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Resumo

A classificacdo dos organismos em trés dominios, proposta por Woese e colaboradores
em 1990, revelou a importancia do dominio Archaea e desde entdo, varios trabalhos tém
sido realizados a fim de melhor entender este grupo que se encontra amplamente
distribuido no nosso planeta, sendo importante para varios processos ecoldgicos
incluindo os ciclos do Carbono e Nitrogénio. A maior parte do conhecimento deste
dominio, incluindo a sua diversidade no bioma Cerrado, esta descrita principalmente
por métodos independentes de cultivo devido a grande dificuldade de obtencdo de
culturas em laboratério. Este trabalho propde a obtencdo de culturas laboratoriais de
archaeas mesofilas do Cerrado, a partir de sedimentos de um cdrrego da reserva
ecologica do IBGE, localizada em Brasilia-DF. Os micro-organismos foram cultivados
em meios sélido e liquido, confeccionados a partir da mistura de dgua e sedimentos
deste corrego. O meio de cultura foi adicionado de cloreto de aménio, para favorecer o
crescimento de oxidantes de amonia, bem como diferentes agentes antimicrobianos. As
amostras foram incubadas em estufa a 28°C e analisadas semanalmente quanto ao
crescimento, sendo realizados repiques quando necessario. As analises de microscopia
revelaram col6nias compostas por células diminutas, de diferentes formatos e tamanhos
que variam de 0,5 a 3um. Porém, ndo foi possivel relacionar os aspectos morfoldgicos
as archaeas presentes no cultivo. O DNA das col6nias obtidas foi submetido a ensaios
de PCR com iniciadores especificos para os genes que codificam o rRNA 16S de
Archaea e Bacteria e 0 gene amoA de Archaea, seguido de analises de bioinformatica.
O resultado das andlises revelou um co-cultivo entre diferentes archaeas dos filos
Euryarchaeota, Thaumarchaeota e Bathyarchaeota (Miscelaneous Crenachaeotic
Group-MCG) com bactérias de quatro géneros distintos, pertencentes as familias
Brucellaceae e Burkholderiaceae, sendo a maioria das sequéncias de Archaea afiliadas
ao grupo MCG. As sequéncias de DNA referentes ao gene amoA, obtidas a partir das
culturas laboratoriais, se afiliaram a um grupo relacionado ao grupo l.1b do filo
Thaumarchaeota, ndo se associando a qualquer representante previamente cultivado. O
sequenciamento dos fragmentos de DNA relativos aos genes de rRNA 16S e amoA de
Archaea obtidos a partir das amostras do sedimento revelaram a presenga de organismos
dos mesmos filos encontrados no cultivo. As analises de a-diversidade das sequéncias
do gene rRNA 16S indicam que a comunidade do corrego Roncador pode ser

considerada rica, com uma cobertura estimada de 58,33% para o0 nivel de espécie.



Abstract

The classification of living organisms in three domains, proposed by Woese and
collaborators in 1990, revealed the importance of Archaea and since then, a number of
studies were developed in order to better understand this widely distributed group, with
important roles in many ecological processes including the nitrogen and carbon cycles.
The knowledge of this domain, including its diversity in the Cerrado biome, is mostly
described by culture independent methods due to the difficulty of obtaining cultures in
artificial media. This work describes the cultivation and characterization of Cerrado’s
mesophilic archaea, from a stream sediment of the IBGE ecological reserve located in
Brasilia-DF. The microorganisms were cultivated in solid and liquid media prepared
with a mixture of stream’s sediment and water. In order to improve the growth of
ammonia oxidizers, ammonium chloride was added to the media. Antimicrobial agents
were also added to prevent bacterial and fungal growth. The samples were incubated at
28°C and analyzed weekly for growth. Microscopy analyses showed small cells with
different shapes and sizes, from 0,5 to 3um, which were submitted to DNA extraction
procedures and subjected to PCR assays with primers directed to the 16S rRNA gene of
Archaea and Bacteria, as well as the archaeal amoA gene. The amplicons were
submitted to automatic DNA sequencing procedures, and the results revealed that all
colonies consisted in co-cultures of different types of archaea from the Euryarchaeota,
Thaumarchaeota and Bathyarchaeota (Miscelaneous Crenachaeotic Group-MCG) phyla
and Bacteria from four distinct genres of the Brucellaceae and Burkholderiaceae
families. The majority of the archaeal 16S rRNA sequences were affiliated to the MGG
group. The sequences of the archaeal amoA gene from the cultures were affiliated to a
group associated to the 1.1b Thaumarchaeal group, and showed no affiliation to any
previously cultured members. Archaeal rRNA 16S and amoA gene sequences from the
stream sediment were analyzed and the results showed the presence of organisms from
the same phyla found in the cultures. a-diversity analysess of the rRNA 16S sequences
showed that the archaeal community of the stream can be considered rich with an
estimated coverage of 58,33% for the species level.



1. Introducéo

1.1. Filogenia e Taxonomia de procariotos.

A identificacdo e classificacdo dos organismos em grupos distintos sempre foi
uma preocupacdo dos cientistas. Durante muito tempo, caracteristicas morfoldgicas
foram usadas para agrupar os organismos, desde a dicotomia animal-planta dos antigos
naturalistas até a classificacdo dos cinco reinos proposta por Whittaker, em 1969.
Entretanto, a classificagdo fenotipica encontrava grandes problemas quando o alvo de
estudo eram 0s organismos microscopicos. A falta de registros fosseis, a dificuldade de
se identificar caracteristicas especificas e a sua simplicidade relativa, levava a
instabilidade do sistema de classificacdo dos procariotos. (Rossello-Mora & Amann,
2001).

No comeco do século XX, o desenvolvimento de técnicas de cultivo permitiu
que dados fisiolégicos e bioquimicos auxiliassem na classificacdo dos microrganismos
(Schleifer, 2009). Porém, a adicéo dessas informac6es ndo possuia qualquer implicacao
evolutiva aléem do produto final da evolucdo observado nos organismos que vivem
atualmente (Owen, 2004). A partir da década de 1960, o uso de técnicas moleculares
trouxe uma nova luz para a taxonomia de procariotos. Em 1965, Zuckerkandl e Pauling
mostraram que, pelo fato de diferentes codons serem traduzidos em um mesmo residuo
de aminoacido, existiriam diferencas nas sequéncias dos codons que ndo apareceriam
nas proteinas, tornando o material genético a ferramenta mais apropriada para 0s

estudos evolutivos entre 0s organismos.

Inicialmente, tal abordagem era realizada por meio da analise do contetdo de
G+C do DNA de diferentes organismos. No entanto, essa técnica permitia apenas
analises superficiais, pois ndo levava em consideracdo a sequéncia nucleotidica das
moléculas de DNA (Rossell6-Mora & Amann, 2001). Assim, era necessaria uma
abordagem mais precisa, quando entdo passou-se a utilizar o método de hibridizacéo
DNA-DNA, uma técnica onde duas fitas de DNA de organismos diferentes pareiam-se
em regibes onde as sequéncias nucleotidicas se assemelham, permitindo assim a

verificacdo da similaridade entre estas (Hartford & Sneath, 1990).

Uma outra abordagem se baseia na comparagdo de sequéncias nucleotidicas de
diferentes DNAs com aquelas depositadas em banco de dados, onde sequéncias de DNA

previamente descritas sdo depositadas (Olsen et al., 1986). Alguns genes com alto grau



de conservacdo entre 0s organismos podem ser utilizados como marcadores
filogenéticos, tais como genes codificadores de proteinas de ligagdo ao DNA, de
proteinas ribossomais e de amino-acil sintetases, por exemplo (Torvisk & Ovreas,
2006). Entretanto, o uso de sequencias de RNAs ribossomais (rRNA) ou dos genes que
codificam os rRNA, consiste na metodologia mais empregada, existindo atualmente, um
grande nimero de sequéncias disponiveis em bancos de dados (Rappé & Giovanonni,
2003).

Os genes do rRNA da subunidade ribossomal menor (16S em procariotos e 18S
em eucariotos), sdo considerados 6timos marcadores moleculares, uma vez que séo
universalmente distribuidos, codificam um produto de funcdo constante entre os
organismos e apresentam discretas variagdes temporais em sua sequéncia nucleotidica
(Fox, 1980). Além disso, tais genes possuem regides altamente conservadas alternadas
com regiBes hipervariaveis, possibilitando um bom alinhamento entre as sequéncias
com uma melhor comparacéao entre elas. Desta forma, tais genes permitem a realizagédo
de andlises filogenéticas tanto préximas quanto distantes, além de possuirem tamanho
mais adequado para esse tipo de analise em relacdo as outras moléculas de rRNA. (Fox
etal., 1977; Olsen, 1986).

Em 1977, George Fox e Carl Woese realizaram trabalhos utilizando uma nova
técnica baseada na anélise comparativa de fragmentos de rRNA 16S digeridos por
endonucleases para estudar as relacbes filogenéticas entre os microrganismos. Os
resultados obtidos em um dos primeiros trabalhos revelaram o potencial desta
abordagem na sistemética procaridtica ao analisar sequéncias de seis linhagens de
Bacillus spp. e uma linhagem de Sporosarcina spp. (Fox, Pechman & Woese, 1977).
Em seguida, esta técnica foi utilizada para comparar sequéncias de 10 tipos de
microrganismos chamados, a época, de bactérias metanogénicas. Tais andlises
demonstraram que estes organismos constituiam um grupo filogenético coerente entre
si, além de serem diferentes das demais bacteérias utilizadas no estudo (Fox et al., 1977).
Em um trabalho subsequente, foi realizada a comparacdo de fragmentos do rRNA de
diferentes géneros de bactérias consideradas comuns, bactérias metanogénicas (16S) e
de eucariotos (18S). A partir dos resultados dessas analises, foi observado que as
metanogénicas formavam um grupo separado, que ndo se encontrava afiliado as outras
bactérias, ou com os eucariotos e, a partir disso, foi proposto que 0s organismos

procariotos fossem classificados em dois grupos distintos: eubactérias e



arqueobactérias, sendo o segundo grupo composto pelas bactérias produtoras de metano
e o primeiro pelo restante das bactérias até entdo conhecidas. O termo “arqueobactéria”
foi proposto devido ao fato dos organismos metanogénicos apresentarem caracteristicas

consideradas ancestrais (Woese & Fox, 1977).

Trabalhos posteriores revelaram que o grupo das arqueobactérias consistia ndo
somente das bactérias metanogénicas, mas de organismos com fenotipos diversos que
habitavam ambientes extremos (Woese et al., 1978), como hal6filas extremas (Magrum
et al., 1978), oxidantes de enxofre, termoacidofilas e hipertermofilas (Langworthy et al.,
1972; DeRosa et al., 1975). Em 1990, Woese e colaboradores propuseram que 0S seres
vivos fossem divididos filogeneticamente em trés dominios, um taxon hierarquicamente
superior a reino, denominados: Eukarya, onde se encontrariam todos 0s organismos
eucariotos; Bacteria, as chamadas eubactérias e Archaea, contendo as

“arqueobactérias”.

Esta divisdo dos seres vivos em dominios foi inicialmente discutida, porém, com
0 aumento do uso de tecnicas de analise molecular, esta classificagéo passou a ter maior
aceitacdo, trazendo uma nova luz aos estudos evolutivos (Wheelis et al., 1992) e um
melhor entendimento deste grupo, até entdo pouco conhecido. O termo “arqueobacteria”
foi substituido por Archaea, uma vez que 0s membros deste dominio representavam
organismos distintos das bactérias, e possuiam origem filogenética diferente,

provavelmente mais relacionada aos organismos eucariotos (Figura 1).
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Figura 1. Arvore filogenética universal baseada nas comparacBes entre sequéncias de
rRNA de diversos organismos, (adaptada de Woese et al., 1990), na qual é possivel
observar os trés dominios da vida e suas respectivas posicdes filogenéticas. Os numeros
nos ramos correspondem aos grupos dos dominios Bacteria (1- Thermotogales, 2-
Flavobactérias e organismos relacionados, 3- Cianobactérias, 4- Bactérias parpuras, 5-
Gram-positivas e 6- Bactérias verdes e nao sulfurosas) Archaea (7- Pyrodictium, 8-
Thermoproteus, 9- Thermococcales, 10- Methanococcales,11- Methanobacteriales, 12-
Methanomicrobiales e 13- Haléfilos extremos) e Eukarya (14- Animais, 15- Ciliados,
16- Plantas verdes, 17- Fungos, 18- Flagelados, 19- Microsporideos).

1.2. O Dominio Archaea.

Desde a sua proposta em 1977, estudos revelam que as archaeas possuem
caracteristicas semelhantes tanto a procariotos como eucariotos, mas também possuem
caracteristicas proprias. Dentre suas caracteristicas distintivas, temos a composicao de
sua membrana citoplasmatica, que é formada por cadeias de isopreno ligadas as
moléculas de glicerol-1-fosfato por meio de ligacBes do tipo éter, enquanto bactérias e
eucariotos possuem cadeias de acidos graxos que se ligam ao glicerol-3-fosfato por uma
ligacdo do tipo éster (Kates et al., 1993). Algumas membranas de Archaea organizam-
se como monocamadas lipidicas, ao invés da tradicional bicamada encontrada nos
outros dois dominios (Bullock, 2000). Este tipo de organizagdo é geralmente encontrado
em archaeas hipertermdfilas, conferindo maior fluidez @ membrana desses organismos
(DeRosa et al., 1991).

Outra caracteristica peculiar deste dominio consiste na auséncia de
peptideoglicano em suas paredes celulares, propriedade comum a todas as bactérias. Ao
invés disso, as archaeas possuem uma grande variedade de envoltoérios celulares, como

pseudopeptideoglicano, metanocondroitina, heteropolissacarideos  sulfatados,
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glutaminilglicano e membrana externa (Kandler & Konig, 1998; Albers & Meyer,
2011). Pode existir ainda, associada a outros envoltorios celulares ou como Unico
envoltdrio, uma camada de proteinas ou glicoproteinas que formam arranjos cristalinos
simétricos e com capacidade de auto-organizacdo, denominadas camada S (Konig et al,
2007). Estruturas de superficie de archaeas, como fimbrias e flagelos também

apresentam composicoes diferentes das estruturas de bactérias (Ng et al., 2008).

Em relagdo aos processos celulares, a maquinaria de processamento de
informacdo, como divisdo celular, estrutura do DNA, citoesqueleto, transcricdo e
traducdo de archaeas se assemelham mais a maquinaria de células eucaritticas, podendo
ser considerada uma versdo simplificada desta (Ishino & Ishino, 2012). A RNA
polimerase de Archaea possui estrutura e funcdo semelhantes @ RNA polimerase Il de
eucariotos (Zillig et al., 1979; Stetter et al., 1980), sendo observada nelas, uma
resisténcia a antibioticos que afetam as RNA polimerases de bactérias (Sturm et al.,
1980). Porém, esta depende de um menor nimero de fatores de transcricdo (Grohmann
& Werner, 2011). Os ribossomos de Archaea apresentam coeficiente de sedimentagéo
70S, como as bactérias, porém com uma composicao proteica diferente. O nimero de
fatores traducionais em Archaea é muito maior do que o observado em Bacteria e
apresentam um alto grau de homologia com os fatores eucariéticos (Dennis, 1997). Por
outro lado, os genes operacionais, envolvidos no metabolismo energético e vias

biossintéticas se assemelham mais aos genes bacterianos (Spang et al., 2013).

Em relacdo ao processo de divisdo celular, até o momento foram descritos trés
mecanismos diferentes: um sistema baseado em proteinas de actina; um sistema do tipo
FtsZ, similar ao de bactérias, e um terceiro, homologo ao sistema ESCRT-III

encontrado em eucariotos (Makarova et al., 2010).
1.3. Distribuicéo de Archaea.

Um dos primeiros grupos de archaeas descritas foram as metanogénicas,
encontradas em ambientes anaerobios tais como regides pantanosas e sedimentos
(Barker, 1936). Nesta época, relatos ja apontavam para 0 potencial uso destes
organismos no tratamento de esgotos e producdo de combustivel (Bushwell & Neave,
1930; Bushwell & Hatfield, 1930). Posteriormente, outras archaeas passaram e ser
detectadas e caracterizadas a partir de ambientes com caracteristicas extremas como:
altas temperaturas (Fiala & Stetter, 1986; Bldchl et al., 1997); extremos de pH (Darland
etal., 1970, Mathrani et al., 1988); ambientes anoxicos (Zeikus, 1977; Balch et al.,
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1979) e com alta salinidade (Brisou et al., 1974), o que reforcou a idéia de que tais
organismos seriam 0s possiveis ancestrais das bactérias, por serem encontrados apenas
em locais indspitos, que mimetizavam as possiveis condicdes ambientais da Terra,

quando do surgimento da vida.

Assim, por mais uma década as archaeas foram consideradas organismos
procarioticos exclusivamente encontrados em ambientes extremos. No entanto, os
trabalhos de DeLong (1992) e Fuhrman (1992) revelaram, por meio de sondas e ensaios
de PCR especificos para o dominio Archaea, a presenca de sequéncias de DNA afiliadas
ao dominio Archaea em comunidades planctdnicas marinhas de ambientes com
temperaturas medianas, refutando a ideia de que archaeas eram organismos restritos a

ambientes extremos.

Estes dois trabalhos de 1992 abriram as portas para o descobrimento de
inimeras archaeas mesoéfilas. Em 1994, Delong e colaboradores identificaram a
presenca de archaeas nas aguas costeiras da Antartida e desde entdo, muitas pesquisas
vém sendo realizadas, demonstrando a presenca de archaeas em uma grande variedade
de ambientes como solo, materiais vegetais em decomposicdo, sedimentos,
ecossistemas de agua doce e marinho, plantacdes e em associacdo com eucariotos
(Bintrim et al., 1997; Leininger et al., 2006; Wucher et al., 2006; Schleper, 2007;
Vissers et al, 2009; Manerkar et al., 2008). As archaeas também foram encontradas em
varias regides do corpo humano, tais como pele, cavidade oral e trato digestorio ( Belay
et al., 1990; Eckburg et al., 2003; Dirdi et al., 2011; Probst et al., 2013).

Hoje em dia, sabe-se que archaeas sdo organismos ubiquos, com uma ampla
distribuicdo em ambientes considerados normais e extremos (DeLong, 1998; Chaban et
al., 2006) e acredita-se que a sua distribuicdo nestes ambientes se equipare a

distribuicdo bacteriana.

1.4. Filogenia de Archaea.

A filogenia de Archaea tem sofrido constantes mudancas, a medida que técnicas
independentes de cultivo e sequenciamento vém revelando sua ampla diversidade e
distribuicdo geogréafica. Originalmente, o dominio Archaea foi dividido em dois filos
formalmente aceitos até hoje: Euryarchaeota e Crenarchaeota. Euryarchaeota € um filo
fenotipicamente heterogéneo, composto por organismos com fisiologias bastante



distintas, tais como archaeas metanogénicas, termoaciddfilas, haldfilas, além de
algumas hipertermofilas (Forterre et al., 2002). O filo Crenarchaeota continha apenas
organismos termofilos e foi considerado inicialmente como um filo mais ancestral e
homogéneo (Madigan et al, 2010). Com a disponibilizacdo de novas sequéncias de
genes de rRNA 16S e outros genes marcadores, surgiram propostas de novos filos,
alteracOes dos filos ja propostos e também da criacdo de superfilos. Estes novos grupos
vém sendo amplamente discutidos pela literatura, destacando-se os filos Korarchaeota,
Nanoarchaeota, Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Bathyarchaeota e Lokiarchaeota, assim
como os superfilos TACK e DPANN (Barns et al., 1996; Huber et al., 2002; Brochier-
Armanet et al., 2008; Nunoura et al., 2011; Guy & Etema, 2011; Rinke et al., 2013;
Meng et al., 2014; Spang et al., 2015).

