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RESUMO

METODO E KIT DE EXTRACAO DE ADN DE ELEVADA QUALIDADE,
ADEQUADO PARA ESTUDOS METAGENOMICOS, A PARTIR DE AMOSTRAS
QUE CONTENHAM ELEVADOS NIVEIS DE ACIDOS HUMICOS

A presente invengdo descreve um método inovador para a
extracdo e purificacdo de &cido desoxirribonucleico (ADN)
metagenémico a partir de solos, ou outras fontes
ampbientais, que apresentem elevados niveis de 4acidos
humicos. Mais especificamente, trata-se de um método
otimizado que alia a utilizagdo dos reagentes de forma
inovadora e vantajosa, com a combinagdo adequada dos
métodos de lise para permitir uma rapida, eficiente e
econdmica extracdo do ADN total com a quantidade, pureza e
elevado peso molecular necessarios para posteriores
abordagens metagendémicas. A otimizacdo do método, do tampao
de lise celular, e a adicdo de agentes de remocdo eficazes
para eliminar os contaminantes possibilita a reducdo da
duracdo do protocolo em vArias horas sem fragmentar
excessivamente o ADN metagendmico. Uma segunda
reivindicagdo da presente divulgacédo estd relacionada com a

preparagdo de um kit comercial para a extragdo de ADN.



DESCRIGAO
METODO E KIT DE EXTRAGAO DE ADN DE ELEVADA QUALIDADE,
ADEQUADO PARA ESTUDOS METAGENOMICOS, A PARTIR DE AMOSTRAS
QUE CONTENHAM ELEVADOS NIVEIS DE ACIDOS HUMICOS

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se ao tépico geral de extracao
de A&cido desoxirribonucleico (ADN) a partir de amostras
ampbientais. Mais especificamente, ¢é descrito um método
otimizado para a extracdo de ADN a partir de amostras com
elevado teor em acidos humicos, resultando no isolamento de
ADN, com elevada pureza e peso molecular, adequado para a
construcao de bibliotecas metagendmicas ou outras
abordagens meta-émicas. Uma segunda reivindicacdo da
presente divulgacdo estd relacionada com a preparacdo de um

kit comercial para a extracdo de ADN.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

A economia mundial esta atualmente a promover abordagens
mais sustentaveis. A Dbiomassa lignoceluldsica tem sido
bastante wusada como substituto de fontes energéticas
fésseis, uma vez que, este tipo de biomassa é considerado
um recurso bio-renovavel de baixo custo devido a sua
abundancia e produg¢do constante. Esta biomassa encontra-se
geralmente em solos florestais ou pastagens, habitats de

compostagem, residuos agroflorestais, etc.

As enzimas sdo catalisadores Dbioldégicos de elevada
eficiéncia e exercem um papel fundamental na biotecnologia
moderna e sustentdvel, mais precisamente nos chamados
processos de conversdo “amigos do ambiente”. A hidrélise
enzimadtica é um passo crucial na Dbioconversdo da

lignocelulose. Recentemente, recorrendo a técnicas



metagendémicas, tem sido possivel identificar novas enzimas

com capacidade para degradar a lignocelulose.

As abordagens metagenémicas tém permitido aceder a uma
enorme diversidade microbioldégica, até entdo desconhecida.
A metagendmica funcional é uma técnica avancada que tem
permitido identificar novas enzimas e mecanismos
bioguimicos com atividades bioldégicas promissoras. O passo
critico para a construgdo de uma biblioteca metagendémica é
o isolamento de ADN metagendémico com elevado peso

molecular.

Os solos ou outros materiais deste tipo (e.g. composto,
rimen animal em pd, Dbagaco, fezes e estrume, solo da
rizosfera das plantas, solo marinho ou lamas industriais e
municipais) s&do ambientes chave para a procura de novos
biocatalisadores, uma vez que, representam meios
extremamente complexos e com uma enorme variagdo nas
propriedades gquimicas, ambientais e microbioldégicas. No
entanto, muitas destas propriedades tém um impacto bastante
significativo na extracdo do ADN. J& desde os anos 80 que
tém sido publicados varios métodos para a extracdo de ADN
de elevado peso molecular com a pureza e o rendimento

necessarios para abordagens metagendmicas.

As substéancias humicas (4cidos humicos e fluvicos) estédo
naturalmente presentes em solos com alto teor de residuos
lignocelulédésicos e também sdo geralmente wusadas na
agricultura como suplemento para os solos. Estes compostos
sdo essencialmente produzidos através da biodegradacdo da
matéria orgdnica morta. Os &acidos humicos s&o o principal
componente das chamadas substdncias humicas e podem estar
presentes em solos, carvdo, turfa, 4&gua marinha, lagos
distrdéficos, etc. A designacdo de acidos humicos refere-se
a uma mistura complexa de diferentes &cidos que contém os

grupos carboxilo e fendélico. Embora estes &cidos sejam



importantes e benéficos para os solos, a sua presenga nas
amostras a partir das quais se pretende isolar o ADN pode
interferir significativamente na pureza do ADN e,

consequentemente, afetar posteriores aplicagdes do mesmo.

A co-extragcdo de substéncias humicas, evidenciada pela
coloragcao acastanhada dos extratos de ADN, inibe a
atividade de algumas enzimas, o que limita as aplicagdes a
jusante do ADN. Amostras com elevado teor de material
lignoceluldésico, como habitats de compostagem ou solos
florestais, sdo suscetiveis de apresentar um elevado
conteudo de substdncias humicas. Apesar dos esforcos
cientificos efetuados nas ultimas décadas para desenvolver
metodologias especificas para melhorar a qualidade do ADN,
a sua recuperacdo com elevada pureza e elevado peso

molecular continua a ser um processo dificil.

