GEATORGRGACASG TEC THCATELC TRTOGTCREC TOGTEICGTGRGATET TGEGET THAG 1CCOGCARC
X "ml"ul'—c(l“lm‘mlnll'(‘1'm‘mmm“mlﬂﬁ'cﬂm“lﬁl“lﬂ"m!““[m
ol TTRCCAGEG T T TGRCA T——CC TGATCOOGGARAG TGGASRCACA-T TCTT TORG T TCGGC T GEATUAGRSACHGS TSL TRCATEGL TETCSTORGE TCRTGICGTGAGATGT TGAGT TAR6 TCCORCARC
ol TTRCCRGCGT T TGRON T==C0 TG T COURGARAG TGGASRORCA-TTCT T TORGTICGEC T m“‘lu"“ﬁl‘lm'm"lﬂﬁltﬂ“lﬂl*"“lﬂ:m
2. TIRCERGES T T THRCN T==CO TN TCOUGRGRARNAG TGGAGRCRC A= TCT T TORGTTCGC RGRGRCHGG 1T 161061 1CGT6IE 6T TGO T TRR6G 1 CCORCIMC
2.mebl )i T2 AFPEOR  TTACCAGCETTTGRCNT==COTGATCOCGGRMG TGGACRCACA-T TCT T TORGTY TGERTOMGAGRCNGS 16 TRER TSGR TRT SI TCGTGICGIGAGATGY THEGT TG TCCOGCANC
o i FTRCCAGCGT T T GRCA T owCCTGATCHEG~MRG T GLACACRC A= TCT T TORGTY THGATCAGRGRCAGE TEL TECATEAC TETOLTOGE TCRTOTCGTGAGATGY FGGST TG TECOLCINC
Lomobi Lis DRG0 _UFPEDR  TTRCCRGCGT T TRMCA T ==CL TGN TCOOGOARAG TGLASACKC A= TCTTTOMGTY THEATOMGRGACHES TEC TRCATEGRC TETORYC TCRTGICGTGAGATGY FGOET TIAG 1CCOGCINC
o 1 G TTRCCAGCGT T TGRCA T==CCTRATCOORGOEAGTI CTTTORGTC TAATOAGAGACHES TECTGCATEECTETOLTCRGL TCRTGICOTGAGATGY THOST TARG TCCOMCART
o iz _subsp, (v TTRCCAGCGTTTGRCAT==~CCTRATCOCGGGAGATGGRLACATT = 1COCT TCCOOCTOEAT TRGACACASG TEC TECATORCTETCOTORGL TCATETCLTGAGRTGT THOST TRAG TCCORCART
lomobilis 2« TTRCCRECET T TGREAT =~CCTGATCOUGGARAG-GERCACRCA-TICTT TOAGTTCOGC T GEATURGRGRCHEL TS TECATEACTETOATCREC TCRTGICGTGAGRT G THEST TRSG TCCOGCARC
mobilis 2-1-80_UFP TTRCCRSCGTTTGRCAT==CCTGATCOHOGGRAAG TGGACACRCA=TTCTTTOAGT TCGECTHEATIAGRSACASGTEC TOCRATEACTETOS TORSC TCATGTICGTGAGATGT THEST TRAG TCCORCARC
X TTRCCAGCETTTGRCAT TGGAGRCACA=TT-TTTORGTTCGECTHEATORGAGACAGS CAGCTCSTRICGIGRGATGT TGOST TRAGT
o TTRCCAGEGT TTGACAT-—CC TGA TCOOGGRRAG TGGASROACA-TTCT T TURGT TCGHGE I GEATUAGAGACHSS 6L THCATERC TRTOGTURGL TCRTETCGTGAGRTELT TGEET TRAGTCCOGCARC
Lomodilis 2-1-8SA_WF  TTRCCAGCGTTTRACAT-=CC FGATCHUGGRRAG TRGAGACRCA-T TCTT TORG T TCGECT GERTURGRGRCASG TSC THCATEEC TR -GTORGC TCRTEICGIGAGATET THEGT TRAG TCCOGCARC
Lonobilis 2-1-8S8_F  TTACCAGEGT T THRCAT——CCTHRTCOOGGRRAG TGGRGACRCA-TTCT T TORG T TCGGE T GERT CRGAGRCAGE T 6= THCNTERC 16T ~6TORGL TCRTGICGTGRGATGT Fii—T TARG 10 R
nobLLie DNG-10_UFP T TACCAGCG T T TGRACH T==CC TGN T COUGGRRAG—GGSACRCA=1 T =11 TORG T TCHG=T GEATORGAGRCNGG 6= THCNTEGC TET <6 TONGL TCRTGTCGIGRGATGT THEST TG TCCOMCN
LnobLlis DNG-12_UFP T INCCRGIGT I TRMCN T ==CC TGN T COCRGARNG~~GEENCRC A= 1 =T T TORGT TG T (AR TOMGRGACIGE | 6= TGN EAC TR T -G TORGC TCRTEIC G FHGST TR, 1CCORCINC
Sehingomonas_sp. TTRCCAGCGTITGACATETCCGGACOAT T TCORGMGATEGATCTCE TOCT TORGG==(NC T GEAMCR-wanCRGE TEC TEENTELCTETOLTCREL TCRTRTC G TGEET VARG TCCOGCINC
Consensus  TTRCCAGCOTTTGACNT, , CCelf cpcppaaift gpalacala, TTct I LAl clipe TGN (RgapsCRGE TEc TRCRTUAC TET G TOML TCATERIC ..lwnmu COLCRRC