O Filo Korarchaeota foi proposto em 1996 por Barns e colaboradores a partir do
sequenciamento de DNA de amostras de fontes termais do Parque Nacional de
Yellowstone, nos Estados Unidos. As andlises filogenéticas mostravam que estas
sequéncias de DNA n&o se relacionavam com os filos Euryarchaeaota e Crenarchaeota,
formando um grupo mais basal na arvore filogenética (Auchtung et al., 2006), sendo,
por esta razdo, incluidas em um novo filo proposto: Korarchaeota. Até 0 momento nao
foi descrito o cultivo de qualquer membro deste filo em meios artificiais, porém,
recentemente um genoma completo foi obtido de um membro deste grupo, sendo

denominado “Candidatus Korarchaeum cryptofilum” (Elkins et al., 2008).

O Filo Nanoarchaeota foi proposto em 2003 por Huber e colaboradores, a partir
da caracterizagdo de organismos isolados de uma fenda hidrotermal na Islandia. Estes
organismos possuiam um tamanho celular muito pequeno (400nm) e encontravam-se
sempre associados a uma outra archaea, posteriormente classificada como Ignicoccus
hospitalis (Huber et al., 2003). Uma vez que os genes de rRNA 16S deste organismos
ndo eram amplificados por nenhum iniciador considerado universal para Archaea,
sugerindo ser um organismo bastante distinto das demais archaeas. Tal organismo foi
entdo denominado de Nanoarchaeum equitans, e passou a ser 0 membro representante
de um novo filo proposto, denominado Nanoarchaeota. Estudos posteriores sugeriram
que este grupo ndo seria um filo, mas sim um grupo de evolugéo rapida pertencente ao

filo Euryarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2005).

Como mencionado anteriormente, o descobrimento de archaeas em ambientes

ndo extremos modificou a forma como enxergamos estes organismos, bem como a sua
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classificacdo. As archaeas mesofilas foram inicialmente classificadas em 3 grupos e
afiliadas aos filos Euryarchaota e Crenarchaeota, sendo este Ultimo composto pelo
grupo | e o primeiro pelos grupos Il e Il (DeLong, 1998). Entretanto, analises
filogenéticas de exemplares do Grupo |, empregando outros genes marcadores,
revelaram que este consistia em um grupo irmao, ndo monofilético, das crenarchaeotas
termdfilas (Robertson et al., 2005). Assim, foi proposto que estas archaeas de ambientes
mesofilos, anteriormente classificadas como Crenarchaeota formariam um novo filo,
denominado Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008). A primeira archaea
descrita pertencente a este filo foi um organismo que vivia em simbiose com uma
esponja marinha, Cenarchaeum symbiosium (Preston et al., 1996). Com a descoberta de
novas espécies em varios ambientes, as thaumarchaeotas passaram a ser classificadas
em grupos de isolados de aguas, solos, sedimentos e fontes termais (Pester et al., 2011).
Uma das caracteristicas de alguns organismos deste filo consiste na capacidade de
oxidar amodnia em nitrito, etapa fundamental do ciclo do nitrogénio. A descoberta de
archaeas oxidantes de amonia (AOA) revelou a importancia destes organismos na

ciclagem do nitrogénio do nosso planeta (Spang et al., 2010).

Em 2011, foi descrito o genoma completo de uma archaea isolada a partir de
uma mina de ouro que, até entdo, estava associada ao filo Crenarchaeota (Nunoura et
al., 2005). Porém, a andlise deste genoma revelou que tal archaea apresentava genes que
codificavam proteinas associadas ao sistema ubiquitina, de degradacdo de proteinas,
similar ao encontrado em eucariotos. Por esta razdo, esta archaea denominada
Candidatus Caldiarchaeum subterraneum, foi considerada como membro de um novo
filo: Aigarchaeota (Nunoura et al.,, 2011). Andlises recentes sugerem que este
organismo pertenca ao filo Thaumarchaeota, devido a caracteristicas deste filo presentes
em seu genoma e sua posicdo em arvores filogenéticas construidas a partir da

concatenacao de sequéncias de proteinas ribossomais (Brochier-Armanet et al., 2011).

Trabalhos recentes sugeriram a proposta de classificacdo de alguns
representantes de Archaea em um taxon acima de filo, denominado superfilo. Assim,
foram propostos dois superfilos: o primeiro, superfilo TACK, englobaria os filos
Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota e Korarchaeota devido a semelhangas
filogenéticas (Guy & Ettema, 2011). O segundo, superfilo DPANN, foi proposto a partir
de andlises de amostras obtidas com a técnica single cell genomics, sequenciamento de

genoma de células Unicas, e sequéncias de genes de rRNA (Rinke et al., 2013). A partir
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desta analise foram propostos quatro novos filos para o dominio Archaea:
Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota e Nanohaloarchaeota, que estariam
inclusos no superfilo DPANN, juntamente com o filo Nanoarchaeota que, apesar da sua

existéncia ter sido questionada anteriormente, foi mantido neste superfilo.

O filo Crenarchaeota tem sofrido constantes mudancas desde a descoberta de
archaeas mesofilas. Além das sequéncias afiliadas ao grupo |, que posteriormente foram
classificadas como o novo filo Thaumarchaeota, outras sequéncias coletadas de uma
grande variedade de ambientes foram agrupadas em um novo grupo deste filo,
denominado Miscelaneous Crenarchaeotic Group (MCG) (Inagaki et al., 2003). Este
grupo € descrito até o momento apenas por analises do gene de rRNA 16S e ¢
considerado amplamente diverso (Kubo et al., 2012). Sequéncias afiliadas a MCG
foram recuperadas a partir de uma diversidade de ambientes tais como fontes termais
(Barns et al., 1996), sedimentos marinhos de subsuperficie (Parkes et al., 2005)
intestino de cupins (Friedrich et al., 2001), lagos salobros (Hersberger et al., 1996),
solos (Huang et al., 2003; Kasai et al., 2005), entre outros. Seu metabolismo ainda néo é
descrito, mas acredita-se que as archaeas do grupo MCG sejam anaerdbias e
heterotroficas (Biddle et al., 2006). Em 2014, Meng e colaboradores realizaram
analises filogenéticas de rRNA, proteinas ribossomais e do gene da Topoisomerase 1B
e, a partir destas analises, foi sugerido que este grupo ndo pertenceria ao filo
Crenarchaeota, sendo, na realidade, uma linhagem irmd de Thaumarchaeota e
Aigarchaeota com ramificacdo profunda na arvore filogenética e provavelmente
originada a partir de um ancestral comum. Com isso, foi proposto que MCG seria um
novo filo, chamado Bathyarchaeota, posicionado dentro do supoerfilo TACK.

Em maio de 2015, Spang e colaboradores realizaram analises das sequéncias de
DNA obtidas de sedimentos marinhos profundos da crista Gakkel (fenda tectdnica
também chamada de crista média Artica) que estariam associadas ao grupo Deep Sea
Archaeal Group (DSAG) (Vetriani et al., 1999), um clado abundantemente encontrado
em fendas marinhas, associado ao superfilo TACK, com ramificacdo profunda (Figura
2) e que, até entdo, ndo possuia qualquer representante cultivado ou sequenciado. Foram
realizadas analises de rRNA 16S, metagendémica e protebmica com as sequéncias
encontradas e, a partir destas foi montado um genoma de um representante deste grupo,

denominado Lokiarchaeum. Com a identificagdo deste genoma, foi proposto que o
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grupo DSAG passasse a ser considerado um novo filo, Lokiarchaeota (Spang et al.,
2015).

Os resultados das analises realizadas com Lokiarchaeum também demonstraram
que esta linhagem descoberta possuia uma maior quantidade de caracteristicas
eucaridticas, tais como proteinas de assinatura eucariética (ESPs), quando comparadas
aos achados de outros procariotos até entdo descritos. Quando sequéncias de DNA de
eucariotos foram incluidas na construcdo de éarvores filogenéticas, estas se
posicionavam dentro do filo proposto Lokiarchaeota, sugerindo a possibilidade de o

ancestral dos eucariotos ser originario das archaeas (Spang et al., 2015).

As relagdes filogenéticas de Archaea tem sido alvo de constantes mudancas, a
medida que novas sequéncias sdo adicionadas aos bancos de dados. Podemos observar
esta mudanca ao comparar a Figura 1, arvore proposta em 1990, onde s6 existiam dois
filos de Archaea (Woese et al., 1990) com a Figura 2, onde sdo apresentados novos

grupos e filos recentemente propostos (Spang et al., 2015).

umarchaec-ta
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Figura 2. Arvore filogenética construida a partir de genes de rRNA 16S, demonstrando
as relaces filogenéticas dos varios filos (aceitos e propostos) de Archaea. DSAG: Deep
Sea Archaeal Group, filo proposto Lokiarchaeota ; MHVG: Marine Hidrotermal Vent
Group (Adaptado de Spang et al., 2015).
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1.5. Archaeas oxidantes de amonia (AOA).

O ciclo do nitrogénio é fundamental para a vida no nosso planeta, ja que este
elemento € necessario a todos 0s seres vivos. A maioria dos organismos assimila o
nitrogénio a partir de moléculas inorganicas, como a amonia e o nitrato, ou de
compostos organicos nitrogenados (Cabelld et al., 2004). Estes compostos sdo escassos
no ambiente e dependem de varios processos para serem produzidos a partir da reserva
de nitrogénio na atmosfera (Offre et al., 2013). Uma das etapas para a transformacéo do
nitrogénio inorganico atmosférico em moléculas acessiveis aos organismos é chamada

de nitrificagdo, que consiste na conversdo da amonia em nitrato.

A nitrificacdo ocorre em duas etapas, a oxidacdo da amonia a nitrito, seguida da
oxidacdo do nitrito a nitrato, realizadas por diferentes tipos de microrganismos:
oxidantes de amonia e oxidantes de nitrito (Offre et al., 2013). A oxida¢do de amonia é
considerada o passo limitante da nitrificacdo, sendo uma reacao fundamental no ciclo do
nitrogénio (You et al., 2009). Esta reacdo é mediada pela enzima amo6nia monoxigenase
(Canfield et al., 2010) e até recentemente acreditava-se ser realizada exclusivamente por
bactérias. Porém, em 2005 foi descoberto o potencial de oxidacdo de aménia das
archaeas, apds o isolamento e sequenciamento do genoma da thaumarchaeota
Nitrosopumilus maritimus (Konneke et al., 2005). Desde a sua descoberta, a presenca
de archaeas oxidantes de aménia (AOAs) vem sendo estudada nos mais diversos
ambientes como aguas e sedimentos marinhos (Wucher et al., 2006; Beman & Francis,
2006), ambientes de agua doce (Sauder et al., 2011), solos (Ying et al., 2010;
Stempfhuber et al., 2014), fontes termais (Weidler et al., 2007) e estacdes de tratamento
de esgoto (Park et al., 2006). Da mesma forma, varios estudos tém analisado sua
predominancia em relacdo as bactérias oxidantes de aménia (AOBs) em varios
ambientes (Herrmann et al., 2012; Hong et al., 2013), sugerindo que as AOAS sejam

organismos com papel relevante no ciclo do nitrogénio.

A oxidagdo da amonia por AOAs e AOBs apresenta algumas diferencas, tais
como a afinidade pelo substrato, onde as archaeas geralmente prevalecem em relacgdo as
bactérias quando ambientes oligotroficos sdo avaliados (Zhalnina et al., 2012). A
enzima amonia monooxigenase das AOAs e AOBs sdo homologas (Pester et al., 2012)
e 0 gene que codifica a subunidade alfa da enzima para as archaeas e bactérias é

considerado um bom marcador filogenético para estudos de diversidade destes
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organismos (Francis et al., 2005; Calvd et al., 2005). O nimero de estudos que utilizam
esse gene para andlises fisioldgicas e ecologicas de archaeas com o potencial de

oxidacdo de amdnia vem aumentando nos Gltimos anos.

Devido a dificuldade de se obter culturas laboratoriais de membros do filo
Thaumarchaeota em laboratorio, culturas puras de AOAs ainda sdo muito raras. Até
hoje, foram obtidas apenas trés culturas puras de AOAs (Koneke et al., 2005; Tourna et
al., 2011; Lehtorvita-Morley et al., 2014), além de algumas culturas de enriquecimento
(Lebedeva et al., 2013; Hatzenpocher et al., 2008; Blainey et al., 2011; Jung et al.,
2011), o que limita o conhecimento a respeito da ecologia e fisiologia desses
organismos. Um maior conhecimento acerca das necessidades nutricionais e fisicas
destas archaeas certamente contribuirdo para a obtengéo de culturas de outros membros

de Thaumarchaeota no futuro (Stieglmeier et al., 2014).

1.6. O cultivo de Archaea.

O uso de técnicas independentes de cultivo trouxe um grande impulso nas areas
de ecologia e filogenia microbianas e também para a biotecnologia, revelando uma
grande diversidade de organismos na natureza ndo cultivados em laborat6rios. Arman e
colaboradores sugeriram, em 1995, que apenas 0,3% dos microrganismos de solo e até
0,1% dos marinhos que eram quantificados por contagem direta eram cultivaveis em
meios artificiais. Em 2002, Torsvik e colaboradores sugeriram que apenas 1% da

diversidade microbiana conhecida é representada por organismos cultivaveis.

Devido a dificuldade do cultivo de microrganismos em laboratério, varios
estudos de diversidade e filogenia microbianas passaram a utilizar uma abordagem
molecular (Pace et al., 1997; Streit & Shimitz, 2004; Sogin et al., 2006; Delmont et al.,
2011), trazendo um grande numero de dados inéditos sobre a riqueza de organismos do
ambiente. Tais estudos reforcaram a ideia de que os organismos cultivados representam
uma parcela infima da diversidade de espécies encontradas na natureza (Wintzingerode
et al 1997; Handelsman, 2004). Apesar destes estudos revelarem a existéncia de uma
infinidade de fungdes metabdlicas nos microrganismos, 0os microbiologistas deparam-se
com o grande desafio de estabelecer o metabolismo celular, fisiologia e relagOes
ambientais intra- e interespecificas, devido ao pequeno numero de culturas desses

organismos em meios artificiais (Kaeberlein et al,. 2002).
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A dificuldade de se obter o cultivo de microrganismos em meios artificiais vem
sendo abordada h& muito tempo pela comunidade cientifica. Em 1985, Staley e
Konopka revisaram o ja conhecido fendmeno chamado ““a grande anomalia da contagem
em placa”, onde se pdde perceber que o numero de organismos cultivados em meios
solidos, era muito menor daquele observado em amostras naturais observadas ao
microscopio. Este fendmeno pode ser atribuido a dificuldade de se reproduzir as
condigdes naturais do ambiente em meios de cultura artificiais, como diferentes
concentracdes ou a falta de algum nutriente essencial neste meio (Zengler et al., 2002).
Em 2000, Watve e colaboradores relataram que organismos provenientes de ambientes
terrestres e aquéticos, sao essencialmente oligotréficos e sua transferéncia para meios de
cultura muito ricos em nutrientes, poderia causar um grande impacto metabdlico,
dificultando seu crescimento. Estudos mostraram que é possivel cultivar organismos
previamente ndo cultivados em métodos tradicionais pelo uso de meios de cultura
relativamente simples, ou pela modificagdo na formulacdo de alguns meios, visando
oferecer os componentes quimicos do ambiente de onde o organismo foi retirado
(Connon & Giovannoni, 2002).

Um exemplo deste tipo de abordagem consiste na utilizacdo de camaras de
difuséo para o cultivo de organismos aquaticos. Esse método, descrito por Kaeberlein e
colaboradores em 2002, consiste no indculo de uma amostra ambiental embebida em
agar, posicionado em uma camara delimitada por duas membranas de poros com
didametros especificos, que permitem a passagem de nutrientes mas impedem a
passagem de microrganismos. As camaras sdo colocadas em um aquario com agua e
sedimentos do ambiente de onde foi retirada a amostra. Essa técnica permitiu o cultivo
de organismos ainda ndo cultivados e mostrou a importancia de se preservar as

condicdes naturais do ambiente para favorecer o cultivo em meios artificiais.

Em relagdo ao cultivo de archaeas, a maioria dos exemplares cultivados consiste
em organismos de natureza extremdfila (Balch et al., 1979; Tsao et al., 1994; Pikuta et
al., 2007; Luque et al., 2012), por possuirem condi¢des de cultivo mais especificas, com
um menor numero de organismos que vivem nestes tipos de ambiente, dificultando a
contaminagdo da cultura. J& o cultivo de archaeas meséfilas é mais dificil devido a
grande complexidade das comunidades encontradas e a falta de conhecimento sobre seu
metabolismo, havendo poucos relatos de sucesso na literatura até hoje (Konneke et al.,
2005; Tourna et al., 2011; Kim et al., 2012; Simon et al., 2014; Lehtorvita-Morley et
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al., 2014), sendo grande parte deles de culturas de enriquecimento e co-cultivos entre

archaeas e bactérias.

O cultivo de archaeas e suas limitacbes tém sido amplamente relatados na
literatura (Schleper et al., 2005; Auguet et al., 2010; Leigh et al., 2011). Offre e
colaboradores citaram que, até novembro de 2012, havia 116 géneros de Archaea, com
450 espécies validamente descritas e cultivadas, sendo a maioria da diversidade descrita
somente por métodos independentes de cultivo que, quando comparadas as amostras
cultivadas mais proximas em termos de similaridade, ainda se encontram distantemente
relacionadas (Offre et al., 2013). Esse nimero de organismos cultivados é muito
pequeno se comparado as mais de 250.000 sequéncias de DNA do gene do rRNA 16S
de Archaea depositadas nos bancos de dados.

1.7.0 Cerrado e as comunidades de Archaea.

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil (Figura 3), menor apenas que a
Floresta Amazonica (Oliveira & Marquis, 2002), possuindo uma area de cerca de 2
milhGes de quildmetros quadrados (24% do territdrio brasileiro), que abrange 11 estados
da regido central do Pais (Oliveira-Filho & Ratter, 2002; Walter et al., 2008). O cerrado
possui duas estacdes bem definidas: a seca, que ocorre de maio a setembro e a chuvosa,
no periodo de outubro a abril e apresenta uma precipitacdo média anual de 1500mm
(Klink & Machado, 2005). Este bioma é do tipo savana e é considerado um hotspot de
biodiversidade e de esforcos para conservacdo, devido ao grande nimero de espécies

endémicas e a sua crescente degradacao (Myers et al., 2000).
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Figura 3. Mapa do Brasil esquematizando 0s biomas brasileiros.
Fonte:(http://www.sobiologia.com.br/conteudos/bio_ecologia/ecologial3.php).