Ja foram testados métodos morosos como a utilizacdo de sal
(por exemplo CsCl), gradientes de densidade, etapas de
precipitacdo extensas e repetitivas ou ainda procedimentos
cromatograficos dispendiosos. No entanto, estas
metodologias, ou ndo sdo tdo rentdveis, ou requerem etapas
adicionais para uma maior purificag¢do do ADN, nomeadamente
a remocdo dos acidos humicos e a selecgcdo dos tamanhos
ideais, o gue pode levar a fragmentagdoc ou mesmo a perda

das moléculas de acido nucleico.

Atualmente, a tecnologia para extrair ADN a partir de
amostras de solo altamente contaminado ainda continua a ser
um fator limitante para estudos meta-dmicos. Os kits de
extragdo de ADN comercialmente disponiveis tém limitagdes
significativas na obtencdao de gquantidades elevadas de ADN
com elevado peso molecular. Além disso, estes kits sé&o
caros e 0s que se revelaram mais adequados para a extracdo

de ADN de elevado peso molecular foram descontinuados.



O rendimento do processo de extragdao de ADN é um aspeto
bastante importante dado que a extragdo de ADN a partir do
solo é frequentemente incompleta, isto porque algum ADN &
inacessivel, o que significa gque nd@o serd contabilizado
para posteriores andlises. O nivel de fragmentacdo é também
um fator importante, uma vez que, pequenos fragmentos (com
menos de 30 Kb) ndo sdo adequados para a analise de genomas
ou metagenomas completos, ou ainda para o estudo e
exploracdo de vias metabdlicas completas ou virtualmente

completas.

Até ao momento, foram desenvolvidos poucos métodos de
extracdo para obter ADN de elevada pureza e elevado peso
molecular. A invencdo descrita no documento WO/2004/018673
refere-se a um dispositivo para o isolamento e/ou
purificacdo de moléculas de &cido nucleico com grande
diversidade no que diz respeito ao seu tamanho. Este
procedimento é complexo, dispendioso e moroso, uma vez gue,
envolve a construgdo de um dispositivo com diferentes

camadas matriciais.

O pedido PCT publicado com o numero WO/2000/073508 descreve
um método comum com bons resultados, mas exclui amostras
contaminadas. Outros métodos permitem obter ADN de elevado
peso molecular, contudo, o ADN extraido estd altamente
fragmentado, como se observa no documento CN101148676, o
gue implica a utilizagdo de técnicas adicionais para obter

o ADN com o tamanho desejado.

A presente invengdo foi levada a cabo para tentar resolver
0s problemas anteriormente descritos através do
desenvolvimento de um método rapido, eficiente e barato
para a extragcdo do ADN total. A aplicagcdo deste método
resultou na obtencdo de ADN de elevada pureza, com grande
rendimento e elevado peso molecular. Este procedimento

poderd ter uma vantagem significativa em relacdo aos



métodos atuais e podera ser amplamente utilizado devido a

sua simplicidade e eficiéncia.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencdao fornece um novo método para extrair e
purificar ADN metagendémico a partir de amostras de solo, ou
outras fontes ambientais, com elevados niveis de &cidos
humicos. Este método alia a utilizacgdo dos reagentes de uma
forma inovadora e vantajosa, juntamente com uma combinacdo
adequada dos métodos de 1lise celular. O novo protocolo
permite uma extracdo rapida, eficiente e barata do ADN
total com a quantidade, pureza e elevado peso molecular
necessarios para as abordagens metagendémicas. Uma pessoa
com conhecimento na arte reconhece que o resultado do
método aqui descrito é significativamente superior aos
resultados obtidos utilizando os métodos atualmente
conhecidos. Mais precisamente, esta metodologia baseia-se
na lise quimica/enzimética combinada com uma lise mecénica
suave do material celular, juntamente com o uso de carvéo
ativado em pdé (PAC) e CaCl, para remover ndo sé os acidos
himicos, mas também varios outros contaminantes. A
otimizagdo tanto do método de lise como do tampdo de lise
celular e a adigdo de agentes de remogao eficazes para
eliminar os contaminantes permite reduzir em varias horas a
duracdo do protocolo, sem fragmentar excessivamente o ADN

metagendmico.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1 - Representacdo esquematica das trés etapas do
método aqui descrito: PAC - carvao ativado em pé; TE -
tampdo Tris-acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); SDS

- dodecil sulfato de sédio; C:I - Clorofdérmio:Isopropanol.



Figura 2 - Caracterizagcdo do peso molecular do ADN por
eletroforese em gel de agarose, 0,5% (m/v), a 4°C durante
24 horas. M - A DNA-Mono Cut Mix (NEB); 1, 2 - duas

réplicas técnicas: amostras 1 e 2.

Figura 3 - Avaliacdo da eficiéncia do método de extracéo
por PCR realizado as amostras de ADN isoladas, através da
amplificagdo do gene 165 rRNA. M - NZYDNA Ladder III; 1 e 2
- Amostra 1 e 2, respetivamente, representando duas
réplicas técnicas do ADN metagendmico; 3 - Controlo
positivo usando a estirpe E. coli EPI300-T1R ADN; 4 -

Controlo Negativo (sem amostra).

DESCRIGCAO DETALHADA

A presente invencdo refere-se ao tépico geral da extracédo
de ADN a partir de amostras ambientais gque contém
microrganismos cujo ADN ¢é de 1interesse, isto ¢é, que
codifica para enzimas que decompdem biomassa
lignoceluldésica ou que podem ser aplicadas em diversas
industrias tais como celulose, papel, alimentos, ragdes,

entre outras.

Mais especificamente, a presente invengdo refere-se a um
método otimizado de extracdo e purificagdo de ADN
metagendtmico de solos, ou de outras fontes ambientais, com

elevados niveis de &acidos humicos.

