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RESUMO

Possuindo a maior versatilidade metabdlica entre os seres vivos, 0s procariontes sdo
capazes de realizar fungbes de extrema importancia para o meio ambiente onde
vivem e sdo pecas fundamentais nos ciclos bioquimicos. No ambiente de
manguezal, procariontes possuem a funcéo de contribuir na formacao dos solos e da
vegetacdo, sendo também um dos principais decompositores da matéria organica.
Apesar da vasta importancia a grande maioria dos procariontes ainda sao
desconhecidos, assim como, a funcdo que desempenham nesse ecossistema. Este
trabalho teve como objetivo isolar bactérias do mangue de Guaratuba no litoral do
Parana, com capacidade de fixacdo de nitrogénio e producdo de celulases. Em um
primeiro esforco amostral, realizado no sitio sambaqui Cabaraquara, Guaratuba —
PR, foram selecionados procariotos capazes de se desenvolver em meio de cultura
sem a presenca de nitrogénio fixado. Esta etapa teve a finalidade de identificar
organismos capazes de realizar fixacao bioldgica de nitrogénio. Dois isolados foram
selecionados e submetidos a analise taxonémica através do sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA. O isolado identificado como A12 apresentou 100% de identidade
com a espécie Streptomyces mirabilis de acordo com o no banco de dados RDP e o
segundo isolado Al19 apresentou 100% de identidade com a espécie Bacillus
nealsonii. Os mesmos foram submetidos ainda a determinacdo da atividade de
nitrogenase pelo método de reducgéo de acetileno em etileno, quanto ao crescimento
em meio de cultura sem NH+,. Os isolados ndo apresentam reacdo de reducédo de
acetileno em etileno. Uma segunda coleta foi realizada em ambiente de mangue nas
proximidades do sambaqui do rio Boguacu em Guaratuba-PR, onde bactérias
heterotréficas foram isoladas e um total de 312 colbnias foram submetidas a
clusterizacdo de dados de espectrometria de massa de célula intacta. Todos os
espectros foram analisados com o sistema de maldi-biotyper e apresentaram
semelhancas com bactérias dos géneros Bacillus, Brevibacillus, Lysinibacillus,
Paenibacillus e Vibrio. Foram selecionados 9 isolados, distantes filogeneticamente
na clusterizacdo dos espectros, para analises taxonémicas através do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. De acordo com banco de dados RDP os
isolados apresentam semelhancas com bactérias dos géneros Bacillus e
Lysinibacillus e Vibrio. Foram selecionados 9 isolados para avaliar a capacidade de
degradacgéo de celulose, 4 isolados demostraram desempenho quanto a producao
de enzimas com atividade celulositica tendo como unica fonte de carbono
Carboximetil Celulose.

Palavras-Chaves: Biodiversidade. Isolamento Bacteriano. Ecossistema Manguezal.



ABSTRACT

Possessing the greatest metabolic versatility among living organisms, prokaryotes
are capable of performing functions of extreme importance to the environment in
which they live and are key components in biogeochemical cycles. In the mangrove
environment prokaryotes contribute to the formation of soils and vegetation and
participate in the decomposition of organic matter. Despite their importance, most
prokaryotes are still unknown. This work aimed to isolate new strains of bacteria from
the Guaratuba mangrove on the Parana Coast. In a first sampling effort carried out at
the Sambaqui Cabaraquara Site, Guaratuba - PR prokaryotes capable to develop in
culture medium without the presence of fixed nitrogen were selected. The goal was
to identify organisms capable of performing biological fixation of nitrogen. Two
isolates were selected and submitted to taxonomic analysis through partial
sequencing of the 16S rRNA gene. The isolate identified as A12 showed 100%
identity with the species Streptomyces mirabilis according to analyzes in the NCBI
database and the second isolate A19 showed 100% identity with the species Bacillus
nealsonii. They were also assayed for nitrogenase activity by the acetylene reduction
method in semi-solid medium without nitrogen. Despite growing well in the absence
of fixed nitrogen both isolates showed no nitrogenase activity. A second sampling
effort was carried out in a mangrove environment near the Boguacu River Sambaqui
in Guaratuba-PR, where heterotrophic bacteria were isolated and a total of 312
colonies were submitted to clustering of intact cell mass spectrometry data. All
spectra were analysed with the MALDI-Biotyper system and few isolates showed
similarities with Bacillus, Brevibacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus and Vibrio
genera. With the analysis of mass spectrometry, 9 phylogenetically distant isolates
were selected and submitted to taxonomic analysis through partial sequencing of the
16S rRNA gene. According to the NCBI database, the data indicate that the isolates
were similar to Bacillus and Lysinibacillus. 9 isolates were tested for the ability to
degrade cellulose and 4 isolates were positive.

