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RESUMO

O Instituto Agronémico de Campinas foi responsavel pela formagao do maior
banco de seqtiéncias de citros do mundo através do Programa Institutos do Milénio, do
Ministério de Ciéncia e Tecnologia/ CNPq. Esta base de dados apresenta grande parte
dos genes expressos de citros e dao uma ampla visdo do genoma expresso deste
género e outros correlatos. Nos ultimos anos, tem-se buscado realizar trabalhos
funcionais visando a caracterizacdo de genes envolvidos com a sintese de terpenos.
Assim, foi verificada a expressado de genes que codificam terpeno sintases em frutos
de laranja doce (projeto FAPESP) bem como estd sendo verificada a expresséao
destes mesmos genes em frutos de tangerinas (projeto CNPq - Universal). Em ambos
os projetos foi verificada a composicao do 6leo essencial de citros, laranja doce e
tangerina, e verificou-se que o principal componente destes 6leos é o limoneno, que
pode atingir 95% do total de compostos. Como o 6leo essencial de laranja doce é um
sub-produto da produgdo de suco concentrado, o valor comercial deste é baixo.
Consequentemente, o valor do limoneno também é baixo. A biotransformagéo do
limoneno em produtos de valor comercial maior tem sido buscada de através de
diferentes métodos, destacando-se a biotransformacdo por microorganismos. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi a busca por linhagens bacterianas capazes de

transformar este limoneno e sua identificagao através de sequenciamento.

ABSTRACT

The Instituto Agronémico de Campinas was responsible for the construction of
the largest citrus DNA sequence database of the world, through the Programa
Institutos do Milénio, of Ministério de Ciéncia e Tecnologia/ CNPq. This database
shows most of the citrus expressed genes and a wide picture of the expressed genome
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of this genus. In recent years, researchers have tried to carry out work aiming the
characterization of genes involved in synthesis of terpenes. Thus, the expression of
genes involved in terpenes synthesis in sweet oranges fruits was verified (FAPESP) as
well as is being checked the expression of these same genes in tangerines fruits
(project CNPq —Universal). In both projects it was verified the composition of essential
oil of citrus, sweet orange and tangerine, respectively, and it was found that the main
component of these oils is limonene, which can reach 95% of total compounds. As the
sweet orange essential oil is a byproduct of the production of concentrated juice, the
commercial value of this is low. Consequently, the amount of limonene is also low.
Biotransformation of limonene in products of higher commercial value has been
pursued through different methods, especially for the biotransformation by
microorganisms. Thus, the objective of this work was the search for bacterial strains
able to transform this limonene and its identification by sequencing.

INTRODUGAO

A citricultura apresenta um papel fundamental no agronegécio brasileiro, tendo
a produgdo de suco concentrado congelado como a principal atividade e sendo o
Estado de Sao Paulo o principal produtor, processador e exportador. O éleo essencial
de laranja é um subproduto da produgéo de suco, o que torna o Brasil o0 maior produtor
mundial deste tipo de 6leo essencial.

O limoneno é o principal componente deste 6leo essencial, respondendo por
quase 95% de seu total. Em virtude disto, seu valor comercial € muito baixo. Uma das
principais formas de se obter outras substancias de maior valor é através da utilizagao
de microorganismos capazes de biotransformar o limoneno. Assim é importante isolar
microrganismos capazes de fazer este processo e identifica-los, com o primeiro passo
visando aplicagdes biotecnolégicas mais complexas.

Existem varios relatos de biotransformacédo de limoneno com obtencdo dos
compostos perilicos por linhagens bacterianas (Chatterjee e Bhattacharyya 2001;
Speelmans e col., 1998; Dhavalikar e Bhattacharyya, 1966; Cadwallader e col., 1989;
Chang e Oriel, 1994; Cheong e Oriel, 2000). De acordo com os termos das legislacdes
européias e norte americanas, esses compostos obtidos por biotransformacéao podem
ser considerados naturais (Berger, 1995). Estes podem apresentar valor econdmico

muito superior aos de seus substratos.
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Uma estratégia comum para a selecao de linhagens de bactérias com potencial
biotransformador de limoneno é a utilizagcao de técnicas de enriquecimento de cultura
utilizando o substrato limoneno como Unica fonte de carbono (Speelmans e col., 1998;
Dhavalikar e Bhattacharyya, 1966; Cadwallader e col., 1989; Chang e Oriel, 1994;
Dhavalikar e col., 1966).