O presente método baseia-se numa lise quimica/enzimdtica e
mecdnica suave do material celular, juntamente com o uso de
carvdao ativado em pé (PAC) e CaCl, para remover ndo s oOs

dcidos humicos, mas também varios outros contaminantes.

O PAC apresenta uma capacidade de adsorgdo excecional
devido a sua grande superficie e volume de poros,
resultando num agente descontaminante adequado para

amostras de solo ou outros materiais ambientais



relacionados. A otimizagdo tanto do método de lise celular
como do tampdo de lise celular, e a adigdo de agentes de
remogao eficazes como o PAC e o CaCl, para eliminar os
contaminantes, permite reduzir varias horas a duragdo do
protocolo, sem fragmentar excessivamente o] ADN

metagendémico.

O novo protocolo permite uma extracdo rapida, eficiente e
econdémica do ADN total com a gquantidade, pureza e peso
molecular adequados para estudos metagendémicos. Uma pessoa
com conhecimentos correntes na arte reconhece que o
resultado do método aqui descrito ¢é significativamente
superior aos resultados obtidos utilizando as técnicas

atualmente conhecidas.

Esta invencdo pode ser levada a cabo de muitas formas. Deve
entender-se que a presente atividade inventiva deve ser
considerada uma exemplificacdo dos principios da invencédo e
ndo se destina a limitar a invenc&o ao método especifico
aqul descrito. Os resultados obtidos serdo apresentados de
seguida e algumas reivindicagdes especificas da presente

invengdo serdo descritas em pormenor.

Em linhas gerais, para efeitos da presente invencdo, o
processo de extragdo e purificagdo do ADN metagendmico

envolve trés etapas, que estdo apresentadas na Figura 1:

1. A primeira etapa corresponde a lise celular, que combina
técnicas mecénicas e quimicas/enzimaticas, utilizando um

tampdo de lise otimizado;

2. A segunda etapa corresponde & recuperagcdo do ADN,
através da remocdo, por centrifugacédo, dos &acidos humicos e
outros contaminantes presentes na amostra que sdo capazes
de adsorver no PAC e/ou flocular com CaCl,, e a posterior

recuperacdo do ADN por precipitacgéo.



3. A terceira e ultima etapa corresponde a purificac¢do do
ADN bruto. Esta Gltima etapa nao sé concentra
quantitativamente o ADN, como também ajuda a aumentar a sua
pureza, uma vez que, potenciais contaminantes adicionais
permanecem em solugdo enquanto o ADN ¢é seletivamente

precipitado.

Os detalhes do método serdo descritos abaixo. As sucessivas
etapas do método de extracdo foram executadas utilizando
produtos quimicos, descritos na tabela 1, normalmente
disponiveis no laboratério, e sem equipamento ou técnicas

especializadas.

A tabela 1 apresenta informacédo sobre os produtos quimicos
utilizados nesta invencdo. E importante salientar que uma
pessoa com conhecimentos na arte sabe que as proporgdes
exatas dos reagentes enumerados na tabela 1 podem variar,
dependendo, por exemplo, do tipo de amostra, da quantidade
de amostra a ser tratada, do numero de organismos e/ou da
quantidade de ADN na amostra, do objetivo do ensaio
experimental, etc. Além disso, em cada etapa, os reagentes

podem ser substituidos por outros com fungdes semelhantes.

Tabela 1 - Informacdo sobre os produtos quimicos utilizados

nesta invencéo.

Reagente Intervalo Fungido

Mantém o pH
evitando a acéo
Tris-HC1 50 - 200 mM
prejudicial das

DNases

Quimico NaEDTA 10 - 150 mM Agente gquelante

Regula a
NaCl 0.5 =2 M
osmolaridade

TE 1% Tampdo para

ressuspender o




ADN

Fosfato de sdédio

100 - 150
mM

Mantém a
integridade do

ADN

CaCl;

100 - 150
mM

Floculacé&o dos

adcidos humicos

SDS

0.5 - 10%

Detergente
aniénico que
solubilize
proteinas e

lipidos

PEG 30%

0.2 - 0.6

volumes

Purificacdo e
precipitacdo do
ADN

3M Acetato de sdédio

1 volume

Precipitacdo do

ADN

Permite a

separacdo de

Cloroférmio:Isopropanol 1 volume proteinas dos
lisados celulares
brutos
0.6 - 1 Precipitacdo de
Isopropanol
volume ADN
Etanol 70% 1 ml Lavagem do ADN
Remove os &acidos
4 - 40 mesh
PAC himicos e outros
0.5 - 4%
contaminantes
1 -10 Cliva
Lisozima
mg/ml peptidoglicanos
. 1 - 20 Digere proteinas
Enzimatico Proteinase K
mg/ml associadas ao ADN
0.2 - 50 Atividade de

ENase A

mg/ml

RNase
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As condigdes experimentais para a realizacdo da etapa de
rutura celular devem ser selecionadas de acordo com a
especificidade da amostra e/ou tipo de células. Tal como
descrito anteriormente para outros métodos conhecidos de
extracdo de ADN metagendédmico a partir de amostras de solo,
a amostra de compostagem aqui usada foi também inicialmente
submetida a lise quimica/enzimatica das células.
Adicionalmente, no presente método foi introduzida uma lise
mecadnica suave, recorrendo a esferas de vidro, para

libertar o ADN, aumentando assim a eficacia da extracéo.

A quantidade de amostra de solo, ou amostras ambientais
semelhantes, que se pode usar em cada extragdo de ADN, pode
variar entre 100 mg e mais de 100 g. Tipicamente, utilizam-
se aproximadamente 500 mg em kits comerciais e 5-10 g nas

metodologias tradicionais.