Key-words: Biodiversity. Bacterial isolation. Mangrove Ecosystem.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos séo seres que estdo presentes em todos os lugares,
ligado de forma direta com o solo, 4gua, ar, plantas e animais. O solo proporciona
condicOes ideais para a proliferacdo de microrganismos, devido a grande quantidade

de matéria organica (SILVEIRA, 2004). Os microrganismos desempenham
diversas funcles, entre elas a remocgédo de toxinas, participacdo nos ciclos do
carbono, nitrogénio e enxofre (SILVEIRA, 2004). Microrganismos também se
destacam quanto ao grande potencial biotecnologico, sendo utilizados na producédo
de antibidticos e enzimas entre outros.

De acordo com Ribeiro (2010), regides costeiras podem apresentar um
grande depoésito de uma biodiversidade ainda desconhecida. O ambiente de
manguezal por sua vez apresenta condi¢cdes ideais para o desenvolvimento de
microrganismos, possibilitando que haja ali microrganismos ainda nao descritos.
Entretanto, apesar das é&reas de manguezais serem de grande importancia
ecolégica, o manguezal é considerado um ecossistema vulneravel devido &
crescente destruicdo. O manguezal, de acordo com o Cdédigo Florestal lei
n°12.651/2012, se estende ao longo da costa brasileira, entre os Estados do Amapa
e de Santa Catarina. Os manguezais possuem um papel primordial na manutencao
da biodiversidade marinha (CORREIA et al., 2014), e abriga um grupo rico e
diversificado de microrganismos (DAS et al., 2006).

Bactérias presentes no ambiente de manguezal podem desempenhar
inUmeras atividades, dentre elas a fixacdo biolégica de nitrogénio (DAS et al., 2006).
O nitrogénio esté presente em praticamente 80% do ar, estando de forma quimica
indisponivel para ser assimilado por plantas e animais. Porém, bactérias
diazotréficas podem fazem com que o nitrogénio seja assimilavel, através da fixacao
bioldgica de nitrogénio (HUNGRIA, 2007).

Considerando aspectos importantes ja descritos, 0 presente trabalho tem por
objetivo isolar bactérias do mangue de Guaratuba no litoral do Parana e avaliar a
capacidade de fixagdo de nitrogénio e producdo de celulases. Uma vez que o
ambiente de manguezal é um ambiente pouco estudado, assim como a sua
biodiversidade microbiana e a fungdo que esses microrganismos desempenham
nesse ambiente. Através de dois esforcos amostrais coletados a partir do solo de

manguezais, as amostras foram cultivadas em placas de petri com a ajuda de meios
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de cultura diferenciados. Os isolados cultivados foram submetidos a espectrometria
de massa, e identificados através do programa MALDI-Biotyper e sequenciamento
de DNA do gene 16S rRNA, afim de determinar a classificagdo taxondémica
molecular dos isolados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICRORGANISMOS

Os microrganismos estéo ligados de forma direta com o solo, assim como o
agua, ar, plantas e animais. O solo € um dos principais reservatorios de carbono do
planeta e um dos mais importantes habitats para os microrganismos. Manter a
diversidade de microrganismo garante uma boa qualidade de solo, segundo Val-
Moraes et al (2008, p.8), “tdo importantes quanto as caracteristicas fisico-quimicas
do solo sdo os seus componentes biolégicos, ou seja, a diversidade genotipica e a
atividade metabdlica dos microrganismos edaficos”.