Em relacdo a ecologia microbiana do Cerrado, sdo ainda escassos os trabalhos
que a descrevem, sendo Vvarios realizados na reserva ecoldgica do IBGE (Recor), tendo
0 solo como principal alvo de estudo. Nestes trabalhos foram analisadas as comunidades
fangicas (Castro et al., 2008), bacterianas (Quirino et al., 2009; Araujo et al., 2012;
Silva et al., 2012 ) e um conjunto das duas (Bresolin et al., 2010) presentes em solos do

Cerrado.

Os estudos sobre a riqueza e diversidade do dominio Archaea no Cerrado, assim
como a obtencdo de culturas laboratoriais de archaeas mesofilas, consistem em temas
centrais desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa. Neste sentido, Catdo e
colaboradores (2013) realizaram a descricdo da comunidade de archaeas em solos de
Mata de Galeria e Cerrado Denso. Em um estudo mais recente, comunidades de
archaeas em solos de Cerrado Sensu scritu submetidos ou ndo a queimadas periddicas
foram descritas, bem como a obtencdo de co-culturas de archaeas e bactérias a partir de
solos de areas ndo submetidas a queimadas (Dias, 2015). Em relacdo as archaeas de
sedimentos lacustres do Cerrado, foi realizado um estudo que descreve a comunidade de
archaeas em sedimentos de lagoas durante os periodos de seca e de transi¢do
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seca/chuva, a partir de amostras de sedimento coletadas no parque Sempre Vivas, em
Minas Gerais (Rodrigues et al., 2014), onde foi possivel visualizar uma maior riqueza e
diversidade nos sedimentos coletados na estacdo de transicdo seca/chuva, quando
comparadas com a estacdo seca. Além de uma grande quantidade de organismos

metanogénicos, seguidos de membros do filo Thaumarchaeota.

Tendo em vista que sedimentos limnicos do Cerrado correspondem a ambientes
ainda pouco estudados quanto a riqueza e diversidade de archaeas, estes consistem em

um modelo de estudo bastante interessante.

1.8. Sedimentos limnicos.

Os sedimentos limnicos geralmente sdo divididos em duas camadas: a camada
recente ou bioldgica, onde o sedimento esta em contato direto com a coluna d’agua e a
camada permanente, localizada logo abaixo da recente. A camada recente geralmente
apresenta maior quantidade de matéria organica, densidade de organismos benténicos e
atividade microbiana (Thomaz, 2011). Por outro lado, a camada permanente €
caracterizada por uma condicdo de completa anaerobiose, baixo teor de matéria

organica e uma comunidade composta basicamente de microrganismos (Esteves, 2011).

As duas camadas sdo compostas por duas fragOes: a primeira, denomimada
solida ou particulada, compreende a principal fonte de energia para os microrganismos e
a segunda, fracdo liquida ou dissolvida, é composta pela agua intersticial e apresenta
grande importancia para o ecossistema aquatico devido a grande quantidade de
nutrientes que se difundem para os sedimentos (Esteves, 2011). Os sedimentos
desempenham importante fungdo na acumulacdo e reciclagem de nutrientes nos
ambientes aquaticos (Straskraba & Tundisi, 2000). Furtado e colaboradores (2002),
observaram que a concentracdo de nutrientes na fracdo dissolvida dos sedimentos pode
ser maior que aquela encontrada na coluna d’agua, devido a ressuspensao e re-
deposicdo ocorridas tanto por perturbacfes na superficie da dgua, como por fatores do
proprio ambiente aquético (Gloor et al., 1994). As causas destas perturbacdes podem ser
bioldgicas, como a presenca de organismos na regido, ou abidticas, como a ocorréncia
de chuvas, onde o fluxo de nutrientes decorrentes dessas perturbacbes favorece o

crescimento e a atividade metabolica dos microrganismos (Wetzel, 2001).
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Membros de Archaea sdo comumente encontrados em sedimentos de agua doce,
especialmente organismos metanogénicos, devido & baixa disponibilidade de oxigénio
nas porgdes mais profundas destes (Lovley et al., 1983; Conrad et al., 1985; Vetriani et
al., 1999; Antony et al., 2011; Zhu et al., 2012) Porém, foram também detectados nos
sedimentos de &gua doce, membros do recém proposto filo Bathyarchaeota, o antigo
grupo MCG e outros grupos regularmente relacionados a ambientes marinhos, como 0s
Marine Benthic group B e A e Deep Hydrotermal Vent Euryarchaeota Group
(DHVEG) (Jiang et al., 2008; Bhattarai et al., 2012; Borrel et al., 2012; Gies et al.,
2014), alem de membros do filo Thaumarchaeota oxidantes de amdnia (Pouliot et al.,
2009; Auguet et al., 2011; Auguet et al., 2012; French et al., 2012; Lu et al., 2016).
Apesar da fungdo ecoldgica das AOAs ser bem estabelecida, o entendimento das
funcBes dos outros grupos encontrados em sedimentos limnicos ndo é bem conhecido,
devido a falta de representantes cultivados, dificultando as inferéncias sobre suas

necessidades metabdlicas e papel ecoldgico (Fillol et al., 2015).

Conforme mencionado anteirormente, existem poucos estudos sobre sedimentos
limnicos do cerrado. Em 2011, Zardo e colaboradores caracterizaram a composicao
fisico-quimica de sedimentos da micro-bacia do corrego Samambaia no Mato Grosso.
Estes autores observaram uma alta acidez nos sedimentos, condigdo semelhante aquela
encontrada em solos do Cerrado. Também foi observado valores de pH &cidos em um
trabalho realizado com sedimentos coletados de lagoas do Parque Nacional Sempre
Vivas em Minas Gerais (Rodrigues et al., 2014). Alguns trabalhos ecol6gicos avaliaram
a microfauna eucariética com papel de bioindicadores de sedimentos do Cerrado
(Lorenz-Silva et al., 2005; Guimaraes, 2008). Entretanto, o estudo de comunidades

procarioticas neste tipo de ambiente ainda se encontra em um estagio bastante inicial.

Tendo em vista que nosso grupo vem desenvolvendo trabalhos visando
caracterizar comunidades de Archaea em diferentes ambientes do Cerrado, bem como
na obtencdo de culturas de Archaea em meios artificiais, este trabalho consiste no
estabelecimento de culturas de membros do dominio Archaea presentes em sedimentos
limnicos do Cerrado, pelo uso de meio de culturas seletivos que mimetizam as

condigdes naturais do ambiente em que estes organismos se encontram.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Obtencdo de culturas e caracterizagdo de membros de Archaea de

sedimentos limnicos do Cerrado.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolvimento de meios de cultura seletivos para o cultivo de Archaeas
de sedimentos de &gua doce.

e Caracterizacao filogenética das archaeas obtidas em culturas laboratoriais.

e Andlises de filogenia molecular da comunidade de archaeas presente no

sedimento utilizado para a obtencéo das culturas laboratoriais.
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3. Material e Métodos

3.1. Coleta das amostras

As amostras de sedimentos e agua utilizados para a confeccdo dos meios de
cultura e como fonte do inoculo inicial foram coletadas em dois momentos: no dia 02 de
setembro de 2013 e 29 de janeiro de 2014, do corrego Roncador na reserva ecologica do
Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica (RECOR-IBGE), localizada na BR-251, a
35 Km ao sul do centro de Brasilia. Esta reserva do IBGE esta incluida na Area de
Protecdo Ambiental (APA) Distrital Gama-Cabeca de Veado.

As amostras de agua e sedimento foram coletadas préximas a da margem do
corrego que, no ponto de coleta, apresenta cerca de 3 metros de largura e
aproximadamente 60 cm de profundidade, em sua &rea mais central. Para a coleta dos
sedimentos foram utilizados tubos de PVC com 10 cm de comprimento que foram
introduzidos na zona superficial (de 1 a 10 cm) do fundo do co6rrego para a coleta do
material e em seguida acondicionados em sacos plasticos e mantidos a 4°C, até a
chegada ao laboratorio. Parte da amostra foi estocada a -20°C para a posterior extracao
de DNA total e parte foi entregue a empresa SOLOQUIMICA analise de solos LTDA
para avaliacdo de parametros fisico-quimicos. As amostras de adgua do cérrego foram

coletadas em garrafas plasticas e estocadas a 4°C até o uso.

3.2.Preparo do meio e estabelecimento das culturas.

Para o preparo dos meios solidos, uma aliquota de sedimento (5%) foi
misturada a &gua do corrego e, em seguida deixada em repouso por alguns minutos para
permitir a deposi¢do das particulas maiores. Em seguida, a mistura foi coada em
coadores de papel, adicionada de agar na concentracdo de 2% e esterilizada em
autoclave. Para a confeccdo dos meios liquidos foi utilizado o mesmo coado,
autoclavado ou ndo, seguido de um processo de filtragdo em membranas com poros de
0,22 pum de diametro, com o auxilio de uma bomba de vacuo. A fim de tornar 0 meio
seletivo foram utilizados os seguintes agentes antimicrobianos: Ampicilina (150 pg/ml),

Estreptomicina (50 pg/ml), Cloranfenicol (20 pg/ml) e Itraconazol (0.25 mg/ml).

O indculo inicial consistiu na mistura de sedimento e agua do cérrego, na

concentracdo de 20%. Para o cultivo em meio s6lido, foram inoculados quatro volumes
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diferentes do in6culo (20 pL, 50 pL, 75 pL e 100 pL) em placas de Petri contendo o
meio e agentes antimicrobianos. As placas foram mantidas em estufa com temperatura
constante de 28°C, e repicadas conforme a necessidade. O cultivo em meios liquidos foi
realizado a partir da semeadura do inéculo original (uma al¢ada de in6culo em 5 mL de
meio) e também a partir das coldnias desenvolvidas nos meios solidos, inoculadas em
tubos de vidro e mantidas em estufa a 28°. Além dos agentes antimicrobianos, as
culturas liquidas foram suplementadas com NH4ClI nas concentra¢es de 0,1 mM e 0,5
mM, enquanto os meios sélidos foram inicialmente suplementados com NH4CIl na
concentracdo de 0,1 mM, aumentando gradualmente até 0,3 mM, na tentativa de
favorecer o crescimento de organismos oxidantes de amonia. Na tentativa de separar as
bactérias presentes na cultura, algumas culturas do meio sélido foram submetidas a um
processo de filtragdo com membranas 0,45 um e transferidas para placas de petri
contendo o meio solido ou tubos de vidro contendo o meio liquido, ambos

suplementados com agentes antimicrobianos.

3.3. Extracdo de DNA genbémico

O DNA total do sedimento coletado foi extraido com o kit PowerSoil DNA
Isolation (MO Bio Laboratories Inc.), de acordo com as instrugcdes do fabricante, com
apenas uma modificacdo: a quantidade de sedimento usado para extragao foi 0,5 g e néo
0,25 g como indicado, visto que em outros trabalhos do nosso grupo esta quantidade foi

ideal para otimizar a extracéo.

O DNA total das colénias em cultura sélida e liquida foi extraido pelo método
de extracdo por fenol-cloroférmio. As colénias foram retiradas das placas com al¢a
niguel-cromo e ressuspendidas em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL contendo 472 uL de
tampdo TE (TRIS-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0), 8 uL de RnaseA 4 mg/mL e 3
pL de Proteinase K 20 mg/mL. Em seguida, foi adicionado 15 pL de SDS 20% e os
tubos foram mantidos na estufa por 1 hora a 37°C. O proximo passo consistiu na adi¢ao
e homogeneizacdo vigorosa de 500 pL de clorofane (25 fenol:24 cloroformio:1 &lcool
iso-amilico), seguido de centrifugacdo por 3 minutos a 7000 x g, a transferéncia
cuidadosa do sobrenadante para outro tubo e adigdo e homogeneizagdo de 500 pL de
clorofil (24 cloroférmio:1 alcool iso-amilico), seguida de nova centrifugagdo nas
mesmas condigdes, transferéncia do sobrenadante para tubos novos e a adi¢cdo de NaCl

3 M para a concentracdo final de 0.3 M. Os tubos entdo foram homogeneizados por
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inversdo suave, adicionados de 2,5 volumes de etanol 100% gelado e armazenados por
uma noite a -20°C. Apo6s este periodo, os tubos foram centrifugados a 7000g por 10
minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em 300 pL de
etanol 70%, seguida de uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes e descarte do
etanol 70%. Os tubos entdo foram invertidos e mantidos a temperatura ambiente até
secar. Para estocar o DNA extraido, o sedimento foi ressuspendido em 90 pL de H.O
miliQ e mantido a -20°C.

O DNA extraido de todas as amostras foi quantificado por meio de eletroforese
em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio 10 mg/mL, empregando-se

como referéncia o marcador de massa molecular High Mass Ladder (Promega).

3.4. Ensaios de PCR

O DNA Total obtido pela extracdo dos sedimentos foi submetido a ensaios de
PCR utilizando os iniciadores 21f/958r, especificos para o gene do rRNA 16S de
Archaea (DeLong, 1992) e Arch amoaF/Arch amoaR, especifico para o gene da
subunidade A da enzima amoénia monooxigenase de Archaea, amoA (Fancis et. al.
2005).

Para o DNA obtido das coldnias, além dos dois iniciadores ja mencionados, foi
utilizado também o par 27f/1492r (Lane, 1991), especifico para o gene rRNA 16S de
Bacteria, a fim de analisar a ocorréncia de um co-cultivo nas coldnias obtidas. As
sequéncias dos iniciadores e o tamanho de fragmento esperados estdo apresentados na
tabela 1.

Tabela 1. Pares de iniciadores especificos para os genes 16S de Archaea e Bacteria e
para 0 gene amoA de Archaea.

Iniciadores Sequéncias Fragmento esperado
Archaea
(16S) 21F 5> TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA 3° 937pb
958R 5> YCC GGC GTT GAM TCC AAT T3’
(amoA) amoAF 5 STAATGGTCTGGCTTAGACG 3' 635pb
amoAR 5 GCGGCCATCCATCTGTATGT 3
Bacteria
(16S) 27F 5" AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’ 1465pb
1492R 5> GGT TACCTT GTT ACGACTT3
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As reacdes foram realizadas em sistemas com volume final de 30 uL, contendo 5
pL de DNA, em concentracOes que variaram de 1 a 50 ng. Os demais reagentes foram
utilizados nas concentracgdes a seguir: 1 X de tampdo de reacdo (Invitrogen), 1,5 mM de
MgClz, 400 ng/pL de Soroalbumina bovina (BSA), 0,5 uM de cada iniciador (foward e
reverse), 200 uM de dNTPs e 1,25 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen). As
concentragdes acima citadas foram utilizadas para as reac6es com todos os pares de
iniciadores. Os ensaios de PCR foram realizados em um termociclador (MJ) e as

condicdes utilizadas para cada par de iniciadores sdo apresentadas nas tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 2. Programa utilizado com os Tabela 3. Programa utilizado com os
iniciadores 21f/958r iniciadores 27f/1492r

1 Desnaturacao inicial a 94°C/1 min. 1  Desnaturacao inicial a 94°C/5 min.
2 Desnaturagao a 94°C/1 min. 2 Desnaturagdo a 94°C/1 min.
3 Anelamento a 55°C/1 min 3 Anelamento a 55°C/1 min
4 Extensdo a 72°C/1min 4 Extensao a 72°C/2 min

5 Repetir passos 2 a 4 -29 vezes 5 Repetir passos 2 a 4 -29 vezes
6 Extensdo final a 72°C/5min 6 Extensao final a 72°C/10min
7 7

Manutengao a 4°C Manutengdo a 4°C

Tabela 4. Programa utilizado com os
iniciadores arch amoAf/arch amoAr

1  Desnaturagao inicial a 94°C/5 min.
2 Desnaturagdo a 95°C/1 min.

3 Anelamento a 53°C/1 min

4 Extensdo a 72°C/1min30seg

5 Repetir passos 2 a 4 -29 vezes

6 Extensdo final a 72°C/10min

7

Manutengao a 4°C

Em todos os ensaios foi utilizado um controle negativo, que consistia na
substituicdo do DNA por H20 MilliQ. Nos ensaios realizados com o DNA das colonias,
foi usado um controle positivo (DNA de Haloferax volcanii para o par de iniciadores
21f/958r, Salmonella sp. para o par 27f/1492r e DNA total dos sedimentos para

amoAf/amoAr). Os resultados dos ensaios foram analisados por meio de eletroforese
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em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio 10 mg/ml, usando como referéncia

0 marcador de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

3.5. Purificacao dos fragmentos amplificados e confeccao dos sistemas de

ligacdo

Os produtos de todas as reaces de PCR foram purificados com o kit GeneJET
PCR Purification (Thermo Scientific), conforme instrugdes do fabricante, e analisados
por eletroforese em gel de agarose 1%. Os fragmentos obtidos nas reacdes de PCR com
0 DNA extraido das coldnias para os genes amoA e 16S de Bacteria foram submetidos

ao sequenciamento logo apos a purificacdo, sem qualquer etapa de clonagem.

Os fragmentos obtidos com os iniciadores para 0 gene amoA a partir do DNA total
do sedimento e para o gene 16S de Archaea, tanto do DNA total do sedimento quanto
das colénias, foram ligados ao vetor pGEM-T Easy® (Promega), na proporcéo 3:1 de
inserto:vetor, segundo instru¢cbes do fabricante, mantidos por 1h em temperatura

ambiente e armazenados a 4°C por uma noite.

3.6. Preparo de Células competentes Escherichia coli DH5a.

As células de E. coli DH50 foram inoculadas em 5 mL de meio Luria Bertani
(LB) e incubadas a 37°C, sem agitacdo, por 16-24 horas. Em seguida, 300 pL desta
cultura foram inoculados em 30 mL de meio LB e incubados sob agitacdo de 200rpm a
37°C, até a cultura atingir a densidade Optica (ODsoo) de 0,2 a 0,3. A cultura foi
transferida para tubos de plastico e centrifugada a 4000g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 15 mL de solugédo de
cloreto de célcio 100 mM fria. Os tubos foram incubados no gelo por 20-30 minutos e
as entdo centrifugados a 2000 x g por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante
descartado, as células ressuspendidas em 1 mL de cloreto de calcio e mantidas no gelo

por 30 minutos.

3.7. Transformacé&o por choque térmico.

Aliguotas de 100 pL das células competentes foram transferidas para tubos de
hemolise, aos quais foram adicionados 5 pL de cada sistema de ligacdo. Os tubos foram
incubados em gelo por 30 minutos, seguido de choque térmico em banho-Maria a 37°C
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por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio LB a cada tubo e os sistemas
incubados em estufa a 37°C por 1 hora. ApOs esse periodo, aliquotas varidveis das
células foram semeadas em placas de Petri de pléstico contendo agar LB adicionado de
Xgal 0,00625%, IPTG 0,5 mM e ampicilina 150 pg/mL, com auxilio de perolas de

vidro. As placas foram mantidas por uma noite na estufa a 37°C.

3.8. Selecao dos clones transformantes.

As colonias brancas das placas da transformacéo foram selecionadas com o uso
de palitos de madeira estéreis e inoculadas individualmente em tubos de vidro contendo
5mL de meio LB liquido adicionado de 5uL de ampicilina 150 pg/mL. Os tubos foram
mantidos em estufa a 37°C por 16-24 horas, quando parte da cultura foi transferida para
tubos tipo eppendorf contendo glicerol 70%, a fim de se obter um estoque de células em

glicerol com concentracao final de 35%. O estoque foi mantido a -20°C.