A amostra de composto usada na presente atividade inventiva
foi submetida a 1lise celular através da combinacdo de
métodos mecénicos, enzimaticos e quimicos. No que diz
respeito a acdo da lise mecanica, podem ser utilizadas
esferas de vidro com um diametro que pode variar entre 100
e 700 wuym. Neste caso, as esferas de vidro wutilizadas
apresentavam preferencialmente diametros entre 425-600 pum.
A selecdo do tamanho de esferas corretos para cada tipo de
microrganismo pode aumentar a eficdcia da lise celular.
Normalmente, os kits comerciais ou ensaios experimentais
combinam uma gama de tamanhos de esferas para garantir que
todos o©0s microrganismos presentes na amostra sejam
abrangidos. No entanto, a utilizagdo de esferas pequenas
val levar & quebra excessiva do ADN, ndo sendo por 1isso,
apropriadas para a extracdo de ADN metagenémico. E
importante realgcar gque os exemplos de tipos de esferas
incluem, mas ndo estdo limitados as esferas de vidro, podem

ser usadas também esferas de metal, cerédmica e/ou pedra.
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A combinagdo da lise enzimatica com a lise quimica, é a
estratégia mais utilizada para a extragcdo de ADN
metagenémico, polis sendo relativamente suave, evita a
fragmentacdo excessiva do ADN. Inicialmente, a amostra de
composto usada nesta inveng¢do foi misturada com um tampdo
de extragdo. A lise enzimdtica e quimica envolve a selecdo
de condic¢des e reagentes apropriados. Tipicamente, envolve
uma ou duas etapas de incubacdo da mistura. A primeira
etapa de 1incubacdo ocorre a aproximadamente 37°C, com
agitacdo (entre 100 - 250 rotagdes por minuto (rpm)),
durante 15 - 90 minutos. Contudo, esta primeira etapa pode
ser eliminada, sendo efetuada apenas a segunda incubacgéo.
Neste caso, as condig¢bes de incubacdo sdo preferencialmente
de cerca de 60 = 180 minutos, a uma temperatura de 60 =

70°C.

O tampdo de lise contém pelo menos um agente tampdo, por
exemplo o Tris-HCl com uma concentracdo gque pode variar
entre 50 e 200 mM; um sal adequado, que pode ser o NaCl com
uma concentracdo entre 500 mM e 2 M; e um agente quelante,
como por exemplo o EDTA ou 4&cido etilenoglicol tetra-
acético (EGTA) com uma concentracdo que pode variar entre
10 e 150 mM. Também pode ser adicionado ao tampdo de lise
um detergente, com uma concentragdo final de cerca de 0,5 -
10% (m/v), sendo o dodecil sulfato de sdbédio (SDS) o
detergente mais frequentemente referido, mas outros como o
lauril sulfato de sédio, brometo de cetiltrimetilamébnio
(CTAB), etc., também podem ser usados. Para além disso, e
fazendo parte de uma revindicagdo da presente invengao, o
fosfato de sédio pode ser ocasionalmente adicionado em
algumas experiéncias, uma vVvez gue permite manter a

integridade do ADN.

Enzimas como a proteinase K e/ou a lisozima podem ser

adicionadas ao tampdo de 1lise para promover a lise
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enzimatica, mas ndo sdo uma condigdo necessdria. Para além
disso, para a purificagdo do ADN, também é adicionado ao
tampdo de lise um agente com capacidade de remocdo de
contaminantes, como as substdncias humicas, sendo o CTAB
(0,5 - 2% (m/v)) o composto mais habitual, uma vez que,
ajuda ndo s6 a desnaturar as membranas celulares, mas
também permite preservar a integridade do ADN de elevado
peso molecular. Uma pessoa com conhecimento na arte sabe
que outros agentes purificantes como
polivinilpolipirrolidona (PVPP), PAC, CaCl,, sulfato de
aluminio, PR-mercaptoetanol, isotiocianato de guanidina ou
fenol (combinados ou isolados), também podem ser utilizados

para este fim.

O tampdo de lise é preparado no volume e concentragao
desejados, adicionando, se necessario, agua destilada. O pH
do tampdao de lise ¢é ajustado a 8,0 para manter a
integridade do ADN. Uma pessoa especialista na arte sabe
que as quantidades exatas destes, ou de outros componentes
que podem ser utilizadas na preparagdo do tampdo de lise,
podem variar, dependendo do tipo de amostra, da quantidade
da amostra a ser tratada, da quantidade de ADN presente na

amostra, etc.

A amostra de composto deve entdo ser submetida a um
processo de homogeneizagdo cuja duragdo pode variar entre 2
a2 10 minutos. Na presente inveng¢do, a amostra foili sujeita a
um curto tempo de rutura, cerca de 5 minutos, e
relativamente suave, utilizando para tal um vortex comum,
em vez de um moinho de bolas. Estas condig¢des operacionais
permitiram a lise celular e a recuperacdo de gquantidades
considerdveis de ADN sem que ocorresse uma fragmentacgdo

excessiva.

Na maioria dos protocolos de extracdo de ADN, apds a rutura

das paredes celulares, o lisado obtido é centrifugado para
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eliminar os sdélidos (particulas indesejadas do solo e

detritos celulares, contaminantes como cloro, odores,

pigmentos, 1ides, metais pesados e acidos humicos). A
centrifugag¢do (entre 3000 - 15000 g), durante 5 a 20
minutos, pode ocorrer a 4°C ou a temperatura ambiente
(cerca de 20 - 25 °C), dependendo do tipo de amostra
ambiental.