Habitualmente, o solo proporciona boas condigcbes para proliferagcdo de
microrganismos, fazendo como que a quantidade de microrganismos no solo seja
muito farta, uma vez comparado com os ambientes de agua doce ou salgada. Um
dos motivos vem a ser a grande quantidade de matéria organica encontradas no
solo, em relagéo a outros ecossistemas (SILVEIRA, 2004). Entre as muitas fungdes
gue desempenham os microrganismos esta a remoc¢ao de toxinas, participacdo nos
ciclos do carbono e nitrogénio (SILVEIRA, 2004). De acordo com Goi et al (2006),
microrganismos apresentam grande potencial biotecnoldégico, tais como,
bioinoculantes para produgédo agroflorestal, controle biol6gico, biorremediacéao,
producdo de farmacos tais como antibidticos, enzimas, corantes entre outras
substancias quimicas. No entanto, a magnitude da biodiversidade microbiana ainda
nao € conhecida e consequentemente o potencial a ser explorado, conclui o autor.

Segundo GRAYSTON & JONES (1996 apud ZILLI et al, 2003), a presenca de
raizes e matéria organica em decomposicao, influéncia na atividade metabdlica do
solo. O mesmo autor observa na rizosfera, “uma intensa atividade microbiana, em
razao da presenca de exsudatos e secregOes radiculares que representam as
maiores fontes de carbono prontamente disponiveis para os microrganismos”.
(GRAYSTON & JONES 1996 apud ZILLI et al, 2003, p.400). Zilli et al (2003),
considera extremamente importante a busca de métodos de avaliagdo da
diversidade de microrganismos no solo, como uma forma também de determinagéo

da qualidade do solo.
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2.1.1Procariontes

Os procariontes sao divididos em dois grupos: Bactéria e Archeae. Bactéria
normalmente aparecem isoladas ou em forma de coldnias ou biofilmes, as células
variam entre 0,2 — 5 ym de tamanho, sdo unicelulares e apresentam variagdes
qguanto a forma podendo ser esférica, bastonete e espirilo. As Archeae ndo deixam
de apresentar semelhancas com as Eubactérias, porém apresentam diferencas
importantes em relacdo a sua composicdo quimica e habitat podendo ser
encontradas em ambientes de alta concentracdo salinas, acidez e temperatura, uma
vez que a presenca de nutriente no ambiente é o principal fator que limita o
crescimento bacteriano (VIEIRA et al., 2012).

Podendo ser considerado outros fatores limitantes como Temperatura, pH e
Oxigénio. De acordo com Vieira et al (2012), algumas bactérias crescem entre
temperaturas baixas, intermediarias e altas, considerando que a temperatura mais
favoravel, os microrganismos crescem mais rapidamente. Em relacdo ao pH o
mesmo descreve as bactérias como aciddfilas (pH 01 a 5,4), neutrofilicas (pH 5,5 a
8,5) e alcalodfilas (pH 8,5 a 11,5), onde o pH 6timo é bem definido para cada espécie
e o crescimento das bactérias ndo ocorrem abaixo ou acima do pH ideal. O oxigénio
também aparece como um fator limitante, algumas bactérias necessitam de O, para
0 crescimento sendo elas conhecidas como aeroObias estritas, outras anaerobias
estritas que crescem gue auséncia de O,, microaerofilicas (precisam de O2, mas em
pressao inferior a atmosférica) e anaerdbias facultativas ou aerotolerantes (crescem
na presenca ou auséncia de 02).

Estudar a morfologia das bactérias, assim como a observacao interna das
estruturas celulares permite conhecer um pouco o funcionamento da bactéria no
ambiente. Estudos j& realizados descrevem a importancia das bactérias nos

processos biotecnoldgicos quando utilizados na industria, agricultura e na medicina.

2.2 MANGUEZAL

De acordo com o artigo 3° do Cadigo florestal lei n°12.651/2012, o manguezal

é considerado:
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Xl - manguezal: ecossistema litordneo que ocorre em terrenos baixos,
sujeitos a acao das marés, formado por vasas lodosas recentes ou arenosas,
as quais se associa, predominantemente, a vegetacdo natural conhecida
como mangue, com influéncia fluviomarinha, tipica de solos limosos de
regides estuarinas e com dispersdo descontinua ao longo da costa brasileira,

entre os Estados do Amapa e de Santa Catarina.