3.9. Extracao de DNA plasmidial por lise alcalina.

Para fazer a extracdo do DNA plasmidial dos clones recombinantes, 50 pL das
células estocadas em glicerol foram inoculadas em tubos de vidro contendo 5 mL de
meio LB adicionado de ampicilina 150 pg/mL, e mantidos por uma noite a 37°C sem
agitacdo. Ap0s este periodo, as culturas foram transferidas para tubos tipo eppendorf de
1,5 mL e centrifugadas a 6000 x g por 5 minutos e o sobrenadante descartado. Este
ultimo passo foi repetido para aumentar a quantidade de células. Apo6s as duas
centrifugacdes, o sedimento foi ressuspendido em 100 pL de solugédo | (glicose 50mM,
Tris-HCI 25 mM e EDTA 10 mM, pH 8,0) e mantido a temperatura ambiente por 5
minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de solucéo Il (SDS 1% e NaOH 0,2
M), preparada pouco antes do uso, os tubos foram homogeneizados gentilmente e
incubados em gelo por 5 minutos. Foram adicionados entdo 150 pL de solucdo Il
(Acido acético glacial 2 M e acetato de potassio 3 M), homogeneizado vigorosamente,
sendo os sistemas novamente incubados em gelo por 5 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 12000 x g durante 5 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um
tubo novo, adicionado de 5 pL de RnaseA 10 mg/mL e mantidos a 37°C na estufa por 1

hora.

26



A partir desta etapa os procedimentos subsequentes foram semelhantes aqueles
adotados na extracdo de DNA total das colonias. Cada sistema foi adicionado de 1
volume de clorofane, homogeneizado vigorosamente e centrifugado a 7000g por 3
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se clorofil,
seguido de homogeneizacgdo e centrifugacdo nas mesmas condi¢fes descritas na etapa
anterior. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionado de 2,5 volumes
de etanol 100% gelado e armazenados por uma noite a -20°C. Ap0s este tempo, 0s tubos
foram centrifugados a 12000g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. O
sedimento foi lavado com 300 pL de etanol 70%, sendo em seguida centrifugado nas
mesmas condi¢cdes. Novamente o sobrenadante foi descartado e os tubos invertidos e
mantidos a temperatura ambiente, até a secagem completa do sedimento, que foi
posteriormente ressuspenso em 50 pL de H2O MilliQ e estocado a -20°C.

A qualidade da extracdo e a concentracdo do DNA plasmidial obtido foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando-se como referéncia o
marcador de massa molecular High Mass (Invitrogen).

3.10. Analises de sequenciamento e bioinformatica

Os amplicons de PCR para o gene rRNA 16S das colonias obtidos em 2014
foram sequenciados por colaboradores na Universidade Catolica de Brasilia. O restante
dos amplicons e o0 DNA plasmidial recombinante contendo os fragmentos de interesse
foram sequenciados parte pelo Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de
Brasilia, no sequenciador automatico ABI3730 da Applied Biosystems, e parte pela
empresa Macrogen. Foram utilizados no sequenciamento os iniciadores 21F, 27F ou
ArchamoAF de acordo com o iniciador utilizado na reacdo de PCR. As sequéncias de
DNA obtidas foram analisadas quanto a qualidade pelo algoritmo PHRED (Ewing et
al., 1998), através da ferramenta Electropherogram quality analysis disponivel na
pagina da EMBRAPA: http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. Foram selecionadas
as sequéncias que apresentaram o valor de PHRED superior a 20 para mais de 250

nucleotideos. Sequéncias com valores inferiores foram descartadas.

As sequéncias correspondentes aos genes de rRNAL6GS e de amoA obtidas tanto
do cultivo quanto da amostra do sedimento foram submetidas a alinhamentos maltiplos,
utilizando-se o programa ClustalX (Larkin et al., 2007) e o resultado do alinhamento foi

editado manualmente com 0 auxilio do programa BioEdit
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(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Sequéncias de dificil edi¢cdo ou muito
curtas foram eliminadas. As sequéncias do gene de rRNA 16S obtidas foram submetidas
a analises comparativas no banco de dados taxondmico do Greengenes (DeSantis et al.,
2006), através do programa Mothur (Schloss et al., 2009). O programa Mothur também
foi utilizado para: Analises de obtencdo das OTUs representativas; obtencéo dos indices
de riquieza Chao e ACE; cobertura estimada da amostragem; confecg¢do de curvas de
rarefacdo e diagramas de Venn. Foram empregados os coeficientes de similaridade 80%
para o nivel taxonémico de filo, 90% para classe, 95% para género e 97% para espécie
para as sequéncias relativas ao gene rRNA 16S e para 0 gene amoA, foram realizadas
analises de obtencdo do nimero de OTUs representativas, cobertura da amostragem e
diagramas de Venn com coeficiente de similaridade de 97%.

As arvores filogenéticas com as sequéncias do gene rRNA 16S e amoA foram
construidas com o programa MEGAS5 (Tamura et al., 2011), pelo método de Maximum
likelihood, com o modelo Tamura-Nei e teste de bootstrap de 1000 repeticOes
(Felsenstein, 1985). Sequéncias representativas a nivel de espécie (3%), obtidas com o
auxilio do programa Mothur, foram comparadas a sequéncias disponiveis no banco de
dados do NCBI (US National Center of Biotechnology Informantion) por meio da
ferramenta BLAST (Altschul et al., 1990) e aquelas que apresentaram o0s mais altos

valores de similaridade foram incluidas nas arvores.

3.11. Analises morfoldgicas das células em cultura

3.11.1. Microscopia optica.

Apos o estabelecimento da cultura, foram preparados esfregacos das colénias em
laminas histoldgicas de vidro, com auxilio de uma alca niquel-cromo e fixados ao fogo.
Esses esfregacos foram corados pelo o método de Gram, conforme protocolo padréo:
aplicacdo de cristal violeta por 1 minuto, lavagem com &gua destilada, aplicacdo de
lugol por 1 minuto, nova lavagem com agua destilada; aplicacéo de etanol absoluto por
10-15 segundos, lavagem em agua destilada e finalmente, aplicacdo de fucsina por 1-2
minutos e lavagem final com agua destilada. Todas as laminas foram observadas em

microscopio optico, em aumento de 1000 x.

28



3.11.2. Microscopia eletrénica de Varredura (MEV).

As andlises das amostras, bem como seu preparo, foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia da Universidade de Brasilia, coordenado pela professora
Sonia Nair Bao. As culturas foram raspadas das placas, ressuspendidas em tampao PBS
1X e fixadas com o fixador Karnovsky 0,1 M (paraformaildeido 2%, Glutaraldeido 2%,
sacarose 1%, cloreto de célcio 0,005 M em meio tamponado por cacodilato de sodio 0,1
M) por 4 horas em temperatura ambiente. As amostras fixadas foram lavadas com
tampédo cacodilato de sédio 0,1 M e depositadas em laminulas contendo poli-L-lisina.
Foi realizada a pos-fixacdo com tetroxido de 6smio 1% por 30 minutos. Apés a lavagem
das laminulas com &gua destilada foi feita a desidratacdo gradual com acetona 50, 70,
90 e 100%, ficando 5 minutos em cada concentracdo. Foi feita a secagem ao ponto
critico de CO2 no equipamento Balzers CPD030 (Balzers Union AG) e a metalizacéo
com vapores de ouro no metalizador Balzers SCD050. Apds o preparo, as amostras

foram analisadas no microscopio eletrdnico de varredura JEOL Ltd. a 15,0 kV.
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4. Resultados e discussao

4.1. Coleta do sedimento
Os sedimentos e agua do corrego utilizados para as analises moleculares, indculo
inicial e confeccdo dos meios de cultura foram coletadas em dois momentos:
primeiramente no dia 02 de setembro de 2013, um periodo de transi¢éo entre as estacdes
seca e chuvosa e no dia 29 de janeiro de 2014, estacdo chuvosa (Figura 4). Todos 0s
sedimentos foram coletados em uma profundidade de até 10cm, sendo entdo

considerados sedimentos da camada recente de deposi¢do (Thomaz, 2001).

Bl 5. L B A% ‘
Figura 4. Foto do cérrego Roncador na reserva ecolégica do IBGE, local onde foram
realizadas as coletas de sedimento.

O sedimento utilizado para a extragdo de DNA total foi coletado em setembro e
seus parametros fisico-quimicos foram realizados pela empresa SOLOQUIMICA
Analises de Solo Ltda (tabela 5). O valor de pH &cido é consistente com o encontrado
na literatura para solos e sedimentos de lagoa do Cerrado (Zardo et al., 2011; Catdo et
al.,2013; Rodrigues et al., 2014; Dias, 2015), provavelmente devido a liberacéo de ions

de hidrogénio oriundos das atividades metabolicas dos microrganismos (Esteves, 2011).
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Tabela 5. Analise fisico-quimica do sedimento coletado no dia 02 de Setembro de 2013.

Parametros Analisados Valores
COMPOSICAO GRANULOMETRICA
Argila, g/kg 250
Areia, g/kg 625
Silte, g/kg 125
COMPLEXO SORTIVO

pHem H20 5,6
Fésforo (P), ppm 2,9
Célcio (Ca), cmolc/dm? 0,8
Magnasio (Mg),cmolc/dm3 0,2
Potassio (k), cmolc/dm? 0,06
Sédio (Na), cmolc/dm? 0,03
Aluminio (Al), cmolc/dm? 1,2
Acidez (H + Al), cmolc/dm? 5

Carbono orgénico, g/kg 26,3
Nitrogénio total , g/Kg 0,79
Nitrato (NO3) 0,25
Nitrito(NO) 0,15
Nitrogénio amoniacal (NH3) 0,05
Matéria organica, g/kg 45,2

MICRONUTRIENTES

Boro (B), ppm 0,51
Cobre (Cu), ppm 0,52
Ferro (Fe), ppm 487
Manganés (Mn), ppm 1,9
Zinco (Zn), ppm 3,34
Enxofre (S), ppm 4,2

Para o estabelecimento do cultivo, foi utilizado inicialmente o sedimento
coletado em setembro, porém ndo foi observado crescimento nas placas e, por esta
razdo, uma nova coleta foi realizada em janeiro a fim de se obter um novo indculo
inicial. O sedimento de janeiro ndo foi analisado em relagdo aos seus parametros fisico-

quimicos por questdes metodoldgicas.

Apesar de terem sido coletados em momentos e estacdes diferentes, o indice
pluviométrico dos dois periodos foi similar. Os dados pluviométricos da reserva
ecologica do IBGE estdo disponiveis na pagina www.recor.org.br e podem ser
observados na figura 5. A precipitacdo media dos meses de setembro de 2013 e janeiro

de 2014 foram 1,7mm e 1,3mm respectivamente (dados obtidos na pagina da reserva),
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ndo havendo chuvas nos dias proximos as datas das coletas. Assim, podemos considerar

que as duas coletas foram feitas em periodos com precipitacBes parecidas.
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Figura 5. Precipitagdo total na reserva ecoldgica do IBGE, no periodo de julho de 2013
a junho de 2014 (em http://www.recor.org.br/cid360/download/17-dados-
meteoroldgicos.html acesado em dezembro de 2015). Os dados de precipitacdo do més
de dezembro de 2013 ndo foram disponibilizados.

4.2. Cultivo de archaeas em meios artificiais.

Para o estabelecimento das culturas laboratoriais de archaeas de sedimentos do
cerrado, foi utilizado como meio de cultura o proprio sedimento do qual foi retirado o
indculo inicial. Esta estratégia foi utilizada devido a falta de conhecimento sobre as
necessidades nutricionais destes microrganismos e, desta forma, a variedade de
nutrientes e suas concentracdes provavelmente estariam mais proximas aquelas
presentes no meio natural onde estes se encontravam. Os meios de cultura consistiram
em um coado do sedimento coletado misturado com a &gua do cérrego e, para a
obtencdo de meios solidos, adicionados de &gar. O uso de meios artificiais que
mimetizam as caracteristicas do ambiente tem sido discutido na comunidade cientifica
nos ultimos anos e ja foi observado com sucesso para o cultivo de bactérias e archaeas
(Keberlein et al., 2002; Konneke et al.,2005).

O indculo inicial do cultivo foi preparado primeiramente no dia 02 de setembro
de 2013. Devido a experiéncias anteriores do nosso grupo de pesquisa com

contaminagfes em culturas de archaeas de solo, foi adicionada a cultura uma
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combinacédo de antibacterianos e antifingicos desde o primeiro momento do cultivo, na
tentativa de obter culturas puras de archaeas. Foram adicionados os antimicrobianos:
ampicilina, estreptomicina, bacitracina, norfloxacina, doxiciclina, clorafenicol,
itraconazol, anfotericina B e cetoconazol. Porém, ap6s semanas de cultivo, ndo foi
observado crescimento nas placas, o que pode ter sido causado pelo uso de varios
antibioticos desde o primeiro momento. Apesar das diferengas morfoldgicas e
fisiologicas observadas entre archaeas e bactérias e da conhecida resisténcia das
archaeas a antibioticos comumente usados, alguns autores vem demonstrando que
membros do dominio Archaea podem apresentar suscetibilidade a alguns destes agentes
(Dirdi, 2012; Khelaifia & Drancourt, 2012). Outra possivel explicacdo para este
resultado poderia ser a eliminacdo de bactérias essenciais a sobrevivéncia das archaeas
nos meios de cultura utilizados. Atualmente, estima-se que cerca de 80% de todos 0s
procariotos existam na natureza como organismos sésseis, aderidos a superficies, onde
estabelecem associagdes intra- e interespecificas (Schopf et al., 2008). Em alguns
estudos de cultivo de Archaea, ao se eliminar a bactéria associada a ela, esta também
ndo sobrevivia, sugerindo haver uma dependéncia metabolica entre estes organismos
(Lehtorvita-Morley et al., 2014).

Uma segunda tentativa de cultivo foi feita em janeiro de 2014, a partir da coleta
de novos sedimentos e da confeccdo de um novo indculo inicial. Para minimizar a
contaminacdo por bactérias e fungos, foram adicionados os agentes antimicrobianos:
ampicilina, estreptomicina, clorafenicol e itraconazol. Foram inoculadas quatro placas
com quantidades diferentes do indculo e incubadas em estufa a 28°C. Apds uma semana
de cultivo foi possivel visualizar mais de um tipo de col6nias diminutas, sugestivas de
crescimento procariético em cada placa. As col6nias diferentes foram entdo inoculadas
separadamente em novas placas. Em seguida, os repiques foram feitos com intervalos de
2 a 4 semanas entre si, com 0 objetivo de separar tipos diferentes de crescimento.
Posteriormente, foi realizada a adicdo sucessiva de novos agentes antimicrobianos:
anfotericina B, doxiciclina e bacitracina. O primeiro resultou na morte das culturas e 0s
dois ultimos ndo provocaram qualquer alteracdo morfoldgica nas colnias e por esta
razdo, optou-se pela manutencdo dos quatro antimicrobianos originais. Inicialmente
foram observados trés tipos coloniais distintos que, ao longo do cultivo, foram
repicados separadamente na tentativa de isolar as diferentes colonias, resultando em

nove culturas homogéneas.

33



Para o cultivo das archaeas em meio liquido foi realizado um primeiro indculo a
partir do mesmo sedimento utilizado para o cultivo em meio so6lido, em janeiro de 2014.
As culturas foram realizadas em tubos contendo o meio liquido suplementado com
ampicilina, estreptomicina, clorafenicol e itraconazol e incubadas em estufa a 28°C, sem
agitacdo. O meio liquido foi confeccionado a partir do mesmo coado utilizado para a
confeccdo do meio sélido. Porém, o metodo de esterilizagdo dos meios foi diferente.
Enquanto os meios solidos foram autoclavados, os meios liquidos foram filtrados em
membranas com poros de 0,22um de diametro. Entretanto, ndo foi observado
crescimento nos tubos inoculados, mesmo ap0s meses de incubacdo. Tal fato foi
considerado curioso, tendo em vista que os trabalhos de cultivo de archaeas meséfilas
relatam o crescimento destas em meio liquido (Simon et al., 2005; Kim et al., 2012; Xu
et al., 2012; Santoro et al., 2014 Stieglmeier et al., 2014; Zhalnina et al., 2014). A
dificuldade de crescimento em meio liquido também foi observada em um experimento
de cultivo de archaeas de solo do Cerrado realizado pelo nosso grupo (Dias, 2015).
Novas tentativas foram feitas a partir de culturas ja adaptadas em meios sélidos, sendo
adicionado a alguns tubos cloreto de amdnio na concentracao final de 0,5mM, a fim de
enriquecer o crescimento de archaeas com potencial nitrificante. Foram realizados
indculos a partir da coleta de amostras das coldnias, que foram ressuspensas no meio
liquido e filtradas em membranas com poros de 0,45um de didmetro e, a partir destes
indculos, foi possivel observar um discreto crescimento nos tubos apds meses de

incubacdo, embora sem distin¢do entre os tubos contendo ou ndo NH4CI.

Os tubos onde foi observado crescimento, bem como as culturas obtidas em
meio solido, foram selecionados para experimentos de extracdo de DNA e ensaios de

PCR (resultados apresentados e discutidos no item 4.3.2).

4.2.1. Caracterizagdo morfologica das culturas obtidas.

O cultivo em meio sélido revelou a presenca de trés tipos coloniais distintos,
apos cerca de quatro meses de cultivo, denominados tipos coloniais “A” “B” ¢ “C”. O
tipo colonial “A” apresentava aspecto brilhante, transparente e mucilaginoso, com
bordas regulares. Este tipo colonial caracterizava-se por exibir crescimento rapido, com
colbnias visualizaveis a partir de uma semana de incubacdo (Figura 6a e b). O tipo
colonial “B” consistia em colbnias opacas, de bordas irregulares e centro mais denso,
bastante aderidas ao meio de cultura. Estas colbnias apresentavam tamanho variavel,
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podendo atingir cerca de 1 cm de didmetro. Seu crescimento era observado cerca de
duas semanas apds a inoculacdo (Figura 6¢ e d). O tipo colonial “C” consistia em
coldnias muito pequenas, com menos de 1 mm de didmetro, que se projetavam do meio,
com aspecto irregular e bordas lisas, formando pequenos “pontos” na placa,

visualizaveis apds cerca de duas semanas de incubacéo (Figura 6e e f).

Figura 6.Tipos coloniais obtidos em meios solidos. a - b) tipo colonial A; ¢ - d) tipo
colonial B; e - f) tipo colonial C. As setas indicam as colonias do tipo colonial “B”

Tendo em vista que experimentos de PCR com iniciadores dirigidos ao gene

amoA sugeriam a presenca de archaeas com potencial nitrificante nas culturas
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(resultados apresentados e discutidos no item 4.3.2.6.2.), estas passaram a ser
inoculadas em meios adicionados de NH4Cl, na tentativa de favorecer o crescimento de
AOA:s. Alguns trabalhos descrevem o crescimento de archaeas nitrificantes em culturas
de enriquecimento, a partir da suplementacdo de fontes externas de nitrogénio
(Lehtorvita-Morley et al., 2011; Tourna et al., 2011; Kim et al., 2012; Santoro et al.,
2014; Stieglmeier et al., 2014). Durante estes repiques foi observada uma mudanca

morfolégica em duas placas em relacdo as placas controle (sem a adi¢do de NH4CI).