-

Apds a centrifugacdo, o sobrenadante gque contém o ADN é
transferido para um recipiente limpo para se proceder a
extragdo e separagdo do ADN dos contaminantes adicionais.
Para esse fim, diferentes misturas, tais como clorofdérmio-
dlcool isocamilico, fenol:clorofdérmio:&dlcool iscamilico,
fenol:cloroférmio, cloroférmio:isopropanol, entre outras,
sdo normalmente wutilizadas para eliminar proteinas e
detritos celulares que possam ainda permanecer em solugdo.
A mistura é novamente centrifugada (entre 6000 - 12000 qg),
de 5 a 30 minutos, e a fase superior que contém o ADN é
transferida para um tubo limpo sendo o ADN posteriormente
precipitado. Para a precipitagdo do ADN podem ser usados
varios reagentes de precipitacéo, tais como:
polietilenoglicol (PEG), PEG/acetato de sdédio, Etanol/NacCl,
isopropanol, PEG/NaCl, ©LiCl, acetato de sbédio, entre
outros. O ADN pode ser deixado a precipitar a temperatura
ambiente (entre 20 - 25°C) de 5 minutos a 2 horas, a 4°C de
20 minutos a 2 horas ou -20°C de 20 minutos a 2 horas.
Neste ultimo caso, os tubos sdo primeiro descongelados em
banho de gelo e sé depois o ADN é recuperado através de
centrifugacdo (entre 6000 - 12000 g), a 4°C, durante 5 a 30
minutos. O pellet que contém o ADN gendmico €& ressuspenso
em 500 ul de tampdo TE (1X - 10 mM Tris, 1 mM Na EDTA, pH
8,0).

Na presente inveng¢do, o sobrenadante que contém o ADN bruto

foi transferido para um tubo limpo, sendo posteriormente
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adicionado 1 volume de clorofédrmio:isopropanol (24:1 v/v),
e a mistura foi suavemente homogeneizada a mdo. De seguida
a mistura foi centrifugada a 10000 g, 4°C, durante 10
minutos. A fase aquosa (fase superior) foi transferida para
um tubo limpo e o ADN foi precipitado com 0,4 volumes de
PEG 30%(m/v) e 1 volume de acetato de sdédio 3M durante 20
minutos a -20°C. O ADN foi recuperado por centrifugacdo a
10000 g, 4°C, durante 10 minutos, e fol posteriormente

ressuspenso em tampdo 1X TE.

A Ultima etapa da invencdo compreende a purificacdo do ADN
bruto. VArios passos podem ser necessarios para eliminar os

contaminantes restantes nesta etapa final da purificagdo do

ADN. Pode ser utilizada wuma segunda purificagdo com
cloroférmio:isopropanol, cloroférmio:alcool isoamilico,
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, fenol:cloroférmio,

entre outros. Contudo, a maioria das técnicas anteriormente
descritas relatam o uso de metodologias caras e complexas,
como colunas de filtragdo, electroforese de gel de campo
pulsado, gradientes de densidade de CsCl, precipitacgdes

extensivas e repetitivas, etc.

A presente invencdo remove a maioria dos contaminantes
durante a etapa de lise, reduzindo ndo sé o tempo gasto na
extragcdo do ADN, mas também, a necessidade de uma posterior
manipulagdo do ADN que pode levar a sua fragmentagcdo ou

perda.

O método da presente invencdo pode ser utilizado para
extrair ADN de uma vasta gama de amostras contendo um teor
relativamente elevado de &cidos humicos (por exemplo humus,
solo arenoso, solo salino, solo de compostagem, etc.). No
entanto, ndo é um pré-requisito necessdrio que as amostras

tenham ou sejam suscetiveis de conter substéncias humicas.

A amostra wutilizada nesta invengdo corresponde a uma

amostra de solo de compostagem recolhida durante a fase
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termé6fila. No processo de compostagem, o0s microrganismos
transformam a matéria orgdnica e geram didéxido de carbono,
calor, agua e humus. Em condig¢des 6étimas, a compostagem
ocorre através de trés fases: a fase inicial, fase mesdfila
ou de temperatura moderada, que dura poucos dias; a fase
termdéfila ou de alta temperatura, que pode demorar poucos
dias ou estender-se até varios meses; e finalmente uma fase
de arrefecimento e maturacdo. Durante a fase terméfila, as
altas temperaturas aceleram a decomposicdo de gorduras,
proteinas e hidratos de carbono complexos como a celulose e

a hemicelulose, as principais moléculas estruturais das

plantas.

Em linhas gerais, as amostras de solo, ou outros materiais
deste tipo, podem ser recolhidas, analisadas imediatamente
utilizando as técnicas conhecidas e adequadas para cada
tipo de amostra ambiental, ou armazenadas no frio, num
frigorifico a 4°C ou no congelador a -20°C, em recipientes
apropriados. As amostras podem opcionalmente também ser
secas ou dessecadas, utilizando equipamento apropriado. As
amostras podem ser guardadas durante dias, semanas, meses
ou anos, dependendo do tipo de opgdo de armazenamento. Em
cada caso, deve ser recolhida uma quantidade suficiente de
amostra para realizar a experiéncia, o que significa que o

minimo é 0,5 g.

Na presente invencdo, foli recolhido aproximadamente 1 kg de
amostra de composto que foi mantido durante varias semanas

(cerca de 20 semanas) a aproximadamente 4°C.

As propriedades fisico-quimicas do composto sdo
apresentadas na tabela 2 e foram avaliadas seguindo as
metodologias comuns descritas no estado da arte. A andlise
elementar foi obtida por combustdo automatica. O teor de
humidade da amostra foi determinado gravimetricamente

utilizando uma estufa a 90°C. Para determinar o pH da
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amostra de composto preparou-se uma mistura de
dgua/composto (4:1 m/m) e o valor de pH foi obtido
utilizando um medidor de pH comum com um elétrodo de vidro
calibrado. Para quantificar os &cidos hUmicos presentes na
amostra de composto, foi utilizado o método de extracdo por
precipitacdo é&cida, um procedimento usual para uma pessoa
com experiéncia na arte. A concentracdo de acidos humicos
fol determinada através da medicdo da absorvancia a 340 nm
utilizando uma curva de calibracgcdo previamente preparada

(0-1000 ng.uldd com acidos humicos comerciais.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas da amostra de

composto utilizada no método de extragdo de ADN.