Manguezal é ecossistema costeiro tropical, que esta entre a terra e o mar,
podendo ser encontrados em terrenos baixos na foz dos rios e estuéarios, tendo
grande influéncia das marés, as quais sao responsaveis pela entrada de agua
salinas nos manguezais, ocasionando as variacdes de salinidade (CORREIA et al.,
2005). Entre as funcdes que as marés desempenham no ambiente de manguezal
estdo o transporte de sedimentos para dentro dos manguezais, “renovagao das
aguas superficiais e intersticiais, cuja importancia esta na oxigenacgdao, transporte de
nutrientes e propagulos, além da dispersédo das larvas de peixes e dos organismos
bentdnicos, principalmente das espécies sésseis” (CORREIA et al., 2005, p.26).
Além das marés que influenciam os manguezais, a quantidade de agua doce que o
manguezal recebe é considerada por Albuquerque et al (2015), fundamental para o
desenvolvimento e manutencao deste ambiente.

Estando entre a transicdo dos ambientes terrestres e marinhos, 0 manguezal
possui uma composicdo de substratos dita por Correia et al (2005, p.25) com
predominancia de “vasa e lama, formados por depdsitos recentes, ricos em silte e
argila, podendo apresentar diferentes concentragdes de areia”. O substrato das
areas de manguezais € composto por uma variacdo de sedimentos que possuem
diferentes origens, tanto marinhos quanto dos fluxos dos rios e estuérios.
Sedimentos que também s&do formados por folhas, ganhos e material vegetal e
animal em diferentes etapas de decomposi¢do, acarretando baixo teor de oxigénio
no interior do solo (CORREIA et al., 2005). Sedimentos ou detritos que sao
formados pelo mesmo conjunto de matérias naturais como folha e ganhos, passam
pelo processo de decomposicao realizada por microrganismos, 0s quais compdem a
base da cadeia alimentar. Microrganismos sendo eles protozoarios, bactérias e
fungos, ajudam no processo de alimentacdo de crustaceos e peixes mais jovens
(ATLAS, 2018).
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Os manguezais apresentam uma biodiversidade funcional Unica e possuem
uma flora e fauna Unica do ecossistema, uma vez que, esse ecossistema pode ser
encontrado pelo mundo inteiro, tanto em regiées que apresentam climas tropicais
como subtropicais. Os manguezais apresentam diferentes caracteristicas entre
salinidade e formacéo de florestas que variam segundo a latitude, meio fisico,
hidrografia e atmosfera, que resulta em uma grande variedade botanica e zooldgica,
entre outras caracteristicas (CASTRO, 2011). Entre as vegeta¢des mais encontradas
no ambiente de manguezal estdo o mangue vermelho (Rhizophorae mangle), o
mangue preto (Avicennia shaueriana) e 0 mangue branco (Laguncularia racemosa).
(CASTRO, 2011). Areas de manguezais sdo diferenciadas facilmente por ser
composta por uma vegetacdo que cresce em ambiente de 4gua salgada ou salobra,
além de suas raizes possuirem grande sustentacdo no solo ajudando na reduc¢éo do
fluxo das aguas, garantindo grande estabilidade e protecdo contra erosao (ATLAS,
2018). O desenvolvimento dos manguezais esta ligado de forma direta com as
diferencas de temperatura e pluviosidade. Sendo necessario médias anuais acima
de 20°C e minimas superiores a 15°C, no qual a amplitude térmica fica entorno de
5°C. J& a precipitacdo pluvial deve ser acima de 1.500 mm/ano e sem prolongados
periodos de seca (CORREIA et al., 2005).

O ecossistema manguezal apresenta condi¢cdes ideais para alimentacao,
protecdo e reproducdo de muitas espécies de animais, servindo como bercario
natural e abrigo para diversas espécies de peixes, crustaceos, aves, entre outros.
(ALBUQUERQUE et al., 2015). Segundo Correia et al (2005), algumas espécies de
dulcicolas necessitam das areas de manguezal para se reproduzirem durante o seu
ciclo biolégico e desenvolverem diferentes fases larvais das suas respectivas proles.
Albuquerque et al (2015, p.138), destaca que “a fauna do manguezal pode ser
distribuida de uma maneira geral pelos diferentes compartimentos existentes neste
ecossistema, didaticamente separados em: agua, solo e vegetacdo”. Sendo de
grande importancia para o equilibrio ecoldgico, rico em proteinas para diversos
componentes da fauna estuarina e marinha (BARCELLOS et al., 2005).