O trabalho tem como objetivos especificos o isolamento de linhagem
bacteriana a partir de frutos de laranja doce capaz de crescer em presenca de
limoneno e identifica-la através de amplificacdo, clonagem e sequenciamento de

fragmento especifico do genoma da bactéria.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de linhagens resistentes ao limoneno:

Dois mililitros de extrato contendo 6leo essencial de laranja doce, obtido
através de maceracao da casca de frutos maduros com agua Milli-Q, foi adicionado a
tubos de ensaio contendo 6mL de meio contendo: (NH,).SO, 37.83mM; (NH,).HPO,
12.34mM; NaCl 8.55mM; MgS0Q,.7H,O 1.62mM; CaCl,.2H,O 4.08mM; KCI 28.83mM,;
FeSO,.7H,O 0.03mM; ZnS0O,.7H,0 0.08mM; e CuSO,.5H,0 0.04mM, e incubado por
até 2 dias a 37°C, com rotacdo (150 rpm). As culturas que turvaram foram utilizadas
para plaqueamento no mesmo meio sem o 6leo essencial para isolamento de col6nias.
Amplificagcao da regiao intergénica 16S-23S:

Estas col6nias foram utilizadas para amplificagdo da regido intergénica 16S-
23S, utilizando primers universais em reagao de polimerizacdo em cadeia com Taq
DNA polimerase nas seguintes condi¢des: 1x tampao, 0,2mM de cada dNTP, 1 pL
DNA obtido pela fervura de 10 pL de uma suspensao da bactéria em agua, 250ng de
cada primer, 5U de Taq DNA polimerase em um volume total de 50 yL. As condi¢des
de ciclizagdo foram: 45 seg a 95°C, 25 ciclos de 45 seg a 95°C, 45 seg a 50°C, 3
minutos a 72°C, e um passo final de incubagéo a 72°C por 10 min. Os amplicons foram
verificados em gel de agarose 1%.

Purificacao dos Amplicons e clonagem:

Os amplicons obtidos foram posteriormente clonados em pJet1.2 (vetor
comercial da Fermentas) apo6s purificacdo dos fragmentos utilizando-se o kit
Geneclean (Bio101). A clonagem foi feita seguindo o protocolo de fabricante com
transformacao em células de E. coli competentes (DH10B).



52 Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica - ClIC 2011
9 a 11 de agosto de 2011 — Campinas, SP

(2 A3
©) W
Noseva\*t

Sequenciamento de DNA:

Clones foram crescidos em placas de 96 pogos, em 1 mL de meio Circle Grow
(Bio 101) contendo 100 ug/mL de meio. As placas foram incubadas a 37°C por 16
horas com agitacdo e, entdo, os plasmideos foram extraidos por fervura,
centrifugando-se as placas por 6 minutos a 3000 rpm. As células foram congeladas a -
80°C por 15 minutos e descongeladas por 10 minutos sendo ressuspendidas em 25
mL de agua Milli-Q. A lise foi feita por adicdo de 70 mL de STET/Tween (10 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0, 100 mM NaCl, 5 % Tween 20, 232 ug/mL RNase A,
500 pg/mL Lisozima) e fervura em forno de microondas. Em seguida foram
adicionados 700 mL de agua e a placa foi centrifugada por 45 minutos a 3000 rpm
apos incubagao de 15 minutos em gelo. Foram coletados 50 mL do sobrenadante para
as reagbes de sequenciamento, que foi feito utilizando-se BigDye 3.1 (Applied
Biosystems), segundo as especificagdes do fabricante.
Identificacao da bactéria:

As sequéncias obtidas foram utilizadas para compara¢cdes com sequéncias
disponiveis em banco de dados publicos através do uso da ferramenta Blast.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Células de cinco colbnias obtidas pelo plagueamento foram crescidas no meio
contendo o extrato a fim de confirmar seu crescimento. A cultura com maior
crescimento foi escolhida para plagueamento em meio sélido com a mesma

composicao (figura 1).

FIGURA 1. Bactérias isoladas em meio solido contendo: (NH4).SO4 37.83mM; (NH,4),HPO,
12.34mM; NaCl 8.55mM; MgSO0,.7H.O 1.62mM; CaCl,.2H,O 4.08mM; KCI 28.83mM;
FeS0O,.7H,0 0.03mM; ZnS0O,.7H,0 0.03mM; e CuS0O,.5H,0 0.04mM.
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Doze colénias foram selecionadas para a amplificagdo da regiao intergénica
16S-23S, com primers universais, afim de identificar a espécie bacteriana. Os
amplicons foram verificados em gel de agarose 1% (Figura 2).
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FIGURA 2. Gel de agarose 1% da amplificacdo da regido 16S-23S das bactérias. M =
marcador Gene Ruler 1Kb Plus DNA (Fermentas) ; C1 a C12 = colbnias de 1 a 12. A seta
marca o amplicon esperado de 1500 pb.