Carbo
Enxofre | Azoto Acidos
Temperatura | Humidade no Hidrogénio
pH total total | himicos (mg.g”

(°C) (%) total | total (%)

(%) (%) lcomposto)
(%)

62.7 57 6.96 [13.23 4,22 0.41 1.15 10.6 + 0.13

As caracteristicas mais relevantes da atividade inventiwva
agui divulgada serdo, de seguida, detalhadas com vista a
uma compreensdo mais clara. A invengdo ndo se limita a
aplicagcdo ilustrada na Figura 1, pelo contréario, esta
invencgdo é capaz de ser executada de varias outras formas e
a partir de um conjunto de outras amostras ambientais

contaminadas.

Outra reivindicacdo da presente divulgacdo diz respeito ao
desenvolvimento de um kit de extracdao de ADN. Este kit
permitird reduzir o tempo do processo de extracdo do ADN,
uma vez que, as solug¢gdes para cada etapa estardo prontas
para serem utilizadas. Para garantir a estabilidade dos

reagentes por um longo periodo de tempo e assegurar a
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extracdo eficiente de ADN, sera necessario preparar e

armazenar em separado seis solug¢des diferentes.

Os exemplos seguintes descrevem a presente 1nvencgdo de
forma mais pormenorizada. No entanto, deve realgar-se que a

invencdo ndo estd limitada a seguinte descricéo.

Exemplo 1: Primeiro passo - lise celular

Na presente invencdo, a amostra de composto foi submetida a
lise celular por via enzimdtica, quimica e mecénica. A lise
enzimadtica e quimica dos microrganismos presentes nas
amostras de solo envolve a selecdo prévia dos reagentes e
das condig¢des adequadas de lise. Para este fim, misturou-se
aproximadamente 1 g de composto com 5 ml de tampdo de lise,
ajustando-se o pH final para 8,0. Mais especificamente, na
presente invencdo, o tampdo de lise incluiu 100 mM Tris-
HCl, 100 mM Na EDTA, 1,5 M NaCl, 100 mM Na,HPO,, 100 mM
CaCl;.2H,0, 1 mg/ml de Proteinase K, 1 mg/ml de lisozima,
0,2 mg/ml de RNase A, 1% (m/v) de carvao ativado (4 - 8
mesh), sendo o volume posteriormente ajustado para 5 ml com
agua destilada. Foi ainda adicionado ao tampao
aproximadamente 1 g de esferas de vidro (425 - 600 um) e a
mistura foi sujeita a agitacdo mecanica. A homogeneizacdo
foi realizada num vortex de bancada comum, & velocidade
maxima, durante cerca de 5 minutos. Estas condigdes
permitiram uma lise celular eficiente e o isolamento do ADN
metagendmico sem apresentar uma excessiva fragmentacgdo.
Contudo, deve referir-se que o periodo de tempo e a
velocidade de agitacdo podem ser ajustados de forma a
garantir uma rutura eficiente das células e membranas dos
microrganismos presentes na amostra, facilitando assim a

subsequente libertag¢do do ADN para o tampdo de lise.
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O lisado obtido foi posteriormente incubado a uma
temperatura controlada de 37°C, com agitagdo a 150 rpm,
durante aproximadamente 30 minutos. Apds esta primeira
etapa de incubagdo, adicionou-se 1 ml de SDS 20% (m/v) e a
mistura foi novamente incubada por mais 30 minutos num
banho de &gua quente sensivelmente a 65°C. No entanto,
convém salientar que outras estratégias ©possiveis de

incubag¢do podem também ser utilizadas.
Exemplo 2: Segunda etapa - Recuperagdo do ADN

Como resultado da presente 1invengdo, a segunda etapa
descrita na figura 1 corresponde a recuperacdo do ADN. Para
tal, o lisado foi centrifugado a 3200 g, 4°C, durante 10
minutos. Aproximadamente 15 ml do sobrenadante foram
recolhidos e transferidos para um tubo limpo. Depoils disso,
foi adicionado 1 volume de cloroférmio:isopropanol (24:1
v/v) e a mistura foi suavemente homogeneizada a mao. A
mistura foi centrifugada a 10000 g, 4°C, durante 5 minutos.
A fase aquosa (fase superior) foi transferida para um tubo
limpo e o ADN precipitado. Uma reivindicacdo da presente
invencdo refere-se também aos solventes selecionados para a
precipitacdo, que foram neste caso o acetato de sbédio e o©
PEG. Mais precisamente, o ADN foi precipitado utilizando
aproximadamente 1 volume de acetato de sédio 3M (pH 5,2) e
0,4 volumes de 30% (m/v) PEG (peso molecular8000). A
mistura foil invertida suavemente a mdo e os tubos foram
colocados a precipitar durante cerca de 20 minutos numa
arca congeladora tradicional a -20°C. Os tubos foram
depois, lentamente, descongelados em gelo e o ADN
precipitado a 12000 g, 4°C, durante 10 minutos. O ADN bruto
foi finalmente ressuspendido em 500 ul de tampdo Tris-EDTA
(TE) (11X - 10 mM Tris, 1 mM Na EDTA, pH 8,0). Uma pessoa
com conhecimentos na arte reconhece a importancia de

ressuspender o ADN num tampdo com pouco sal (comc o TE ou
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outros como o Tris-HCl), de forma a assegurar a sua
preservagcdo e evitar a desnaturagdo ou degradagdo do ADN