Figura 5: Alinhamento multiplo das sequéncias de 16S rDNA das linhagens Z. mobilis
UFPEDA gerado pelo programa MultAlin.

Esta técnica baseia-se em padres de restricdo enzimatica utilizando enzimas

selecionadas com base na sua habilidade de revelar diferengas na sequéncia de

nucleotideo do gene ribossomal, refletindo padr@es filogenéticos. E vem sendo utilizada

para a identificacdo, ao nivel de espécie e subespécie, de varios organismos como
Clostridium [30], Streptococcus [31], Mycobacterium [32], Moraxella [33], Leptospira
[34], Xantomonas [35], entre outros. No presente estudo, os perfis de restricdo das
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sequéncias foram obtidos a partir da clivagem in silico através do programa WebCutter
2.0. Para a enzima Haelll, foram obtidos trés perfis de restricdo, um para as linhagens
de Z. mobilis da Colecédo de Micro-organismos UFPEDA e para a linhagem Z. mobilis
subsp. mobilis LGM 445, no qual foi possivel observar 8 fragmentos de 487, 281, 222,
131, 85, 71, 48 e 4pb. Outro perfil foi obtido para a linhagem Z. mobilis subsp.
pomaceae LMG 448, contendo 8 fragmentos de 487, 281, 179, 156, 85, 71, 66 e 4pb. Ja
Z. mobilis subsp. francensis AN0101 apresentou um perfil de restricdo contendo 9
fragmentos de 487, 281, 156, 131, 85, 71, 66, 48 e 4pb (Tabela 7).

A partir da restricdo tedrica com a enzima Stul, foram observados dois perfis:
um para as linhagens de Z. mobilis UFPEDA e para a linhagem Z. mobilis subsp.
mobilis LGM 445, contendo 3 fragmentos de 947, 311 e 71pb; e outro para as linhagens
Z. mobilis subsp. pomaceae LMG 448 e Z. mobilis subsp. francensis AN0101, no qual
foi observado 4 fragmentos de 947, 160, 151 e 71pb (Tabela 7).

Para a enzima Ndell, também foram observados dois perfis de restricdo: um para
Z. mobilis subsp. francensis AN0101, com 6 fragmentos de 945, 103, 98, 83, 76 e 24pb,
e 0 outro para as demais linhagens, contendo 8 fragmentos de 588, 318, 103, 98, 83, 76,
39, 24pb.

Srutkova et al. (2011) [37], estudaram a eficiéncia de varios métodos de
identificacdo molecular baseados em PCR, e observaram que o ARDRA foi a técnica
mais rapida e eficiente para a identificacdo das subespécies de Bifidobacterium longum.
Coton et al. (2005) [10], sugeriram a utilizacdo das endonucleases de restricdo Ndell,
Haelll e Stul na técnica ARDRA para identificar as subespécies de Z. mobilis. Ao
combinar o perfil de restricdo tedrico para essas trés endonucleases (Figura 2), foi
possivel distribuir as 32 amostras de UFPEDA conforme descrito anteriormente na
andlise de sequéncias. Contudo, a diversidade genética adicional sé pode ser detectada
através do sequenciamento, que apresenta maior poder discriminatorio, considerando
SNPs nédo detectados pelo ARDRA.