Em uma das placas (S 05), cujas colonias eram do tipo “A”, estas passaram a
apresentar aspecto mais translicido, com dois tipos de crescimento distintos, pequenas
colonias de 1mm e coldnias de morfologia indefinida, com aspecto mais mucilaginoso.
As coldnias foram entdo repicadas em placas distintas (denominadas S 5P e 5G) e, ap6s
cerca de cinco repiques sucessivos, as duas placas passaram a apresentar col6nias com o
mesmo aspecto morfoldgico, de crescimento rapido e bastante aderidas ao meio. Estas
colbnias foram entdo consideradas um novo tipo colonial que recebeu a denominagéo
“D” (Figura 7a e b). Outra placa onde foi observada a ocorréncia de colénias com nova
morfologia inicialmente consistia no tipo colonial “B” (S 07), que passou a formar
colbnias com bordas mais regulares e tamanho menor, chegando até aproximadamente
3mm de diametro e centros protuberantes de aspecto brilhante, sendo denominadas
como um novo tipo colonial denominado “E”. Este tipo colonial era observado mais

rapidamente nas placas que o tipo “B” original, apos cerca de 10 dias (Figura 7c e d).
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Figura 7. Novos tipos coloniais obtidos apés a adi¢do de NH4Cl aos meios. a-b) tipo
colonial D. c- d) tipo colonial E. As setas indicam as col6nias representantes dos tipos
coloniais “D” ¢ “E”

Ap0s a obtencdo dos resultados que sugeriam a presenca de um co-cultivo entre
archaeas e bactérias (dados apresentados e discutidos no item 4.3.2.), algumas placas
foram selecionadas para passarem por um processo de filtragdo em membranas com
poros de 0,45 pum de didmetro, na tentativa de reter as bactérias presentes e isolar as
archaeas da cultura. Este método foi utilizado com sucesso na obtencdo de uma cultura
da Thaumarchaeota nitrificante Nitrosotalea devanaterra (Lehtorvita-Morley et al.,
2014). As coldnias foram retiradas das placas, ressuspendidas em meio liquido, filtradas
e inoculadas novamente em meios solido e liquido. Ap6s o experimento, ndo foram
observadas diferencas morfoldgicas nas culturas em relacdo as culturas que nao
passaram por este tratamento, sugerindo que o método ndo foi eficiente na eliminagdo
das bactérias da cultura. Porém, as culturas filtradas foram mantidas e tiveram o seu
DNA extraido, a fim de verificar uma possivel eliminacdo das bactérias por este

processo.

Ao longo do periodo de cultivo, todas as culturas sofreram discretas alteracdes

morfolégicas tais como produgdo de matriz extracelular, provavelmente devido a
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alteracdes fisioldgicas das células, ou as relacGes estabelecidas entre os organismos e/ou
suas proporcOes apos cada nova semeadura. Entretanto, apds cerca de dois anos, as
culturas parecem estar estabilizadas em nove culturas distintas, mantendo os cinco tipos
morfoldgicos descritos acima: Trés coldnias oriundas dos meios adicionados de NH4Cl,
duas com o tipo colonial “D” ¢ uma com o tipo colonial “E”; cinco colénias que
passaram pelo processo de filtragdo em membranas de 0,45um, uma colbnia de cada
para os tipos coloniais “B”, “C” e “D” e duas colonias do tipo colonial “A”. A colonia
denominada S 5G foi a Unica col6nia oriunda do meio suplementado com NH4Cl, que

passou pelo processo de filtracdo. (tabela 6).

Tabela 6. Tipos coloniais e tratamentos realizados.

Colonia CC;II-(I)FrJI(i)aI NH,Cl Filtrada
S01 A i X
S 02 A i X
S04 B i i
S 5p D X i
S5G D X X
S 06 C i X
07 E X i
S 08 B i i
S 09 B i X

Tendo em vista os resultados preliminares do sequenciamento de DNA dos
diferentes tipos coloniais (resultados apresentados e discutidos no item 4.3.2.), seis das
nove col6nias foram selecionadas para as analises por microscopia Optica e microscopia
eletronica de varredura. As placas escolhidas foram: S 01 e S 02 - tipo colonial “A”; S
5P — tipo colonial "D"; S 06 — tipo colonial “C”; S 07 — tipo colonial “E” e S 09 — tipo

colonial “B”.

4.2.2. Coloracéo de Gram das amostras selecionadas.

As seis amostras foram preparadas de acordo com o protocolo padrdo de
coloracdo de Gram e analisadas ao microscépio Optico, sob aumento de 1000 x. Em
todas as preparagdes foram observadas células diminutas, com contornos de dificil

visualizacao.
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As amostras das col6nias coletadas das placas S01 e S02 (ambas do tipo colonial
A), consistiam em células Gram negativas pequenas, com morfologia elipsoide. Em
alguns campos foram observados aglomerados celulares envoltos por uma camada
amorfa, que também se apresentava corada, sugerindo a presenca de uma matriz
extracelular (Figura 8a e b). A presenca de uma matriz extracelular poderia justificar o

aspecto mucilaginoso das culturas do tipo colonial “A”.

A lamina confeccionada com col6nias provenientes da placa S5P (tipo colonial
“D”) revelou a presenca de dois tipos celulares distintos, células Gram negativas com
tamanho e formas similares as das placas SO1 e S02 e células de aspecto bacilar, um
pouco maiores e de coloracdo mais intensa (figura 8c e d). A amostra coletada da placa
S06, que possuia o tipo colonial “C”, revelou trés tipos celulares distintos, dois de
coloracdo Gram negativa e um Gram positivo. Um dos tipos celulares Gram negativos
assemelhava-se as células elipsOides observadas nas demais amostras, enquanto o
segundo tipo era composto por células menores e de coloracdo menos intensa. Por outro
lado, as células de coloragdo Gram positiva apresentavam morfologia arredondada
(figura 8e e f).
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Figura 8. Preparacgdes das col6nias selecionadas, coradas pelo método de Gram. a)
Placa S 01; b) Placa S 02; c-d) Placa S 5P; e-f) Placa S 06. Aumento de 1000x.
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Nas amostras provenientes das placas S 07 e S 09 foi observada a predominéancia
de células Gram negativas, com algumas células Gram positivas observadas em alguns
campos (Figuras 9c e 10). Também foram observados dois padrdes de arranjo celular
distintos, células isoladas (Figuras 9a e 10a) e células agrupadas em mosaicos (Figuras
9b e 10b). A amostra da placa S 07 apresentava células com tamanhos distintos (figura
9), enquanto na amostra da placa 09 foram observadas apenas células elipsoides

menores (figura 10).

Figura 9. Preparaces coradas pelo método de Gram das colénias obtidas na placa S 07.
Aumento de 1000x.
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Figura 10. Preparagdes coradas pelo método de Gram, de colbnias selcionadas da placa
S 09. Aumento 1000x.

O método de coloracdo de Gram é amplamente utilizado para a diferenciacéo
morfologica inicial de membros do dominio Bacteria devido as duas estruturas distintas
de parede celular destes organismos. Porém, as archaeas possuem uma grande variedade
de composicao de parede celular que se distinguem das paredes bacterianas (Albers &
Meyer, 2011), por esta razdo a relacdo entre os diferentes tipos de archaeas e a sua

coloracéo por este método ainda ndo estdo definidos.

4.2.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das col6nias

selecionadas.

Amostras das seis culturas selecionadas foram também analisadas por
microscopia eletrénica de varredura, mas por problemas metodoldgicos, as imagens ndo
permitiram uma caracterizagdo morfologica precisa destas células. Assim, novas
preparacOes serdo ainda realizadas visando uma melhor analise da morfologia celular
destas amostras.

As amostras coletadas das placas S 01 e S 02 apresentavam células enrugadas,
provavelmente com o citoplasma danificado no momento do preparo. A partir da analise
do contorno celular pode-se especular que na amostra S 01 as células possuam forma
bacilar com tamanho entre 0,8 e 1 um, arranjadas como pequenos aglomerados, com
padrdo semelhante ao observado na microscopia éptica (figura 11a). O material coletado
da placa S 02 possuia células semelhantes aquelas da placa S 01, com algumas células

de morfologia cocodide (seta na figura 11b).
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ipm  JEOL-UnB 2/25/201 1pm  JEOL-UnB  2/25/2016
sSEM 10.0kV SEI SEM WD 15.1mm 12:59:20

10.0kV SEX

Figura 11. Microscopia eletronica de Varredura de células coletadas das amostras S 01
(@) e S 02 (b). Os aumentos estdo indicados abaixo de cada imagem. Seta - morfologia
cocoide na amostra S 02.

As células retiradas da amostra S 5P, apresentavam, em sua grande maioria,
morfologia bacilar, com tamanhos que variavam de 0,8 a 1,5 pum (figura 12a). Esta
variagdo do tamanho celular sugere que estas consistam em mais de um tipo de
organismo. Em alguns campos foram observadas provaveis projecdes citoplasmaticas
ligando uma célula a outra (figura 12b). A amostra S 06 apresentou a maioria de suas
células danificadas, porém foi possivel observar diferentes tipos celulares entre as
células mais preservadas (figura 12c e d): um bacilo com pouco menos de 2 um (seta na
figura 12d); uma célula bacilar com aproximadamente 1um (seta na figura 12c) e

células esféricas de formato irregular (asterisco na figura 12c).

43



— lpm  JEOL-UnB 2/25/2016 b) — ipm  JEOL-UnB 2/19/2016
10.0kV SEX SEM WD 15.2mm 1:05:15 X 9,500 10.0kV SEI SEM WD 13.4mm 10:38:09

- o
—_— 1pm JEOL-UnB 2/25/2016 — ipm JEOL-UnB 2 /2016
10.0kV SEI SEM WD 15.1mm 11:48:54 X 10.0kV SEI SEM WD 15.1mm 11:52:12

Figura 12. Microscopia eletronica de Varredura das amostras S 5P (ae b) e S 06 (c e d).
Os aumentos estdo indicados abaixo de cada imagem. Setas — Tipos morfoldgicos
bacilares. Asterisco — tipo morfol6gico esférico.

As coldnias da amostra S 07 foram analisadas em dois momentos distintos,
sendo observadas na primeira analise (em 2014) células bacilares com tamanhos que
variavam aproximadamente entre 0,8 e 1 um (figura 13a e b). Estas possuiam superficie
regular, com projec¢des celulares que ligavam uma célula a outra e também as células ao
substrato (figura 13a). A segunda analise (em 2016) foi prejudicada devido a problemas
no preparo da amostra (figura 13c). Porém, foi possivel observar bacilos com uma
aparéncia mais robusta, com cerca de 2 um e uma provavel projecédo citoplasmatica
(seta preta), bacilos mais delgados e menores, entre 1,2 e 1,5 um (setas brancas) e
células diminutas elipsdides, de até 1 um (asteriscos).
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—-— 100nm UNB_Mec 9/24/2014 - lpm UNB_Mec 9/24/2014

15.0kV LED SEM WD 15.0mm| 15.0kV LED SEM WD 15.0mm

10.0kV SEI

Figura 13. Microscopia eletronica de Varredura de células coletadas da amostra S 07.
Os aumentos estdo indicados abaixo de cada imagem. Seta preta = Bacilo maior com
possivel projecdo citoplasmatica. Setas brancas = bacilos menores. Asteriscos =
possiveis células elipsoides, de menor tamanho.

Na preparacdo obtida a partir da amostra S 09 foi possivel observar trés tipos
celulares distintos: um bacilo de aproximadamente 3 um (figura 14a); células esféricas
irregulares, com cerca de 0,8 um (figura 14b) e bacilos de aproximadamente 1,5 um de
comprimento (figura 14c). Células com formatos diferentes foram observadas
(asteriscos) porém, devido a problemas no preparo, ndo foi possivel inferir se estas
realmente representavam tipos celulares diferentes.
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a ) — lpm  JEOL-UnB 2/25/2016 - 100nm JEOL-UnB 2/25/2016
X 15,000 10.0kV SEI SEM WD 15.1mm 12:13:38 X 30,000 10.0kV SEI SEM WD 15.1mm 12:20:46

= 1pm JEOL-UnB 2/25/2016
X 15,000 10.0kV SEI SEM WD 15.1mm 12:29:40

Figura 14. Microscopia eletronica de Varredura da amostra S 09. Os aumentos usados
estdo indicados abaixo de cada imagem. Asteriscos = possiveis tipos celulares nédo
identificados.

Resultados do sequenciamento de DNA indicavam que as culturas obtidas
consistiam em co-culturas de diferentes tipos de archaeas e uma bactéria para cada
amostra (resultado apresentado e discutido no item 4.2.3.6.), sendo todas as bactérias
indentificadas como bacilos de 1 a 1,5um de comprimento, um dos tipos morfol6gicos
também observado em todas as micrografias eletrdnicas. Problemas no preparo das
amostras para a microscopia eletrénica de varredura dificultaram a andlise dos tipos
celulares do cultivo, sendo necessario um novo preparo para se obter uma melhor
caracterizagio morfoldgica de cada amostra. E provavel que as células mais esféricas
encontradas sejam representantes de algumas das archaeas da cultura enquanto as
células bacilares possam ser representantes tanto de archaeas como de bactérias
presentes no cultivo. Porem, ndo foi possivel fazer qualquer relagdo mais especifica

entre os tipos morfoldgicos encontrados e as archaeas identificadas na cultura
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4.3. Analises de filogenia molecular.

Com o intuito de comparar as archaeas cultivadas a partir do cérrego Roncador
com a comunidade de Archaea que se encontra presente no sedimento deste corrego,
foram realizadas analises de filogenia molecular utilizando DNA extraido diretamente
das amostras de sedimento do corrego, sendo seus resultados utilizados em analises
comparativas com os resultados obtidos a partir das andlises de filogenia molecular

utilizando o DNA extraido das culturas obtidas em meios artificiais.

Por esta razdo, este item sera dividido em dois topicos: 4.3.1. — Que abordara 0s
resultados obtidos a partir do sedimento do corrego Roncador e 4.3.2. — Que apresentara

os resultados de filogenia molecular das archaeas cultivadas em meios artificiais.

4.3.1. Filogenia molecular do sedimento do cdrrego Roncador.

4.3.1.1.Extracdo do DNA gendmico total

O DNA total do sedimento coletado foi extraido por meio do Kit PowerSoil
(MO Bio), que baseia-se em uma extragao direta por meio da lise das células presentes
na matriz do solo. De acordo com o procedimento, 0 DNA ¢ separado desta matriz e dos
restos celulares em uma etapa posterior (Ogram et al., 1987). A qualidade da extracao
foi considerada satisfatdria, uma vez que o padrao eletroforético em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio revelou a presenca de DNA de alta massa molecular, com
pequeno indicativo de degradacgéo e concentracdo de aproximadamente 9 ng/uL (Figura
15).

80ng

2000pb

Figura 15. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio da
extracdo do DNA total do sedimento coletado. HM = marcador de massa molecular
High Mass Ladder (Invitrogen).
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4.3.1.2. Amplificacdo de fragmentos de DNA dos genes do rRNA 16S e da

enzima amonia monoxigenase A (amoA) de Archaea.

Em 1992, DeLong prop0s a utilizagdo do par de iniciadores 21F/948R para
amplificar uma regido do gene de rRNA 16S de Archaea, visando a deteccdo de
membros deste dominio de origem plancténica, em ambientes ndo extremos. Desde
entdo, este par tem sido utilizado em vérios trabalhos que descrevem a presenca de
archaeas em diversos ambientes, sendo empregado anteriormente com sucesso pelo
nosso grupo de pesquisa na caracterizacdo de membros de Archaea em solos (Catéo et
al., 2013; Dias, 2015) e sedimentos de lagoa (Rodrigues et al., 2014) do Cerrado. Por
este motivo, este par também foi selecionado para a amplificagdo de genes de rRNA
16S de Archaea neste trabalho. Para a deteccdo de genes do rRNA 16S originarios de
membros do dominio Bacteria foi utilizado o par de iniciadores 27F/1492R (Lane,
1991).

Para verificar a existéncia de archaeas com a capacidade de oxidar amonia, foi
escolhido o par de iniciadores ArchamoAF/ArchamoAR (Francis et al., 2005), que tem
sido usado para a deteccdo de AOAs em diversos ecossistemas (Auguet et al., 2012;
Pester et al., 2012; Vissers et al.,2013), incluindo sedimentos de lagoa de Cerrado
(Rodrigues et al., 2014). Este par amplifica um fragmento de 635 pb do gene que
codifica a subunidade A da enzima amdnia monoxigenase de Archaea e corresponde ao

gene quase completo.

Foram utilizadas diferentes concentracdes do DNA, resultando na amplificacéo
de fragmentos no tamanho esperado para todas as concentracfes utilizadas. A fim de se
obter uma maior concentragdo final dos produtos amplificados, os fragmentos de cada
gene especifico foram reunidos em uma Unica amostra e entdo purificados. O perfil
eletroforético dos DNAs purificados revelou fragmentos no tamanho esperado para

ambos os pares (937 pb para 16S e 635 pb para amoA).
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Figura 16. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio dos
produtos de PCR obtidos com os iniciadores relativos ao gene de rRNA 16S de Archaea
(a) e amoA (b). Kb+ = Marcador 1 Kb Plus ladder (Invitrogen).

4.3.1.3. Transformacéao células de Escherichia coli DH5a e selecio de clones

recombinantes.

Os amplicons relativos aos genes de rRNA 16S e amoA de Archaea obtidos nos
ensaios de PCR e purificados foram ligados ao vetor pGEM-T Easy® (Promega) e
utilizados na transformacéo por choque térmico de células de E.coli DH50. Em seguida,
o0 sistema de transformacéo foi semeado em placas contendo meio LB solido adicionado
de ampicilina, Xgal e IPTG e incubadas em estufa por uma noite. As col6nias
recombinantes foram selecionadas e estocadas em glicerol 35%. Foram obtidos 96
clones recombinantes do gene de rRNA 16S e 48 clones do gene amoA.

4.3.1.4. Extracdo de DNA plasmidial.

Os clones recombinantes tiveram seu DNA extraido por lise alcalina, o qual foi
enviado para o sequenciamento automético de DNA. A concentracdo e pureza do DNA
foram avaliadas por meio de gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (Figura
17).

49



20ng

1000pb

b)

100ng

20ng

1000pb

Figura 17. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio da
extracdo de DNA plasmidial de clones recombinantes contendo segmentos dos genes de
(@) rRNA 16S e (b) amoA de Archaea. H.M. = Marcador High Mass Ladder
(Invitrogen).

4.3.1.5. Sequenciamento automatico de DNA.

Os DNAs plasmidiais extraidos dos clones recombinantes foram submetidos ao
sequenciamento automatico pelo método de Sanger, realizado pelo laboratério de
Biologia molecular da Universidade de Brasilia e pela empresa Macrogen, na Coréia do
Sul. O iniciador 21F foi utilizado para o sequenciamento dos clones contendo 0s
fragmentos do gene de rRNA 16S, enquanto para o gene amoA foi utilizado o iniciador
ArchamoAF, sendo obtida uma biblioteca gendmica para cada um dos genes estudados.
Destas, 36 sequéncias relativas ao gene rRNA16S e 8 de amoA foram descartadas por
possuirem um valor de PHRED (Ewing et al., 1998) menor que 20 para 250 bases. Ao
analisar as sequéncias restantes no programa BioEdit, foram descartadas oito sequéncias
do gene de rRNA 16S e duas sequéncias de amoA, por ndo apresentarem alinhamento
adequado, restando um total de 52 sequéncias referentes ao gene de rRNA 16S e 38 de

amoA.
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4.3.1.6. Analises filogenéticas do gene de rRNA 16S do dominio Archaea.