Os amplicons (1500 pb) foram purificados utilizando-se o kit Geneclean
(Bio101), clonados em pJet1.2 (Fermentas), seguindo o protocolo do fabricante. As
construgbes foram utilizadas para transformacado de E. coli DH10B. Centenas de
transformantes foram obtidas, dos quais doze foram selecionados para extragao do
DNA plasmidial. Essa preparacao foi verificada em gel de agarose 1% (Figura 3).
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FIGURA 3. Gel de agarose 1% da mini preparagdo alcalina do DNA plasmidial dos
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transformantes. M= marcador Gene Ruler 1Kb Plus DNA (Fermentas) ; T1 a T12 =
transformantes 1 a 12.

Dos doze transformantes, em apenas dois foram obtidos plasmideos em
quantidade significativa. As duas preparagdes foram utilizadas para amplificacao de
DNA, utilizando os mesmo primers universais, do DNA plasmidial dos transformantes
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T6 e T8, que foram positivos na extragdo, para verificar a clonagem do fragmento no

vetor. A verificacdo foi feita em gel de agarose 1% (Figura 4).
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FIGURA 4. Gel de agarose 1% mostrando a amplificagdo do fragmento na mini preparacao
alcalina do DNA plasmidial. M = marcador Gene Ruler 1Kb Plus DNA (Fermentas) ; T6=
transformante 6 e T8 = transformante 8. A seta indica os amplicons de 1500 pb.

O DNA dos transformantes 6 e 8 foi utilizado para as reagdes de
sequenciamento. Ambas as extremidades foram sequenciadas e, interessantemente,
uma das sequéncias mostrou similaridade com DNA de cloroplasto de citros ao passo
que a outra apresentou similaridade com sequéncias de bactérias nao cultivaveis.
Apesar de inconclusivo, este resultado mostrou que este organismo parece ser algo
previamente ndo caracterizado.

Na tentativa de caracterizar esta bactéria, fez-se inicialmente Coloracao de
Gram para verificar as caracteristicas da parede celular. Isto seria importante
posteriormente, para escolher um bom protocolo para a extragdo de DNA total da
bactéria. O resultado, mostrado na figura 5, € que a bactéria € Gram-negativa.

FIGURA 5. Coloracao de Gram das bactérias isoladas.
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Com esse resultado, o protocolo de Duningan (1997) foi utilizado para a
extracdo do DNA total. O DNA foi verificado em gel de agarose 1% (figura 6).

M Ci1 C2 C3 C4 Cb

FIGURA 6. Gel de agarose 1% da extragado do DNA total das colénias. M= marcador
Gene Ruler 1Kb Plus DNA (Fermentas) ; C1 a C5 = colénias 1 a 5.

O DNA obtido foi tratado com RNAse (5 pg) por 30 minutos a 37°C, precipitado
com 1/10 de volume de Acetato de Sédio 3M e 3 volumes de etanol absoluto (por 30
minutos a -80°C), afim de retirar a enzima. Apds a centrifugacao por 15 minutos, foi
feita lavagem do pellet com etanol 70% e ressuspendido em 50 pyL de agua. O DNA
(10 pL) preparado das cinco colénias foi digerido por um minuto, com 1 pL da enzima
Sau3Al (Fermentas), em um volume total de 15 uL. A digestao foi confirmada em gel
de agarose, e 0 DNA com tamanho entre 1000pb e 2000pb foi purificado do gel.

Para a clonagem, o vetor PGEM3Z (Promega) foi digerido com BamHI
(Fermentas) e tratado com 1 pL de fosfatase alcalina. A ligacdo foi feita com 2 pL
vetor, 1 uL T4 DNA ligase, 1 pL tampao 10x, 5 yL fragmentos, 1 yL H,O). A linhagem
bacteriana DH10B foi transformada, sendo a selecao feita em meio LB s6lido contendo
além de 100 pg/mL de ampicilina, 4 pL de IPTG e 40 pL de X-GAL. Poucas colénias
gue nao apresentaram coloragdo azul cresceram e foram utilizadas para extracao de

DNA plasmidial, que posteriormente sera usado em sequienciamento.

CONCLUSAO

No presente trabalho foi isolada uma espécie bacteriana Gram-negativa capaz
de crescer em presenca de 6leo essencial de citros, denotando um provavel
mecanismo de resisténcia a agdo de limoneno. A caracterizagdo através do
sequenciamento do DNA ribossomal mostrou que a bactéria parece ser um organismo

nao caracterizado anteriormente. Caracterizagdo posterior com outras sequéncias
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genbmicas deve ser realizada de modo a possibilitar a identificacdo total deste

organismo.
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