A relagdo de proximidade entre as linhagens de Z. mobilis UFPEDA revelada
pelos perfis de restricdo teorico foi confirmada pelos perfis de bandas obtidos pela
digestdo do produto de PCR do gene 16S rDNA com as enzimas Hae I11, Ndell e Stul.

Na digestdo com a enzima Hae Il foi observado apenas um perfil de restrigéo,
com 5 fragmentos de aproximadamente 600, 400, 300, 200 e 100pb (Figura 6). A

digestdo com as enzimas Ndell e Stul também foi observado apenas um unico perfil de
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restricdo, com 3 fragmentos com pesos moleculares de aproximadamente 600, 400 e
200pb e 2 fragmentos de 1000 e 500 pb, respectivamente (Figuras 7 e 8 ).

9 10 11 12 13 14 1516*

600pb

400pb

100ph

Figura 6: Perfil de restricdo do gene 16S rDNA de algumas linhagens de Zymomonas
mobilis UFPEDA ap0s digestdo com a enzima Hae I11. M: DNA Ladder 100 pb; 1: CPq;
2. CP3; 3: ZAP; 4: ZAG-4; 5: Z-1-86B; 6: P4; 7: Z-1-81A; 8: Z-1-87; 9: Z-3-88; 10: Z-
5-88; 11: Z-1-96; 12: Z-2-85; 13: AG-11; 14: Z-6-88; 15: Z-1-97; 16: ZMA4.

600pb

300pb

100pb

Figura 7: Perfil de restricdo do gene 16S rDNA de algumas linhagens de Zymomonas
mobilis UFPEDA ap6s digestdo com a enzima Ndell. M: DNA Ladder 100 pb; 1: CPy;
2: CPy4; 3: ZAP; 4: ZAG-12; 5: Z-1-86B; 6: ZAG-12; 7: Z-1-87; 8: Z-1-88; 9: Z-3-88;
10: Z-1-97; 11: Z-1-85; 12: Z-2-85; 13: Z-2-97.
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1500ph

600pb

Figura 8: Perfil de restricdo do gene 16S rDNA de algumas linhagens de Zymomonas
mobilis UFPEDA ap06s digestdo com a enzima Stul. M: DNA Ladder 100 pb; 1: CP2;
2. CP4; 3: ZAP; 4: ZAG-12; 5: Z-1-86B; 6: Z-2-80; 7: Z-1-87; 8: Z-1-88; 9: Z-2-88;
10: Z-1-97; 11: Z-1-96; 12: Z-2-85; 13: ZAG-6.

5.5 Andlises filogenéticas

A partir das sequéncias de 16S rDNA de linhagens de Z. mobilis UFPEDA e
outras Z. mobilis previamente depositadas no GenBank, um dendograma foi gerado pelo
programa ClustalW (Figura 4). Através do dendograma, foi observado que as linhagens
da Colegdo de Micro-organismos UFPEDA formaram um grupo Unico com Z. mobilis
subsp. mobilis LMG445, sugerindo que as linhagens depositadas nesta colegéo
pertencem a esta subespécie. As linhagens Z. mobilis subsp. pomaceae LMG448 e Z.
mobilis subsp. francensis ANO0101, representantes das outras subespécies, formaram
grupos distintos (Figura 9).

A andlise do perfil de restricdo tedrico do gene 16S rDNA permitiu a construcao
de um dendograma para cada enzima utilizada no presente estudo: Haelll, Ndell e Stul.
O dendograma gerado a partir do padrdo de restricdo da enzima Haelll, formou trés
grupos distintos: um para as linhagens Z. mobilis UFPEDA e Z. mobilis subsp. mobilis
LMG 445; outro para a Z. mobilis subsp. pomaceae LMG 448 e o terceiro para a Z.
mobilis subsp. francensis, diferenciando as linhagens a nivel de subspécies (Figura 10).