4.3.1.6.1. Classificacdo taxonémica pelo banco de dados Greengenes.

O banco de dados do Greengenes realiza um alinhamento multiplo de sequéncias
do gene rRNA 16S de Archaea e Bacteria, levando em conta a taxonomia proposta por
diferentes curadores, como NCBI e o Ribossomal Database Project (RDP). A grande
adicdo de sequéncias de microrganismos nos ultimos anos tem gerado algumas
incongruéncias em relagdo a classificacdo taxonémica dos organismos (Auguet et
al.,2010). Em Archaea, este problema é agravado devido a deposicao de sequéncias de
organismos com informacdes taxonémicas imprecisas, tais como sequéncias de
organismos obtidos apenas por métodos independentes de cultivo, bem como a
proposicdo de novos taxons a medida que estas sequéncias sdo adicionadas. Apesar
disto, esta ferramenta é considerada muito Gtil pois visa facilitar a classificacdo dos
organismos ao usar uma combinacdo de diferentes bancos de dados (DeSantis et al.,
2006), sendo escolhida como uma das ferramentas para as analises das sequéncias de
rRNA 16S deste trabalho.

Das 52 sequéncias analisadas, 48 apresentaram 100% de identidade com o
dominio Archaea. Das sequéncias restantes, trés apresentaram identidade inferior a 90%
com o dominio Bacteria e uma apresentou identidade inferior a 90% com o dominio
Archaea, com classificacdo duvidosa. Por esta razdo, estas quatro sequéncias foram
descartadas das analises posteriores. A tabela 7 apresenta a classificacdo taxonémica
das 48 sequéncias restantes, onde obteve-se 100% de identidade com o banco de dados

Greengenes.

Tabela 7. Classificagdo taxonémica das sequéncias do gene de rRNA 16S do sedimento,
gerada pelo banco de dados Greengenes.

N° de
sequéncias Filo Classe Ordem
18 Crenarchaota ~ Thaumarchaeota  Cenarchaeales
16 Crenarchaota Cc2 PGrfC26
6 Crenarchaota Sd_NA NRP-J
8 Euryarchaeota Methanomicrobia

De acordo com o Greengenes, as sequéncias obtidas sao classificadas nos filos
Euryarchaeota, na classe Methanomicrobia, e Crenarchaeota. Porém, vale ressaltar que
este banco de dados ainda considera o filo Thaumarchaeota como uma classe

pertencente ao filo Crenarchaeota. Como mencionando anteriormente, o filo
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Thaumarchaeota foi proposto em 2008 por Brochier-Armanet e colaboradoes e vem
sendo considerado um filo independente por varios autores. Por esta razdo, as analises
realizadas neste trabalho consideraram Thaumarchaeota como um filo independente de
Archaea. Das 18 sequéncias associadas a este filo, todas pertencem a um grupo de
archaeas denominadas SAGMA-X (do inglés South African Gold Mine Archaea),
encontradas em minas de ouro da Africa do Sul (Takai et al., 2001). Este grupo se afilia
proximo ao grupo 1l.la de Thaumarchaeota (Konneke et al., 2005), subgrupo
pertencente ao antigo grupo | de Crenarchaeota caracterizado por organismos
predominantemente de ambientes aquaticos, pertencentes a ordem Cenarchaeales, onde
se encontram as archaeas nitrificantes Nitrosopumilus maritimus e Nitrosoarchaeum
limnia.

Seis sequéncias foram classificadas como pertencente a ordem NRP-J do filo
Crenarchaeota. Tais organismos também vem sendo considerados como pertencentes ao
filo Thaumarchaeota e contém clados afiliados ao grupo I.1c, anteriormente classificado
como um dos subgrupos do grupo | de Crenarchaeota (Swanson & Sliwinski, 2013). O
grupo l.1c ainda ndo possui representantes cultivados, sendo identificado pela primeira
vez em solos de floresta finlandeses (Jurgens et al., 2011) e tipicamente associado a
organismos de solos &cidos.

As 16 sequéncias restantes, foram classificadas como pertencentes a ordem
pGrfC26 do filo Crenarchaeota. Todavia, tal ordem é frequentemente denominada
Miscellaneous Crenarchaeotic Group (MCG) e, como indicado pelo nome, consiste em
um grupo de organismos com caracteristicas bastante distintas, apesar do grau de
similaridade em relacdo a sequéncia do gene de rRNA 16S. Apesar de MCG consistir
em um grupo de sequéncias de DNA oriundas de amostras ambientais, sem qualquer
membro cultivado em meios artificiais, recentemente foi proposto que este grupo fosse
considerado um novo filo, denominado Bathyarchaeota (Meng et al., 2014), sendo
aparentemente bastante ubiquo (Barns et al., 1996; Huang et al., 2003; Parkes et al.,
2005).

E interessante notar que todas as sequéncias obtidas a partir do sedimento do
coérrego Roncador, inicialmente classificadas como Crenarchaeota pelo Greengenes,
sofreram recentes mudancas em sua classificacdo taxondmica, sendo classificadas em
diferentes filos propostos para Archaea. Tal fato evidencia a necessidade da obtencéo de
mais informac6es acerca deste dominio para melhor entendermos as relagdes evolutivas

dos organismos pertencentes a ele.
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4.3.1.6.2. Analise de alfa-diversidade.

As 48 sequéncias de DNA obtidas do sedimento foram analisadas em relagdo a
sua diversidade, com o objetivo de observar uma possivel relagdo entre a diversidade do
ambiente e 0s organismos cultivados em laboratorio a partir deste mesmo sedimento.
Ao se analisar a diversidade de um ambiente, deve-se levar em conta dois conceitos
importantes: a riqueza, que se refere ao nimero de espécies encontradas em uma
comunidade (Peet, 1974) e a abundancia, que se refere a homogeneidade de distribuigdo
destas espécies (Melo, 2008). Tendo isso em mente, foram realizadas analises de o-
diversidade, que diz respeito a riqueza de espécies encontrada em um determinado local
(Barros, 2007).

Ha uma grande dificuldade na classificagdo de procariotos ao nivel de espécie e,
por esta razdo, o termo “ Unidade TaxonOmica Operacional” (OTU) é amplamente
utilizado para esta finalidade. O termo OTU se refere a um conjunto de linhagens que
possuem alto grau de similaridade em caracteristicas independentes (Tuomisto, 2010).
Estudos que analisaram a similaridade de sequéncias do gene de rRNA 16S de
diferentes organismos relataram que, para indicar organismos de uma mesma espécie,
seria necessaria uma similaridade de 97% entre as sequéncias (Stackedt & Goebel,
1994). Os indices de similaridade amplamente utilizados para se identificar os diferentes
taxons sdo: 80% para filo, 90% para classe/familia, 95% para género e 97% para espécie
(Shloss & Hendelsman, 2004) e, por esta razdo, foram adotados neste trabalho. Estes
indices também podem ser denominados indices de dissimilaridade, que representam a
porcentagem de diferencas encontradas entre as sequéncias, sendo entdo 3%, 5%, 10% e
20% os indices de dissimilaridade para espécie, género, classe/familia e filo,
respectivamente.

Para as analises de diversidade das sequéncias, foram utilizados indices néo-
paramétricos que avaliam comparativamente a proporcdo de OTUs encontradas uma
unica vez (singletons) com aquelas encontradas mais vezes. O indice CHAO (Chao,
1984) estima a riqueza a partir dos numeros de OTUs (sobs), singletons e doubletons
(sequéncias encontradas duas vezes na amostra) enquanto o ACE (Chao & Lee, 1992)
se baseia no grau de cobertura da amostra, incorporando dados de sequéncias
encontradas menos de dez vezes. A cobertura estima a eficiéncia da amostragem do
ambiente, indicando a porcentagem de individuos desta comunidade que foram

amostrados para cada taxon especifico.
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Nas 48 sequéncias analisadas, foram encontradas 29 OTUs com 97% de
similaridade sendo 23 destas representadas por singletons. Os indices de riqueza
apontaram que a comunidade de archaeas do sedimento pode ser considerada rica,
sendo estimado numeros de OTU maiores do que os encontrados nos dois indices
utilizados. A cobertura da comunidade foi de 58,33% para o nivel de espécie, indicando
gque mais sequéncias Sdo necessarias para se obter uma maior representatividade da

comunidade do sedimento do corrego Roncador.

Tabela 8. Numero de OTUs observadas, indices de riqueza (Chao e ACE) e cobertura
estimada para a amostra do DNA total do sedimento do cérrego roncador em cada um
dos indices de similaridade.

Similaridade (%) n°seqs OTUs Chao ACE  Cobertura

97 48 29 56,142 191,383  58,33%
95 48 19 110,000 138,345 70,83%
90 48 14 21,000 32,9483 85,41%
80 48 4 4,000 4,000  100,00%

O numero de sequéncias que representam os diferentes filos encontrados (indice
de similaridade 80%) nao corresponde ao numero de filos encontrado na andlise
taxonémica realizada. De acordo com o Greengenes foram observados apenas dois
filos; Crenarchaeota e Euryarchaeota. Porém, como mencionado anteriormente, a
constante mudanca e proposicdo de novos filos devido a adi¢cdo de novas sequéncias nos
bancos de dados, gera uma dificuldade na classificagdo taxondmica da comunidade de
Archaea. Além disso, vale lembrar que nossos resultados revelaram a ocorréncia de 16
sequéncias afiliadas ao grupo MCG, atualmente considerado um novo filo,

Bathyarchaeota.

Para se estimar a cobertura da amostragem obtida da comunidade do sedimento,
foram construidas curvas de rarefacdo para cada indice de disimilaridade descrito
anteriormente, nas quais foram observadas a correlacdo entre o ndmero de OTUs
obtidas e o numero total de sequéncias. Curvas que indicam uma boa cobertura de
amostragem se encontram proximas de atingir o platdé no grafico de rarefacdo (Figura
18).
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Figura 18. Curvas de rarefacdo obtidas para a amostra do sedimento do corrego
Roncador. Cada curva representa um indice de similaridade: dnico = 100%, 0.03 = 97%,
0.05 = 95%, 0.10 = 90% e 0.20 = 80%.

A andlise das curvas de rarefacdo indica que o nuimero de sequéncias foi
suficiente para amostrar a comunidade do sedimento apenas para os niveis de filo (0.20)
onde foi alcancado 100% de cobertura, atingindo o platé no gréfico, e para o nivel de
classe (0.10), que se encontrou préxima de atingir um platé com cobertura de 85,41%.
Para se obter uma boa cobertura para os outros niveis taxonémicos, seria necessario a
obtencdo de um maior nimero de sequéncias por meio de novos experimentos de PCR,

clonagem dos produtos obtidos, transformacao de E. coli e sequenciamento de DNA.

4.3.1.7. Andlises filogenéticas do gene amoA.

As 38 sequéncias de DNA relativas ao gene amoA do sedimento foram alinhadas
pelo programa ClustalX e analisadas com o programa Mothur em relacdo ao nimero de
OTUs observadas e a cobertura estimada da amostragem, com indice de similaridade de
97% representando a espécie, valor adotado por outros autores para este gene (Zhang et
al., 2008; Taylor et al., 2012; Li et al., 2012). Foram reconhecidas 17 OTUs, sendo 10
representadas por singletons e correspondendo a uma cobertura de 73,68%. O valor da
cobertura indica que seriam necessarias mais sequéncias para obter-se uma amostragem
total da comunidade de archaeas com potencial nitrificante presentes nos sedimentos do

corrego Roncador.

55



Visto que as analises da comunidade de Archaea de sedimento foram realizadas
com fins comparativos, as sequéncias obtidas para os genes de rRNA16S e amoA foram
utilizadas para a construcdo de arvores filogenéticas que também continham as
sequéncias de DNA obtidas a partir das culturas em meios solidos, visando comparar a
comunidade de archaeas de sedimento no corrego Roncador com as culturas obtidas em
laboratério a partir deste corrego. As arvores serdo apresentadas e discutidas no item
4.3.2.7.

4.3.2. Filogenia molecular das culturas obtidas.

4.3.2.1.Extracdo de DNA gendmico total.

A extracdo de DNA gendmico total das culturas em meio sélido foi realizada
pelo método de extracdo por fenol e cloroférmio. O método de extracdo por fenol e
cloroférmio ja foi utilizado com sucesso para Archaea (Santoro et al., 2014). O perfil
eletroforético do gel de agarose revelou bandas de alta massa molecular com
concentracdes variando entre 2,2 ng/ul e 22 ng/ul aproximadamente, com excecdo da
amostra S04, onde ndo foi observada a presenca de DNA. Porém, ensaios de PCR
realizados com esta amostra geraram fragmentoso do tamanho esperado, sugerindo que
a concentracdo de DNA desta amostra estaria muito baixa, dificultando a sua
visualizagdo em gel de agarose corado com brometo de etidio (figura 19).
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Figura 19. Perfil eletroforético em agarose 1% corado com Brometo de etidio da
extracdo por fenol/cloroférmio do DNA total das colénias em meio s6lido. H.M. =
marcador de massa molecular High Mass Ladder 4uL (Invitrogen).
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Para a extracdo de DNA das culturas em meio liquido, o contedo dos tubos foi
centrifugado e o pellet resultante foi submetido & extracdo por fenol/cloroférmio. A
andlise em gel de agarose revelou presenca de DNA em todas amostras, porém em baixa

concentracdo, como pode ser verificado na Figura 20.

VM. S01 _S02 0594' S07 S09 S5G = .S06

Figura 20. Perfil eletroforético em agarose 1% corado com Brometo de etidio da
extracdo por fenol/cloroférmio do DNA total das coldénias em meio liquido. H.M. =
marcador de massa molecular High Mass Ladder (Invitrogen).

4.3.2.2.Ensaios de PCR dirigidos aos genes de rRNA 16S e da enzima

amonia monoxigenase A (amoA) de Archaea.

Os ensaios de PCR para o gene de rRNAL16S de Archaea foram realizados com
0s DNAs das colénias em meio solido com concentragdes entre 1 e 5ng para cada
amostra, resultando na amplificacdo de fragmentos de DNA no tamanho esperado para
todas as amostras em pelo menos uma das concentragdes (fotos ndo apresentadas). Os
fragmentos foram entdo reunidos e purificados, a fim de se obter uma maior
concentracdo final de DNA para cada amostra. O perfil eletroforético da purificagéo

esta exibido na figura 21.
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Figura 21. Perfil eletroforético em gel agarose 1% corado com brometo de etidio dos
produtos de PCR para 0 gene 16S de Archaea, a partir do DNA extraido das diferentes
col6nias. Kb+ = Marcador 1 Kb Plus ladder (Invitrogen). (-) = controle negativo onde o
DNA foi substituido por &gua na reacdo.

A PCR realizada com os iniciadores para 0 gene amoA e com as mesmas
concentracgdes utilizadas nos ensaios para o gene rRNA 16S resultou na amplificacdo de
fragmentos com tamanho esperado para todas as amostras. As amostras foram entao
reunidas e purificadas e o resultado analisado em gel de agarose pode ser observado na

figura 22.

Figura 22. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio da
PCR para 0 gene amoA, a partir do DNA das col6nias. Kb+ = Marcador 1 Kb Plus
ladder (Invitrogen). (-) = controle negativo onde o0 DNA foi substituido por &gua DNA
na reacao.

Também foram feitos ensaios com os iniciadores que amplificam fragmentos do
gene de rRNA 16S do dominio Bacteria a fim de se confirmar a presencas de membros
deste dominio nas culturas. Os ensaios de PCR revelaram a presenca de produtos de
tamanho esperado (cerca de 1400pb) em todas as amostras, confirmando a ocorréncia de

um co-cultivo de bactérias e archaeas em todas as culturas obtidas (Figura 23).
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Figura 23. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio da
PCR para o gene de rRNA 16S de Bacteria. Kb+ = Marcador 1 Kb Plus ladder
(Invitrogen). (-) = controle negativo, onde o DNA foi substituido por agua na reagéo.

Para as culturas em meios liquidos, foram realizados ensaios de PCR com o0s
mesmos trés pares de iniciadores, empregando-se diferentes concentracbes de DNA
destas amostras. Os resultados obtidos confirmaram a ocorréncia de um co-cultivo nas
culturas liquidas, bem como o potencial nitrificante das archaeas presentes (Figura 24).
O ensaio de PCR com o par 21F/958R revelou bandas pouco intensas em algumas
amostras, de dificil visualizacdo em gel de agarose (Figura 24a). Visto que estes
experimentos foram realizados em fevereiro de 2016, os produtos de PCR obtidos nédo
foram ainda submetidos a clonagem, sequenciamento de DNA e analises de
bioinformatica, a fim de se obter uma melhor caracterizacéo destas culturas.
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Figura 24. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio da
PCR empregando o DNA extraido das culturas em meio liquido para (a) o gene de
rRNA 16S de Archaea, (b) amoA e (c) gene de rRNA 16S de Bacteria. Kb+ =
Marcador 1 Kb Plus ladder (Invitrogen). (-) = controle negativo, onde o DNA foi
substituido por &gua na reacdo. (+) = controle positivo, onde foi usado DNA total do
sedimento para a amplificacdo de genes de Archaea (a e b) e DNA de Salmonella sp.,
para a amplificacdo do gene de rRNA16S de Bacteria (c).

4.3.2.3.Transformacao células de E. coli DH5a e selecio de clones

recombinantes.

Os DNAs relativos aos genes amoA e de rRNA 16S de Bacteria foram
submetidos a sequenciamento automatico, sem qualquer etapa prévia de clonagem,
enguanto os fragmentos do gene de rRNA 16S de Archaea foram primeiramente ligados
ao vetor pGEM-T Easy e transformados, por choque térmico, em células de E.coli
DH5a. Foram selecionados 194 clones recombinantes, assim distribuidos: 24 clones de
cada uma das oito amostras e dois clones da amostra “S04”, cujo sistema de
transformacdo apresentou baixissima eficiéncia. As células foram inoculadas em meio
LB liquido contendo ampicilina e incubadas por uma noite a 37°C em estufa, sendo uma

aliquota de cada clone estocada em glicerol 35%, a -20°C.
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4.3.2.4.Extracao de DNA plasmidial

Os 194 clones obtidos na transformacéo tiveram o seu DNA plasmidial extraido
por lise alcalina. A analise do perfil eletroforético do DNA extraido em gel de agarose
revelou que o processo apresentou diferentes graus de eficiéncia, com algumas amostras
apresentando significativo grau de degradacdo do DNA e outras, com baixa eficiéncia

no processo de extracdo (Figura 25).
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Figura 25. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio da
extracdo de DNA plasmidial de clones recombinantes aleatdrios, contendo parte do gene
de rRNA 16S de Archaea. H.M. = Marcador de massa molecular High Mass Ladder
(Invitrogen).