por agdo de DNAses.
Exemplo 3: Terceira etapa - Purificagdo do ADN

A Ultima etapa da atividade inventiva corresponde a
purificagcdo do ADN bruto. Para 1sso, foi adicionado 1
volume de clorofdérmio:isopropanol (24:1  v/v) aoc ADN
ressuspendido em TE, a mistura foi depois homogeneizada
suavemente invertendo o tubo & md&o e posteriormente
centrifugada a 12000 g, 4°C, durante 5 minutos. A fase
aguosa (fase superior) foi transferida para um tubo limpo e
foi adicionado 1 wvolume de isopropanol frio. O tubo foi
invertido suavemente & mdc de forma a homogeneizar a
mistura e o ADN foi deixado a precipitar durante 5 minutos
no gelo. O ADN precipitado foi recuperado por centrifugacéio
a 12000 g, 4°C, durante 10 minutos. O pellet obtido foi
lavado com 1 ml de etanol a 70% (v/v) e ficou depois a
secar ao ar, entre 5 a 15 minutos, a temperatura ambiente.
O ADN metagendémico foi dissolvido em 100 pl de tampdo TE e
foi armazenado a 4°C. Esta invengdo descreve um método que
demora cerca de 4 horas e pode ser realizado recorrendo a
equipamento e reagentes de biologia molecular comuns e
disponiveis no laboratério. A presente invencdo permite
obter ADN, com elevada pureza e elevado peso molecular,
apropriado para a construgcdo de bibliotecas metagendmicas

ou outras abordagens meta-omicas.

Exemplo 4 - Caracterizagdo do ADN isolado a partir de

amostras de composto com elevado teor em acidos humicos.

O ADN isolado de acordo com o método acima descrito foi
analisado e comparado com o ADN obtido utilizando outras

técnicas convencionais.
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O ADN foi quantificado utilizando o Nanodrop One e a sua
pureza avaliada pela razdo entre as leituras de absorvancia
a 260 e 280 nm (Azeoses0). Para gquantificar o ADN foi
estimado o valor médio + desvio padrdo (pg ADN/g composto).
Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 3. Foram
obtidos valores superiores a 10 ug de ADN/g de composto e,
quando comparados com o0s valores obtidos noutros trabalhos
j& publicados, pode verificar-se que estes sdo resultados
muito bons. A razdo espectrofotométrica 260/280 é conhecida
por ser uma medida relativa de pureza de ADN, onde valores
entre 1,8 e 2 sdo considerados indicadores de amostras
altamente puras. Isto significa que a pureza obtida com

este método (1,8 + 0,02) foi muito boa.

Tabela 3 - Rendimento e pureza do ADN metagendmico isolado

a partir da amostra de composto.

ADN total Teor total de
% de remogéao
isolado Acidos
1 Azso/zao 1 de acidos
(rg.g = de humicos(pg.g =~ de
htmicos
composto) composto)
10.5 + 0.22 |1.8 £ 0.02 3.01 £+ 0.01 99.97 £ 0.02

A qualidade do ADN extraido (figura 2) foi avaliada por
electroforese em gel de agarose 0,5% (m/v), em 1 X tampdo
EDTA Tris-acetato (TAE), a 25 V, 4°C, durante 24 horas.
Como marcador molecular foi wusado o A ADN-Mono Cut Mix
(1,503 a 48,502 bp) (NEB). Os resultados revelam bandas
robustas e compactas e o tamanho dos fragmentos de ADN foi
superior a 48 Kb. Foi apenas notada uma ligeira
fragmentagcdo do ADN, o que significa que o método inventivo

ndo provocou a quebra excessiva do ADN.



21

O ADN isolado pode ser utilizado para varios fins, tais
como a segquenciacdo, a amplificacdo por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR); a sequenciacdo por shot gun; varias
andlises de sequenciacdo de alto rendimento em plataformas
de sequenciacdo de nova geragdo, tais como as plataformas
Illumina Hiseqg e Miseq; na construgdo de Dbibliotecas

metagenémicas, etc.
Exemplo 5 - Amplificagdo do ADN

A amplificacdo do ADN extraido foi efetuada por PCR, a
titulo de exemplo, de forma a avaliar a pureza da amostra,
uma vez que, as enzimas de PCR s&o extremamente sensiveis,

ficando inibidas na presenca de contaminantes.

Para amplificar o gene procariota 16S rRNA, foi utilizado o
par de primers universais 1492R (5'-TACCTTGTTACGACTT-3') e
27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'). Os produtos amplificados
foram separados por electroforese num gel de agarose a 0,8%
(m/v), usando 80V, durante 45 minutos. O NZYDNA Ladder III
(Nzytech, tamanho de gama 200 - 10000 bp) foi wutilizado
como marcador molecular. Na figura 3 é possivel observar a

amplificagdo do gene 16S rRNA, um fragmento com 1500 bp.
Exemplo 6 - Construgdo de uma biblioteca metagendmica

As abordagens meta-démicas proporcionam aos cientistas a
oportunidade de aceder a informacdo sobre o ecossistema do
solo, contudo, atualmente a tecnologia usada na extracdo de
ADN representa um fator limitante neste tipo de analise. A
presente invengdo resulta numa metodologia gue permite
obter ADN com elevada pureza e elevado peso molecular, bem
como, elevados rendimentos, e, por conseguinte, tem
vantagens substanciais quando comparado com outros métodos

de extracdo de ADN existentes.

Para avaliar se o ADN extraido seria adequado para futuras

aplicag¢bdbes em abordagens metagendmicas, foi construida uma
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biblioteca metagendémica wutilizando o kit CopyControl™
fosmid library (Epicentre Biotechnology). A Dbiblioteca
metagendémica foi construida com  sucesso obtendo-se
aproximadamente 6,5 x 10-3 unidades formadoras de coldnias
(ufcml™'. Os resultados evidenciaram que o ADN extraido tem
as condig¢des necessdrias de pureza e tamanho para realizar

andlises metagendmicas.