O dendograma construido a partir do perfil de restricdo da enzima Ndell
agrupou as linhagens de Z. mobilis UFPEDA juntamente com a Z. mobilis subsp.

mobilis LMG 445 e Z. mobilis subsp. pomaceae LMG 448, diferenciando a Z. mobilis
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subsp. francensis (Figura 11). A andlise do perfil de restricdo tedrico da enzima Stul
gerou um dendograma que formou dois grupos distintos, um agrupando as linhagens de
Z. mobilis UFPEDA e Z. mobilis subsp. mobilis e outro Z. mobilis subsp. pomaceae e Z.

mobilis subsp. francensis (Figura 12).

- Z.mobilis Z-3-88 UFPEDA
Z.mobilis Z-1-97 UFPEDA
Z.mobilis Z-4-88 UFPEDA
Z.mobilis Z-1-87 UFPEDA
Z.mobilis ZAG-12 UFPEDA
Z.mobilis T2 UFPEDA
Z.mobilis P4 UFPEDA
Z.mobilis Z-2-80 UFPEDA
Z.mobilis CP3 UFPEDA
Z.mobilis AG-11 UFPEDA
Z.mobilis CP1 UFPEDA
Z.mobilis CP4 UFPEDA
Z.mobilis ZAG UFPEDA
Z.mobilis Z-1-81 UFPEDA
Z.mobilis ZAG-4 UFPEDA
Z.mobilis Z-1-86A UFPEDA
——Z.mobilis Z-1-88 UFPEDA
Z.mobilis Z-5-88 UFPEDA
Z.mobilis Z-1-96 UFPEDA
|- Z.mobilis subsp. mobilis LMG 445
Z.mobilis CP2 UFPEDA
Z.mobilis Z-1-80 UFPEDA
Z.mobilis P3 UFPEDA
Z.mobilis Z-1-81A

Z .mobilis ZAG-10 UFPEDA
Z.mobilis Z-1-86B UFPEDA
Z.mobilis Z-2-88 UFPEDA
Z.mobilis Z-6-88

Z.mobilis Z-1-85 UFPEDA
Z.mobilis Z-2-85 UFPEDA
Z.mobilis ZAG-6 UFPEDA
Z.mobilis ZM4 UFPEDA
Z.mobilis Z-2-97 UFPEDA
L Z.mobilis subsp. pomaceae LMG 448
L7 mobilis subsp. francensis AN0101
Sphingomonas sp.

0.01
Figura 8: Dendrograma gerado a partir das sequéncias de 16S rDNA de linhagens de

Zymomonas mobilis UFPEDA e de dados obtidos no GenBank (Clustalw, Neighbor-
Joining).

A andlise dos dendogramas confirmam os resultados obtidos pela analise das
sequéncias do gene 16S e pelas analises dos perfis de restricdo tedricos das enzimas
estudadas. A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se confirmar a
estabilidade e o grau de conservacéo das linhagens de Z. mobilis depositadas na Colegéo
de Micro-organismos UFPEDA, além de sugerir que todas pertencem a subespécie Z.

mobilis subsp. mobilis
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In silico restriction profile
using Haelll

48T, 281, 222, 131, 85, 71, 48, 4
487,281, 222, 131,85, 71, 48, 4
487,281, 222, 131,85, 71, 48,4
487,281, 222, 131, 85, 71, 48, 4
487,281,222, 131,85, 71, 48, 4
487,281,222, 131,85, 71, 48, 4
487, 281, 222, 131,85, 71, 48, 4
487,281,222, 131,85, 71, 48, 4
487,281,222, 131,85, 71, 48, 4
487, 281, 222, 131,85, 71, 48,4
487,281,222, 131,85, 71, 48, 4
48T, 281, 222, 131,85, 71, 48,4
48T, 281, 222, 131, 85,71, 48, 4
487,281,222, 131,85, 71, 48, 4
487,281, 222,131, 85, 71, 48, 4
487,281, 222, 131,85, 71, 48,4
48T, 281,222, 131,85, 71,48, 4
487,281,222, 131, 85, 71, 48, 4
487,281,222, 131,85, 71, 48, 4
48T, 281, 222, 131,85, 71, 48,4
487,281, 222, 131,85, 71, 48, 4
48T, 281, 222, 131, 85, 71, 48, 4
48T, 281, 222, 131, 85, 71, 48, 4
487,281, 222, 131,85, 71, 48, 4
487,281, 222, 131,85, 71, 48, 4
48T, 281, 222, 131, 85,71, 48,4
48T, 281,222, 131,85, 71, 48, 4
487,281,222, 131,85, 71, 48,4
487,281, 222, 131,85, 71, 48, 4
48T, 281, 222, 131, 85, 71, 48,