4.3.2.5. Sequenciamento automatico de DNA.

O DNA plasmidial dos 194 clones recombinantes, relativos as nove amostras,
foram submetidos ao sequenciamento automéatico de DNA utilizando o iniciador 21F.
Das 194 sequéncias, 77 foram eliminadas por apresentarem valor de PHRED (Ewing et
al., 1998) inferior a 20 para 250 bases. Outras cinco sequéncias foram eliminadas
devido a auséncia de similaridade quando alinhadas as demais sequéncias, quando
analisadas no BioEdit, ou por ndo apresentarem identidade com o dominio Archaea
guando comparadas com o banco de dados. Assim, foram analisadas 112 sequéncias,
relativas as nove amostras. O numero de sequéncias analisadas para cada amostra esta

relacionado na Tabela 9.
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Tabela 9. NUmero de sequéncias utilizadas nas analises de bioinformatica para cada
amostra das coldnias em meio solido.

Colonias N’ de sequéncias

S01 13
S 02 14
S04 2
S 5P 7
S5G 13
S 06 11
S07 7
S 08 23
S09 22

A baixa qualidade do sequenciamento evidenciada pela exclusdo de um alto
numero de sequéncias (40% do total) com um valor de PHRED menor que 20, pode ter

sido decorrente de problemas na extracdo de DNA plasmidial.

4.3.2.6. Andlises de Bioinformatica.

4.3.2.6.1. Analises do gene de rRNA 16S

Para analisar a presenca de bactérias nas culturas, os amplicons obtidos para o
gene de rRNA 16S de Bacteria, foram sequenciados e suas sequéncias foram
classificadas de acordo com o banco de dados do Greengenes com o auxilio do
programa Mothur e o resultado revelou que todas as colbnias consistiam em um co-
cultivo de diferentes archaeas com um tipo distinto de bactéria. As analises indicaram a
ocorréncia de quatro géneros de bactérias, sendo 3 da familia Burkholderiaceae e 1 da
familia Brucellaceae, demonstrando que, apesar da tentativa de eliminacao das bactérias
por meio da adicdo de agentes antimicrobianos e a filtracdo das culturas em filtros
0,45mm, estas se encontram estaveis no cultivo, ndo sendo possivel a sua eliminagédo

das culturas até o momento.
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Tabela 10. Familias e Géneros de bactérias encontradas nas placas do cultivo.

Colbnias Familia Género
S01 Brucellaceae Ochrobactrum
S02 Brucellaceae Ochrobactrum
S04 Burkholderiaceae Ralstonia
S 5P Burkholderiaceae Burkholderia
S5G Burkholderiaceae Burkholderia
S 06 Burkholderiaceae Cupriavidus
S 07 Burkholderiaceae Ralstonia
S08 Burkholderiaceae Ralstonia
S09 Burkholderiaceae Ralstonia

O género Ochrobactrum, membro da familia Brucellaceae foi estabelecido em
1988 (Holmes et al., 1988) e pertence a classe das alfa-proteobactérias. Membros deste
género foram caracterizados como bacilos Gram-negativos, aerébios obrigatorios,
maoveis e positivos para reducdo de nitrato (Li et al., 2015) e tém sido encontrados em
diversos ambiententes como: solo (Lebuhn et al. 2000), plantas e rizoplanos (Tripathi et
al. 2006; Zurdo-Pifieiro et al. 2007; Imran et al. 2010), ambientes industriais (Huber et
al. 2010), animais (Kampfer et al., 2011) e humanos (Velasco et al. 1998; Kampfer et
al. 2007; Teyssier et al. 2007).

O género Burkholderia, que pertence a classe das beta-proteobacterias, foi
criado em 1992 para agrupar 7 espécies pertencentes ao grupo das Pseudomonas
(Yabuuchi et al., 1992). Este género, com 40 espécies descritas (Seo et al., 2015),
caracteriza-se pela versatilidade metabdlica, uma vez que sdo capazes de crescer a partir
da utilizacdo de 200 compostos organicos distintos (Maltseva et al., 1999). Estes
organismos estdo frequentemente associados a plantas e animais (Harazono et al., 2003;
Compant et al., 2005; Tian et al., 2013) sendo também encontrados em diversos
ambientes, tais como solos (Draghi et al., 2014; Liu et al., 2014), sistemas de
tratamento de esgoto (Lu et al., 2012), aguas e hospitais (Vial et al., 2007; Compant et
al., 2008) e podem estar associados a fixacdo de nitrogénio em solos (Tran Van et al.,
2000)

Em 1995, dois membros de Burkholderia e uma espécie de Alcaligenes foram re-

classificados, em um novo género, denominado Ralstonia (Yabuuchi et al. 1995). Este
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género contém bacilos gram-negativos aerdbios e ndo fermentadores, que podem ser
encontrados em solos e ambientes aquaticos. Algumas espécies possuem importancia
clinica, sendo associadas a diferentes processos infecciosos (Ryley & Weaver, 1975;
Ryan & Adley, 2014). O genoma de uma linhagem de R. solanacearum, espécie
tipicamente encontrada em plantas, parece codificar uma via completa de denitrificacao,
que inclui uma NOs™ redutase (narG), NO2 redutase (aniA) e NO redutase (norB)
(Dalsing et al., 2015).

Assim como a re-classisifcacdo de tipos de Burkholderia em 1995, em 2004,
uma linhagem de Ralstonia foi descrita como um novo género, denominado
Cupriavidus (Vaneechoutte et al., 2004; Vandamme & Coenye, 2004). Atualmente este
género contém 14 espécies que habitam diversos ambientes como solo, agua, nédulos
de leguminosas e humanos (Vandamme et al. 2004; Sato et al. 2006; Cuadrado et al.
2010; Estrada-de los Santos et al. 2012; Martinez-Aguilar et al. 2012). Vaérios
organismos deste género sdo comumente encontrados em solos e raizes de leguminosas

e sdo consideradas bactérias fixadoras de nitrogénio (Estrada-de los Santos et al., 2014).

Todas as bactérias encontradas nas culturas de archaeas sdo tipicas de solos e
ambientes aquaticos e parecem ter um papel no ciclo do nitrogénio complementar as
archaeas nitrificantes, a fixacdo do nitrogénio atmosférico ou a denitrificacdo. Com isso,
é possivel que as archaeas e bactérias presentes no cultivo se encontrem em simbiose no
ambiente, exibindo uma co-dependéncia metabdlica, o que poderia explicar a

dificuldade de eliminar as bactérias da cultura.

Em relacdo as archaeas obtidas no cultivo, as 112 sequéncias dos clones
recombinantes contendo fragmentos do gene de rRNA 16S de Archaea foram alinhadas
no programa Clustal X, editadas no programa BioEdit e classificadas com base no
banco de dados Greengenes com o auxilio do programa Mothur, a fim de obter uma
descricdo das archaeas presentes nas diferentes culturas. Foram observados 5 grupos
taxonémicos diferentes com 100% de identidade para as nove amostras do cultivo
(tabela 11).
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Tabela 11. Numero de sequéncias de rRNA 16S afiliadas aos diferentes grupos de
Archaea para cada amostra do cultivo, de acordo com o banco de dados Greengenes.

Culturas N° de 1l.1a 1.1b 1l.1c MCG Methanomicrobia
€. Cenarchaeales(o) Nitrososphaera(g) NRP-J(0) pGrfC26(o) Methanosarcina(g)
S01 13 0 3 0 8 2
S02 14 1 0 2 11 0
S04 2 0 0 0 2 0
S5P 7 0 0 0 5 2
S5G 13 1 0 0 10 2
S 06 11 0 1 0 8 2
S 07 7 0 0 0 5 2
S 08 23 0 3 1 15 4
S09 22 0 1 0 17 4
Total 112 2 (1,80%) 8(7,14%)  3(2,67%) 81(72,32%) 18 (16,07%)

E interessante notar que, apesar das coldnias apresentarem um aspecto
morfologico homogéneo, aparentemente elas sdo formadas por mais de uma archaea e
uma bactéria. Este fato também foi observado em um experimento de cultivo de

archaeas a partir de solo do cerrado realizado pelo nosso grupo de pesquisa.

Ao analisar os grupos encontrados nas diferentes culturas obtidas, observa-se a
presenca destes mesmos grupos na amostra do sedimento que deu origem ao cultivo,
isto é: a classe Methanomicrobia, o recém proposto filo Bathyarchaeota (MCG), 0s
grupos l.1a e l.1c de Thaumarchaeota, além de um grupo que ndo foi detectado na
amostra do sedimento: o grupo 1.1b de Thaumarchaeota. Este grupo foi anteriormente
considerado um subgrupo do grupo | de Crenarchaeota mesoéfilas, em conjunto com os
grupos previamente citados l.1la e l.1c (DeLong, 1998), os quais passaram a ser
posicionados no filo Thaumarchaeota (Pester et al., 2011). Este grupo é considerado
tipico de diferentes tipos de solos (Bintrim et al., 1997; Bates et al., 2011) e possui
alguns membros cultivados, como Nitrososphaera viennensis e Canditatus
Nitrososphaera gargensis. Foram encontradas 8 sequéncias das culturas afiliadas a este
grupo, representando 7,14% do total e apresentando 100% de identidade com o género
Nitrososphaera de acordo com a classificagdo baseada no banco de dados do

Greengenes.

A diferenca no numero de sequéncias analisadas para cada amostra
impossibilitou uma comparacdo real dos organismos cultivados, ndo sendo possivel

afirmar que as colénias contém somente 0s organismos representados pelas sequéncias
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obtidas. Um novo experimento de transformacéo para a obtencdo de novos clones seria
necessario para uma real caracterizacdo das archaeas presentes no cultivo. Entretanto, é
possivel sugerir que o grupo MCG se encontre presente de forma substancial no cultivo,
tendo em vista que foi observado uma maior quantidade de sequéncias pertencentes a
este grupo (72,32% do total), as quais foram observadas em todas as amostras do

cultivo.

Para se estimar o numero de OTUs presentes nas culturas em meio solido, as
112 sequéncias foram alinhadas e as OTUs representativas foram obtidas com o auxilio
do programa Mothur. A andlise dos resultados revelou que as diferentes OTUs
encontradas para cada grupo taxonémico estdo distribuidas de forma aleatéria nas 9
amostras do cultivo (Tabela 12), ndo sendo possivel realizar uma relagdo entre os

diferentes tipos de archaeas encontrados em cada col6nia e sua morfologia.

Tabela 12. Diferentes OTUs encontradas com o indice de 97% de similaridade,
alinhadas com o banco de dados Greengenes, para cada amostra do cultivo em meio
solido. NRP-J = grupo 1.1c. Sagma-X = grupo 1.1a.

OTUs N°seq. S01 S02 S04 S5P S5G S06 S07 S08 S09
S5G_20 (MCG) 35 X X -- -- X X X X X
S1_06 (MCQG) 16 X X -- X X X - X -
S9_04 (MCG) 10 X X -- - X - - X X
S7_23 (MCG) 4 - -- -- X - - X - X
S9_16 (MCG) 3 X -- -- - - - - - X
S5P_21 (MCG) 3 - - -- X -- - - - X
S2_06 (MCG) 2 - X -- -- -- S -
S1_10 (MCG) 2 X - -- - - - - - X
S4_02 (MCG) 2 -- - X -- - - - - -
S5P_19 (MCG) 1 - -- -- X - - . -
S9_10 (MCG) 1 -- - -- - - -- - - X
S1_23 (MCQG) 1 X -- -- - - - - - -
S6_13 (MCG) 1 - -- -- - - X - - -
S8 02 (Methanosarcina) 18 X - -- X X X X X X
S8_18 (Nitrososphaera) 5 X - - -- -- X - X -
S9_03 (Nitrososphaera) 1 - -- -- -- - - - - X
S1_14 (Nitrososphaera) 1 X -- - - - - - - -
S1_21 (Nitrososphaera) 1 X -- - - - - - - -
S2_21 (NRP-J) 2 -- X - - - - - - -
S8_23 (NRP-J) 1 -- -- - - - - - X -
S2 20 (Sagma-X) 2 -- -- -- X - - - -
Total 112 10 6 1 5 5 5 4 6 9




Foram encontradas 13 OTUs relacionadas ao grupo MCG, 4 associadas ao grupo
I.1b - género Nitrososphaera, 2 OTUs afiliadas ao grupo 1.1c e para o grupo l.lae o
género Methanosarcina, foram associadas apenas uma OTU em cada. Para o grupo |.1a,
esta OTU foi encontrada apenas na placa S 02 sendo representada por 2 sequéncias,
enquanto a OTU do género Methanosarcina representa 18 sequéncias encontradas em 7
das 9 amostras do cultivo e foi o unico organismo do filo Euryarchaeota presente nas
culturas em meio sélido.

A presenca de organismos pertencentes ao género Methanosarcina € curioso,
visto que as archaeas metanogénicas sdo consideradas anaerdbias restritas (Zeikus,
1977) e as culturas deste trabalho ndo foram armazenadas em condigdes de anaerobiose,
0 que pode sugerir que 0s organismos presentes na cultura se encontrem associadas em
um padrdo que gera uma condicdo de anaerobiose em seu interior, possibilitando o
crescimento de organismos metanogénicos.

Com o intuito de comparar as sequéncias obtidas no sedimento do cérrego
Roncador e no cultivo em laboratério, as sequéncias provenientes do cultivo e do
sedimento total foram agrupadas e foi realizado um alinhamento multiplo entre elas. A
partir deste, foram confeccionados diagramas de Venn utilizando o coeficiente de
similaridade de 97% com o auxilio do programa Mothur, onde é possivel observar as
OTUs a nivel de espécie presentes nas culturas, no sedimento e as compartilhadas entre

elas (figura 26).
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Figura 26. Diagrama de Venn representando as OTUs compartilhadas entre as
sequéncias do gene rRNA 16S de Archaea obtidas a partir do cultivo e o sedimento do
corrego Roncador, empregando o indice de similaridade de 97%.

A figura 26 representa o numero de OTUs para o nivel de espécie do cultivo e
sedimento. Nela é possivel observar que existem 19 OTUs Unicas do cultivo, 26
apresentadas somente pelo sedimento e apenas 2 OTUs compartilhadas entre eles.
Destas 2 OTUs, uma representa 2 sequéncias do cultivo e 2 do sedimento que estéo
afiliadas ao grupo l.1a de Thaumarchaeota, e a outra estd afiliada ao grupo MCG,

representando 2 sequéncias do cultivo e uma do sedimento.

A auséncia de sequéncias afiliadas ao grupo I.1b na amostra do sedimento que
originou o cultivo, bem como o numero de OTUs a nivel de espécie pertencentes
somente a amostra do cultivo, pode estar associada ao baixo nimero de sequéncias
obtidas para esta amostra, resultando em uma cobertura estimada de 58% para este
indice de similaridade.

Apesar de uma grande diferengca na quantidade de sequéncias obtidas para o
cultivo e o sedimento, ao comparar as sequéncias das duas amostras, é possivel perceber
uma diferenca na representatividade dos grupos taxondmicos entre elas. Na amostra
referente ao cultivo, existe uma predominancia de sequéncias associadas ao grupo
MCG, com 13 das 21 OTUs pertencentes a este grupo, incluindo a OTU mais

representativa do cultivo: A OTU S5G_20 que representa 35 sequéncias. Ja com a
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amostra referente ao sedimento, as sequéncias se encontram mais distribuidas entre os
diferentes grupos. Entretanto, o grupo com o maior nimero de sequéncias afiliadas a ele
foi o filo Thaumarchaeota, estando dentro deste filo a OTU mais representativa do
sedimento, a N17, representando 10 sequéncias em um total de 48 sequéncias obtidas
para esta amostra. Essa diferenca de representatividade pode estar relacionada com a
abundancia dos organismos em cada amostra. Os ensaios de PCR sdo baseados em uma
reacdo enzimatica de carater competitivo, onde DNAs mais abundantes na amostra terdo
uma maior possibilidade de ser amplificado (Forney et al., 2004). Sendo assim,
podemos especular que o meio de cultura utilizado neste trabalho, bem como as
condigdes de cultivo estabelecidas no laboratério, pode favorecer o crescimento de
archaeas pertencentes ao grupo MCG, visto que foi 0 grupo mais abundante nas
amostras do cultivo e aparentemente ndo se encontra na amostra do sedimento com a

mesma representatividade.

Com o resultado do sequenciamento, que exibiu culturas mistas entre bactérias e
tipos diferentes de archaeas, nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre as archaeas
encontradas e as caracteristicas macroscopicas das placas. Entretanto, foi possivel
estabelecer uma provavel relacdo entre os tipos coloniais das placas e a bactéria
presente no co-cultivo. Placas com o tipo A possuem bactérias do género
Ochrobactrum, as placas com os tipos coloniais B e E contém em sua cultura bactérias
do género Ralstonia, a placa com o tipo C contem bactérias do género Cupriavidus e as

placas com o tipo D, possuem o género de bactéria Burkholderia.

4.3.2.6.2. Analises com o gene amoA.

Os amplicons obtidos nos ensaios de PCR para o gene da subunidade A da
enzima aménia monoxigenase de Archaea (amoA) foram purificados e enviados
diretamente para sequenciamento automatico. As sequéncias obtidas foram alinhadas no
programa CulstaX, editadas com o programa BioEdit e analisadas quanto a sua
similaridade de sequéncias com o programa Mothur. Foi utilizado o indice de
similaridade de 97% e foram encontradas 3 OTUs representativas das placas do cultivo
(tabela 13).
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Tabela 13. Sequéncias das OTUs representativas para 0 gene amoA de Archaea das
placas de cultivo e as placas que elas representam.

OTUs rep. Culturas

amo S 04 S02eS04

amo S 5P S5P

amo S 09 S01,S5G,S06,S07,S08eS 09

Com as andlises das sequéncias referentes ao gene amoA de Archaea, foram
detectadas sequéncias referentes a AOAs em todas as culturas estudadas. As archaeas
com potencial para oxidacdo de amonia descritas até 0 momento estdo associadas aos
grupos l.1a e I.1b do filo Thaumarchaeota. Ao analisar as sequéncias referentes ao gene
rRNA 16S de Archaea das culturas, foram observados membros deste grupo em apenas
quatro das nove culturas. Porém, como mencionado anteriormente, 0 numero de
sequéncias obtidas ndo possibilita uma descricdo completa das archaeas presentes no
cultivo, podendo existir organismos oxidantes de amonia nas culturas que ndo foram
detectados nas andlises para o gene de rRNA 16S. Além disso, podemos sugerir que as
AOAs presentes se encontram em menor quantidade em relacdo as outras archaeas do

cultivo, devido ao carater competitivo da reacdo da PCR ja mencionado anteriormente.

Também foram realizados no programa Mothur, diagramas de Venn com as
sequéncias referentes ao gene amoA do cultivo e do sedimento a fim de comparar a
comunidade de archaeas nitrificantes do sedimento com as archaeas presentes no cultivo
(Figura 27) e foi observado que, para o indice de similaridade de 97%, somente uma das
3 OTUs presentes no cultivo foi encontrada na amostra do sedimento. Esta OTU
compartilhada representa as culturas S02 e S04. A cobertura de 73% para o nivel de
espécie das sequéncias do sedimento pode explicar a auséncia das duas OTUs Unicas ao

cultivo na amostragem da comunidade do sedimento.
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97%

Cultivados Total

Figura 27. Diagrama de Venn representando as OTUs compartilhadas entre as amostras
do gene amoA de Archaea do cultivo em meio sélido e o sedimento do corrego roncador
para o indice de similaridade de 97%.