A presente invencdo permitiu diminuir consideravelmente o
tempo de extracdo, através da eliminacdo de etapas
adicionais de purificacdo, o que resultou também em maiores
rendimentos e ADN com elevada pureza e peso molecular. Esta
metodologia descreve e ilustra certas reivindicacgdes
preferenciais, mas uma pessoa com conhecimento na arte pode
fazer wvarias alteragdes ou modificacbées ao método sem,

contudo, afastar-se do espirito do conceito inventivo.



REIVINDICAGOES

1. Método de extracéo e purificacgéao de acido
desoxirribonucleico (ADN) metagendémico caracterizado por
compreender:

i. uma lise celular de amostras de solo com microrganismos
que codificam para enzimas que decompdem a biomassa
lignoceluldésica, combinando técnicas de lise mecénica,
quimica e enzimatica, e utilizando um tampdo de lise
otimizado;

ii. um método de extracgdo de ADN utilizando carv&o ativado
em pbd e/ou floculacdo <com CaCl, para remogado de
contaminantes, tais como &cidos humicos, com posterior
recuperacdo de ADN por precipitacdo; e

iii. purificacdo do ADN bruto.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a amostra
é selecionada a partir do grupo: htUmus, solo arenoso, solo

salino, solo de composto.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

por a quantidade de amostra variar de 100 mg até 100 g.

4, Método de acordo com a reivindicagcdo 1, em gque o0s
compostos utilizados na lise quimica sdo selecionados a
partir do grupo: 50 - 200mM de Tris-HCl, 100 - 150mM de sal
dissdédico de acido etilenodiamino tetra-acético (NaEDTA) ou
dcido etilenoglicol tetra-acético (EGTA), 0,5 - 2M de NacCl,
100 - 150mM de Fosfato de Sédio, 100 - 150mm de CaCl,, 0,5
- 10% de dodecil sulfato de sdédio (SDS) ou lauril sulfato
de sdédio ou brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), e 0,5 -

4% de carvao ativado em pd (PAC).



5. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que os
compostos utilizados na lise enzimdtica sdo selecionados a
partir do grupo: 1 - 10 mg/ml de lisozima, 1 - 20 mg/ml de
proteinase K e 0,2 - 50 mg/ml de RNase A.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a lise
mecanica compreende o uso de esferas, em que as esferas sao
selecionadas de esferas de: vidro, metal, cerdmica e/ou

pedra.

7. Método de acordo com a reivindicagao 6, em que a
quantidade de esferas de vidro é de um lg com um didmetro

que varia de 100 a 700 um, de preferéncia entre 425 - 600

um.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que as lises
enzimdtica e quimica incluem uma primeira fase de incubacéo
a uma temperatura aproximada de 37°C com agitacdo entre 100

- 250 rotagdes por minuto (rpm) durante 15 - 90 minutos.

9. Método de acordo com a reivindicacgdo 1, em que as lises
enzimdtica e quimica incluem uma segunda etapa de incubacdo
durante um periodo de cerca de 60 - 180 minutos a uma

temperatura de 60 - 70°C.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em gue o agente
de remogdo de contaminantes é selecionado do grupo: CTAB,
PVPP, sulfato de aluminio, B-mercaptoetanol, isotiocianato

de guanidina, fenol, PAC ou CaCl,, ou suas misturas.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o pH do

tampdo de lise é 8,0.



12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
amostra de composto é submetida a uma lise mecdnica suave

durante 2 a 10 minutos, utilizando um vortex comum.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o lisado
obtido é centrifugado entre 3000 - 15000 g, durante 5 a 20

minutos, a 4°C ou a temperatura ambiente entre 20 e 25°C.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
extracdo do ADN utiliza diferentes misturas tais como
cloroférmio:isopropanol, cloroférmio:alcool isoamilico,
fenol:clorofdérmio:adlcool isoamilico, fenol:cloroférmio,

entre outros.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o ADN
bruto ¢é precipitado utilizando reagentes precipitantes
selecionados do grupo: polietilenoglicol (PEG), PEG/acetato
de sédio, Etanol/NaCl, Isopropanol, PEG/NaCl, LiCl, Acetato
de sbédio entre outros, e de seguida, ¢é recuperado por

centrifugacdo entre 6000 - 12000 g durante 5 a 30 minutos.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a fase
aquosa €é precipitada com acetato de sédio e PEG e mantida

num congelador tradicional a -20°C durante 20 minutos.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em gque a
amostra é descongelada em gelo por centrifugacédo entre 6000
- 12000 g, durante 5 - 30 minutos para obter o ADN
precipitado, e posteriormente o ADN precipitado é
ressuspendido em 500 ul de tampdo Tris-EDTA (TE), preparado
a partir de 10 mM Tris e 1 mM Na EDTA, com um pH de 8,0.

18. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o ADN

bruto é misturado com 1 volume de clorofdérmio:isopropanol



numa proporcdo 24:1 (v/v), a mistura é suavemente misturada
a mdo e depois centrifugada entre 6000 - 12000 g durante 5

- 30 minutos na etapa de purificacéo.

19. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o0
solvente de precipitacdo utilizado ¢é aproximadamente 1
volume de isopropanol frio e a mistura ¢é homogeneizada

suavemente a méao.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o ADN
precipitado é recuperado por centrifugagdo entre 6000 -
12000 g, durante 5 - 30 minutos, lavado posteriormente com

etanol a 70% (v/v) e ressuspendido em tampdo 1X TE.

21. Kit de extracdo de ADN caracterizado por compreender
seis solucgdes diferentes resultantes de misturas
previamente preparadas para obter uma extracdo eficiente de

ADN, tal como definido em gualquer reivindicacd&o de 1 a 20.
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