48T, 281, 222, 131, 85, 71, 4
487, 281, 179, 156, 85, T1,

487,281, 156, 131, 85, 71,
453, 281, 208, 99, 85, 66,

Figura 9: Dendrograma gerado a partir dos perfis de restricdo teoricos do 16S rDNA

com a enzima Haelll de linhagens de Zymomonas mobilis UFPEDA e de dados obtidos

no GenBank (NTSYSpc v.2.1, coeficiente de Jacard, UPGMA).

Strains

AG-11
CP1

CP2
CP3
CP4
LMG 448
LMG 445
Z-2-97
ZM4
ZAG-6
Z-2-85

|
0.00 025 0.50 0.75 1.00
Coefficient

In silico restriction profile

using Ndell
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 30, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 30, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24

588, 318, 103, 98, 83, 76, 39, 24
945, 103, 98, 83, 76, 24

as 514, 429, 113, 83, 61, 24

Figura 10: Dendrograma gerado a partir dos perfis de restrigdo teoricos do 16S rDNA

com a enzima Ndell de linhagens de Zymomonas mobilis UFPEDA e de dados obtidos

no GenBank (NTSYSpc v.2.1, coeficiente de Jacard, UPGMA).
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In silico restriction profile

Strains using Stul
AG-11 947,311, 71
CP1 947,311, 71
CP2 947,311, 71
CP3 947,311, 71
CP4 947,311, 71
LMG 445 947,311, 71
ZAG-12 947,311, 71
Z-1-86B 947,311, 71
Z-2-97 947,311, 71
ZM4 947, 311, 71
ZAG-6 947,311, 71
Z-2-85 947,311, 71
Z-1-85 947,311, 71
Z7-1-96 947,311, 71
7-1-97 947, 311, 71
7-6-88 947,311, 71
Z-5-88 947,311, 71
Z-4-88 947,311, 71
Z-3-88 947,311, 71
Z-2-88 947,311, 71
7-1-88 947,311, 71
Z-1-87 947,311, 71
Z-1-86B 947,311, 71
ZAG-10 947,311, 71
ZAG-4 947,311, 71
T2 947,311, 71
Z-1-81A 947,311, 71
Z-1-81 947,311, 71
P4 947, 311, 71
P3 947,311, 71
ZAP 947, 311, 71
Z-2-80 947,311, 71
7-1-80 947, 311, 71

JLMG 448 947, 160, 151, 71

TAND101 947, 160, 151, 71

1l 1096, 99, 29
T T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Coefficient

Figura 11: Dendrograma gerado a partir dos perfis de restricdo teéricos do 16S rDNA
com a enzima Stul de linhagens de Zymomonas mobilis UFPEDA e de dados obtidos no
GenBank (NTSYSpc v.2.1, coeficiente de Jacard, UPGMA).
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6. CONCLUSAO

A andlise das sequéncias obtidas no presente estudo revelou o elevado grau de
conservacao no gene 16SrDNA, confirmando a relacdo de proximidade das linhagens de
Zymomonas mobilis depositadas na Cole¢do de Micro-organismos UFPEDA e a
aproximidade com a Z. mobilis subsp. mobilis LMG445, sugerindo que as linhagens
desta colecdo pertencem a esta subespécie.

Além disso, conclui-se que a andlise do perfil restricdo teérico do gene 16S
rDNA possibilita a diferenciacdo de Z. mobilis,a nivel de subespécie, mas néo é eficaz
para analisar a variabilidade genética entre as linhagens de Z. mobilis UFPEDA.

Baseados nestes resultados, outros marcadores filogenéticos devem ser
empregados para analisa a variabilidade genética destas linhagens, possibilitando um
melhor conhecimento da diversidade desta bactéria.
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