4.3.2.7. Arvores filogenéticas

A arvore filogenética é uma representacdo grafica da semelhanca genética entre
as diferentes espécies ou entidades bioldgicas, sendo o método de representacdo das
relagBes evolutivas mais utilizado pela comunidade cientifica. Existem varios critérios
utilizados para construir uma arvore filogenética, porém todos partem de um mesmo
principio: a analise multipla das sequéncias selecionadas (Yang et al., 2008). Todas as
arvores deste trabalho foram criadas pelo programa MEGAS (Tamura et al., 2011)
empregando-se 0 método estatistico Maximum-likelihood (méxima verossimilhanca),
que apresentou um melhor agrupamento das sequéncias selecionadas, com o modelo

Tamura-Nei e teste de filogenia bootstrap com 1000 réplicas.

O resultado obtido com as sequéncias do gene de rRNA 16S de Archaea,
oriundas dos clones recombinantes sugere que o cultivo é composto por varios membros
deste dominio, formando uma pequena comunidade. Por esta razdo, uma arvore
filogenética foi construida a fim de analisar as relagdes evolutivas entre os diferentes
organismos presentes no cultivo. Para a construcdo desta arvore foi realizado o
alinhamento mdaltiplo das sequéncias obtidas das placas de cultura, do sedimento do

corrego e sequéncias de organismos isolados e ndo cultivados previamente descritas.
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Foram utilizadas sequéncias que representavam as diferentes OTUs encontradas no
cultivo com o indice de 97% de similaridade. As sequéncias representativas da
comunidade do sedimento também foram adicionadas utilizando o mesmo indice, a fim
de comparar as relagbes evolutivas entre as duas amostras. Todavia, as OTUs
representadas por singletons foram excluidas, visando a obtencdo de uma arvore de

visualizag¢do mais facil.

As sequéncias de isolados de Archaea que foram utilizadas para a construcéo
das arvores foram obtidas no banco de dados do NCBI e alinhadas com as sequéncias
provenientes deste trabalho. Para o filo Euryarchaeota foram escolhidos os organismos
Methanosarcina acetivorans, Methanosarcina horoborensis e Methanosaeta thermofila.
Para o filo Crenarchaeota foram selecionadas sequéncias dos organismos Sulfolobus
solfactaricus, Thermoproteus neutrofilus, Ignicoccus pacificus, Ignisphaera aggregans,

Fervidicoccus fontis e Caldisphaera lagunensis.

O antigo grupo | de Crenarchaeota € atualmente classificado por muitos autores
como pertencentes ao filo Thaumarchaeota, sendo esta a classificagdo deste grupo
considerada durante este trabalho. Os membros escolhidos deste filo para as analises
evolutivas foram: Cenarchaeum symbiosum, Nitrosopumilus maritimus, Candidatus
Giganthauma insulaporcus, Candidatus Giganthauma karukerense, Nitrosotalea
devanaterra — que representam o grupo l.1a e Candidatus Nitrososphaera gargensis,
Nitrososphaera viennensis — representando o grupo 1.1b. Além destes organismos, foi
incluido o unico representante cultivado do grupo Hot Water Crenarchaeotic Group Il1,
também considerado um grupo integrante do filo Thaumarchaeota (Spang et al., 2010;
Pester et al., 2011), Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii.

Até o momento, ndo existem organismos cultivados do grupo l.1c de
Thaumarchaeota e do grupo MCG, novo filo proposto Bathyarchaeota, sendo
representados na arvore por sequéncias de organismos ndo cultivados, disponiveis no
banco de dados do NCBI. Visando um melhor entendimento a respeito das relagoes
evolutivas dos organismos obtidos em nossas culturas, sequéncias de archaeas ndo
cultivadas consideradas proximas as sequéncias do cultivo, segundo a ferramenta
BLAST (Altschul et al., 1990) do NCBI, também foram incluidas na construcdo da

arvore filogenética.
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Figura 28. Arvore filogenética construida pelo método Maximum-likelihood, modelo
Tamura-Nei e teste de bootsrap 1000x a partir do fragmento do gene de rRNA 16S das
OTUs (97%) representativas do cultivo e do sedimento alinhadas com archaeas isoladas
e nao cultivadas dos filos Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Bathyarchaeota e
Euryarchaeota, Os valores indicados entre parénteses ao lado de cada nome indicam o
numero de sequéncias do cultivo (c) e sedimento (s) representadas pela OTU.
Seuquéncias sem valores de representatividade sdo singletons. O grupo externo é uma
bactéria do genéro Acidobacterium ainda ndo cultivada. A barra de escala indica a
distancia de similaridade entre os ramos. Valores de bootstrap inferiores a 50 foram
excluidos da arvore. HWCGIII = Hot Water Crenarchaeotic Group I11.

Ao alinharmos as sequéncias do cultivo e do sedimento, foram geradas 21 OTUs
do cultivo, sendo 20 usadas na construcao da arvore; e 28 OTUs do sedimento, sendo
apenas seis usadas na construcdo da arvore, por serem representadas por mais de uma
sequéncia. Destas seis OTUs, duas se associaram ao grupo MCG (filo Bathyarchaeota)
e quatro ao filo Thaumarchaeota, sendo que a OTU mais representativa do sedimento -
N17 - formada por 10 sequéncias, se encontrou fortemente associada & archaea

nitrificante Nitrosotalea devanaterra.

Ao analisar a arvore construida, observa-se que a maioria das OTUs referentes
as archaeas cultivadas distribuiram-se no filo Bathyarchaeota (MCG), seguido do grupo
I.1b de Thaumarchaeota; filo Euryarchaeota e os grupos 1.1a e I.1c de Thaumarchaeota.
Este resultado do alinhamento est4 de acordo com a classificacdo realizada previamente
pelo banco de dados Greengenes. Pode-se observar que nenhuma sequéncia do cultivo

ou do sedimento foi classificada no filo Crenarchaeota.

Apenas uma OTU, representada por 18 sequéncias originadas das archaeas
cultivadas, foi associada ao filo Euryarchaeota, se afiliando ao género Methanosarcina,
resultado semelhante ao encontrado pela classificacdo com o banco de dados. Como ja
mencionado anteriormente, a presenca de metanogénicas em sedimentos limnicos €
comum e esta associada a grande quantidade de matéria organica e baixa

disponibilidade de oxigénio nesses ambientes (Torres et al., 2010).

O grupo MCG ainda nédo possui qualquer membro cultivado e ja foi identificado
em varios ambientes terrestres e aquaticos, de varias profundidades, com
posicionamento instavel na arvore filogenética (Pester et al., 2011; Kubo et al., 2012).
Vérios trabalhos utilizando tecnologias independentes de cultivo em relacdo a este
grupo vem sendo realizados e revelam possiveis informagdes acerca das caracteristicas

fisioldgicas deste grupo. Em 2014, Meng e colaboradores sugeriram a possibilidade
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deste grupo realizar a degradacdo de compostos aromaticos e, em 2015, Evans e
colaboradores sugeriram, a partir da reconstrucdo do genoma de duas archaeas
associadas a este grupo, a presenca de genes envolvidos no metabolismo de metano. A
ampla distribuicdo e os possiveis metabolismos de MCG, sugerem que este grupo
possua um importante papel nos ciclos biogeoquimicos, mas a falta de organismos
cultivados tem limitado o conhecimento acerca de suas propriedades fisiologicas e
relagdes evolutivas (Meng et al., 2014).

Ao comparar as sequéncias representativas deste grupo com sequéncias
previamente identificadas no banco de dados do NCBI, foi observado que as sequéncias
que possuiam maior identidade com as sequéncias do cultivo foram identificadas em
diversos ambientes tais como lagos, sedimentos e diferentes tipos de solos. Foram
identificadas 13 OTUs do cultivo e duas do sedimento pertencentes a este grupo. Dentre
elas, se encontra a OTU representada pela sequéncia S2_06, que também foi encontrada
no sedimento do cdrrego roncador. Um fato interessante foi a associacdo da OTU
representada pela sequéncia SG_20, a mais representativa do cultivo - com 35
sequéncias, a um clone encontrado no sedimento da lagoa da Bacia baixo Inhacica, no
bioma Cerrado (Cerrado lake sediment RIB-BT54 — No. de acesso KF640481.1;
Rodrigues et al., 2014), além de outras trés OTUs que também foram associadas a
sequéncias deste mesmo sedimento. Isto pode indicar que o grupo MCG se encontra

presente em diferentes sedimentos limnicos do Cerrado.

O grupo lL1c de Thaumarchaeota vem sendo identificado tipicamente em
ambientes de solos &cidos, por metodologias independentes de cultivo (Jurgens et al.,
1997; Kemmitz et al., 2007; Bomberg & Timonen, 2009), ndo possuindo qualquer
representante cultivado até o momento. Todas as sequéncias afiliadas a este grupo
encontradas neste trabalho, se associaram a sequéncias obtidas em ambientes do
Cerrado. Podemos dar destaque a OTU representada pela sequéncia do cultivo S2_21,
que também foi encontrada no sedimento e apresentou 99% de identidade com um clone
de sedimento de lagoa do Cerrado (Cerrado lake sediment RIB-94- No. de acesso
KF640590.1; Rodrigues et al., 2014). Uma OTU do cultivo, representada pela
sequéncia S8 23, afiliada a este grupo, apresentava uma ramificagdo duvidosa quando
adicionada na construcdo da arvore, com o nivel de bootstrap muito baixo e, por esse
motivo, foi excluida das andlises evolutivas. Porém, esta sequéncia possui 99% de

identidade com uma sequéncia encontrada em solo de Mata da Galeria do Cerrado
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(clone MGaA80, No. de acesso JX125269.1; Catdo et al., 2013) de acordo com a
ferramenta BLAST e quando inseridas na arvore, as duas sequéncias se posicionavam

em um clado unico.

O grupo I.1b de Thaumarchaeota, considerado tipico de solos (Bintrim et al.,
1997; Bates et al., 2011), possui alguns organismos descritos que foram cultivados em
culturas de enriquecimento (Simon et al., 2005; Kim et al., 2012; Xu et al., 2012) e um
representante obtido em cultura pura: Nitrososphaera viennensis, isolada de solo de
Viena - Austria (Stieglemeier et al., 2014). Todas as OTUs do cultivo encontradas para
este grupo foram associadas ao género Nitrososphaera, a partir da classificacdo com o
banco de dados do Greengenes. Porém, na arvore filogenética se encontraram mais
proximas a sequéncias de organismos ndo cultivados do que com as sequéncias

representantes deste género.

O grupo I.1a de Thaumarchaeota € comumente descrito em ambientes aquaticos,
a maioria marinhos (Preston et al., 1996; Konneke et al., 2005; Muller et al., 2010),
com um representante isolado de um solo agriculturdvel (Lehtorvita-Morley et
al.,2011). Apenas uma OTU do cultivo foi afiliada a este grupo, a qual foi representada
por duas sequéncias do cultivo e uma do sedimento. Esta OTU se afiliou mais
proximamente a um representante ndo cultivado encontrado em ambiente de dgua doce
da Espanha (Spanish freshwater clone HE796369.1), formando um clado com

ramificacdo basal em relacdo aos representantes isolados deste grupo.

Ao comparar 0s resultados das analises de bioinformatica das sequéncias
relativas ao gene de rRNA 16S com as microscopias realizadas a partir das coldnias
obtidas, ndo foi possivel estabelecer qualquer relagdo entre as archaeas e o tipo
morfoldgico observado nas micrografias. As archaeas do género Methanosarcina sédo
descritas como aglomerados de pequenos cocos (Sowers et al., 1984), os quais ndo
foram observados nas imagens de MEV. Tal resultado pode sugerir que estas archaeas
estejam em menor quantidade nas colonias. De acordo com os relatos da literatura, as
archaeas mesdfilas cultivadas até o momento aparentam ter formatos bacilares, com
tamanhos entre 0,5 e 1 um (Lehtorvirta-Morley et al., 2014; Jung et al., 2014) ou cocos
irregulares diminutos, com até 1um de diametro (Kim et al., 2012; Stieglmeier et al.,
2014). Porém, estes organismos sdo representantes apenas dos grupos l.1a e I.1b de
Thaumarchaeota e quando as sequéncias destes organismos sdo alinhadas aos

organismos obtidos em cultura neste trabalho, estas se encontram relacionadas mas em
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clados separados. Além disso, ndo hd qulaquer descricdo sobre a morfologia dos
organismos do grupo 1.1c de Thaumarchaeota e de MCG até o momento, devido a falta

de organismos cultivados.

Representantes de Thaumarchaeota, detectados tanto nas culturas como na
comunidade do sedimento, estdo associados ao ciclo do nitrogénio e podem ter
importante papel ecolégico em diversos ambientes (Offre et al., 2013). Neste filo se
encontram organismos com a capacidade de oxidacdo de amdnia, como 0s membros dos
géneros Nitrososphaera, grupo I.1b, Nitrosopumilus e Nitrosotalea do grupo I.1a
(Lehtorvita-Morley et al.,2011; Spang et al.,, 2014; Zhalnina et al.,, 2014) e
Nitrosocaldus do grupo Hot water Crenarchaeotic Group 111 (HWCGIII) (De la Torre
et al., 2008) que estdo representados na arvore (figura 28). Até o momento, nenhum

representante do grupo I.1c foi associado a este metabolismo.

Para analisar as relacGes evolutivas dos organismos oxidantes de aménia
encontrados neste trabalho, a sequéncias representativas obtidas para o gene da amoénia
monoxigenase A de Archaea do cultivo e do sedimento foram utilizadas juntamente
com sequéncias deste gene de organismos nitrificantes isolados do filo Thaumarchaeota
para a construcdo de uma arvore filogenética. Também foram utilizadas sequéncias de
organismos ndo cultivados que apresentaram alto grau de identidade com as sequéncias
obtidas neste trabalho. A arvore foi construida com os mesmos parametros utilizados
para a arvore do gene de rRNA 16s (Maximum-likelihood, Tamura-Nei e Bootsrap
1000x).
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Figura 29. Arvore filogenética construida pelo método Maximum-likelihood, modelo
Tamura-Nei e teste de bootsrap 1000x a partir do fragmento do gene amoA de Archaea
das OTUs (97%) representativas do cultivo e do sedimento alinhadas com archaeas
isoladas do filo Thaumarchaeota e archaeas ainda néo cultivadas. Os valores indicados
entre parénteses ao lado de cada nome indicam o numero de sequéncias do cultivo (c) e
sedimento (s) representadas pela OTU. Sequéncias sem valores de representatividade
sdo singletons. Para grupo externo, foi utilizado o gene amoA da bactéria Nitrosomonas
europaea. A barra de escala indica a distancia de similaridade entre os ramos. Valores
de bootstrap inferiores a 50 foram excluidos da arvore.

Ao analisar a arvore pode-se verificar que a maioria das sequéncias obtidas a
partir do sedimento foram associadas ao grupo l.1a, sendo afiliadas em sua maioria com
organismos ainda ndo cultivados encontrados em solos, dgua doce e sedimentos. Apenas
uma OTU se encontrou mais proxima ao organismo Candidatus Nitrosotalea
devanaterra, isolada de solos agriculturaveis acidos e relatada como uma oxidante de
amonia acidofila obrigatéria (Lehtorvita-Morley et al., 2011). Este resultado é
interessante quando comparado a arvore do gene rRNA 16S, onde uma OTU que
representa 10 sequéncias do sedimento também foi associada a esta archaea. Outro fato
interessante foi a presenca de sequéncias do sedimento que se afiliaram ao grupo 1.1b,
visto que ndo foram encontradas sequéncias do gene de rRNA 16S do sedimento

afiliadas a este grupo. Este fato evidencia a necessidade da obtengdo de mais sequéncias
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do sedimento para uma melhor cobertura e descricdo da comunidade de Archaea

presente no corrego Roncador.

As sequéncias representativas do cultivo foram distribuidas na arvore préximo
ao grupo l.1b, porém nenhuma teve associacdo proxima aos representantes cultivados
deste grupo - Nitrososphaera viennensis e Canditatus Nitrososphaera gargensis -
formando um clado irmd com ramificacdo basal a elas, resultado semelhante ao
ocorrido com as sequéncias do gene de rRNA 16S do cultivo. Vale ressaltar que a OTU
representada pela sequéncia amo S 04, que também representa uma sequéncia
encontrada no sedimento, foi fortemente afiliada com um clone obtido em solo do
Cerrado em um trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa (Cerrado soil amoA
clone a-Ca37, No de acesso KR828639.1. Dias, 2015). Neste trabalho, foi observado
que esta sequéncia correspondia a uma OTU bastante representativa no solo do cerrado
que, quando analisada na arvore filogenética, também se agrupava em um clado
distinto, ndo associado a qualquer um dos grupos conhecidos. Este fato permite sugerir
a possivel existéncia de archaeas com o potencial de oxidacdo de aménia ainda nédo

descritas.
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5. Consideracdes Finais

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam o potencial do cultivo de
archaeas oriundas de sedimentos limnicos do Cerrado em meios artificiais que
mimetizam as condi¢des naturais do ambiente, sendo possivel a obtengdo de diferentes
tipos de archaeas associadas em um co-cultivo com bactérias. Analises de testes de
fluorescéncia com hibridizacdo in situ (FISH) poderdo fornecer informacdes
importantes sobre a proporcao entre as archaeas e as bactérias presentes nas diferentes
culturas. O uso de novas metodologias tais como experimentos de diluicdo a extincao,
enriquecimento dos meios de cultura com diferentes compostos e 0 uso de novos
antibidticos poderdo auxiliar na separacdo das archaeas em culturas puras, trazendo um
maior entendimento acerca das caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas destes
organismos.

O estabelecimento das culturas em meio liquido abre as portas para a realizacao
de uma série de experimentos que ndo sdo possiveis com as culturas em meio solido,
como o estabelecimento de curvas de crescimento, condi¢bes 6timas de temperatura e
pH e a resposta dos organismos a diferentes compostos adicionados, permitindo uma
melhor caracterizacdo dos organismos cultivados.

A realizacdo de novos experimentos de sequénciamento do DNA tanto das
culturas quanto dos sedimentos do corrego Roncador sdo necessarios para a realizagdo
de um estudo de filogenia molecular mais robusto das duas amostras e, em relacao as
amostras do cultivo, este estudo é importante para a confimacdo da classificacdo das
archaeas cultivadas em laboratorio.

A obtencéo de culturas de archaeas dos grupos I.1c de Thaumarchaeota e MCG,
poderdo trazer maiores informacGes sobre as caracteristicas morfoldgicas destes grupos
e 0 seu possivel papel no ambiente.
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6. Conclusdes

e Foram obtidas culturas de Archaea dos filos Euryarchaeota,
Thaumarchaota e Bathyarchaeota (MCG) a partir de amostras de
sedimentos da camada recente de deposicdo do cdrrego Roncador da

Reserva ecoldgica do IBGE (Recor) em Brasilia-DF.

e Todas as colbnias obtidas consitem em co-cultivos de diferentes archaeas
e bactérias das familias Brucellacae ou Burkholderiacae.

e Algumas archaeas cultivadas possuem o potencial de oxidacdo de

amonia.

e As andlises filogenéticas sugerem que a comunidade presente no
sedimento do corrego Roncador é rica com uma variedade de diferentes

tipos de archaea.
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