Estando entres 0s principais ecossistemas costeiros tropicais, pela sua
grande atuacdo na transformagdo da matéria orgéanica, tendo por resultado a
ciclagem dos nutrientes. Os manguezais ocorrem em todo o mundo, onde ocupam
grandes areas. De acordo com o material produzido pelo Instituto Chico Mendes de

Conservacdo da Biodiversidade - Atlas dos Manguezais do Brasil (2018), a
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diversidade de ambientes de manguezais ocorre desde 04°20’N (Oiapoque, AP) até
28°30’S (Laguna, SC). Deixando apenas Rio Grande do Sul com nenhum registro de
presenca atual de cobertura vegetal tipica de manguezal (ATLAS, 2018).

O manguezal esta presente junto com a sociedade desde a pré-histéria, em
razdo da abundancia de recursos alimentares que fornece. No entanto Albuquerque
et al (2015), ressalta quando ao uso desse ecossistema de forma indevida, cuja
protecdo legal do mesmo apresenta-se como imprescindivel. Tendo como problema
mais frequente a construcdo de moradias nas margens dos manguezais,
ocasionando o desmatamento de grandes areas de manguezal. O desmatamento é
visto como uma das mais antigas alteracdes nas areas de manguezais no Brasil,
praticado desde o século XVI, gerando impactos que alteram diretamente tanto a
flora e a fauna como a comunidade em um todo (ALBUQUERQUE et al., 2015).

2.2.1 Diversidade de procarionte no solo de manguezais

Os microrganismos s&o considerados 0s organismos mais abundantes e
diversos da terra (RIBEIRO, 2010). No entanto, a diversidade de procariontes no
ecossistema manguezal, ainda é pouco estudada. Segundo Ribeiro (2010), regides
costeiras que normalmente recebem influéncia de alguns processos naturais, podem
representar grandes depdésitos de uma biodiversidade ainda desconhecida, podendo
servir para estudos quanto a mudancgas antropogénicas e funcionamento do
ecossistema. O autor destaca 0s ambientes de manguezais como areas
excepcionais para esses estudos e um ambiente ecoldgico singular para uma
grande diversidade de comunidades bacterianas.

Dentre os trabalhos sobre a diversidade de procariontes em manguezais
encontrados no Brasil, Ribeiro (2010), ao estudar a diversidade procariética em
sedimentos de dois manguezais, com distintos niveis de poluicdo, no complexo de
Paranagua — PR, observou a partir do sequenciamento do gene 16S rRNA altos
indices de confiabilidade com determinados filos de bactérias, sendo eles:
Cyanobacteria, Bacillariophyta, Proteobacteria, Bacteroidetes e Acidobacteria. E
observou ainda organismos das classes Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria
e Alphaproteobacteria. Na mesma linha de pesquisa Rocha (2008), com a finalidade
de contribuir para o conhecimento da diversidade bacteriana no solo de Manguezais
da Barra Grande, Icapui, entre outras finalidades, descreve o isolamento de

bactérias capazes de degradar petroleo e derivados. De acordo com o
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sequenciamento do gene 16S, tais isolados mostraram 99% de similaridade com
Acinetobacter sp. , ja Castro (2011), ao estudar comunidades bacteriana endofiticas
associadas aos manguezais de Cananéia e Bertioga — SP, identificou o género
Bacillus com maior nimero de isolados cultivhAveis com capacidade de crescimento
em meio NFb, e o género Pantoea com maior niumero de isolados fixadores de
nitrogénio. Além da identificacdo desses géneros, em seu trabalho Castro (2011),
identificou sete diferentes géneros de bactérias quanto a capacidade de producéo de
Acido Indol Acético, sendo eles: géneros Pantoea, Pseudomonas, Enterobacter,
Exiguobacterium, Sphingosinicella, Erwinia, Stenotrophomonas. Destacando a

espécie Exiguobacterium sibiricum como maior producao de AlA.

2.3 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

Servindo como elemento essencial na nutricdo vegetal, o nitrogénio faz parte
de uma série de compostos chaves na fisiologia das plantas, como clorofila, acidos
nucléicos, aminoacidos e proteinas. O elemento é abundante na natureza sendo o
principal constituinte da atmosfera somando 80% do ar, mas esta de forma quimica
indisponivel para ser assimilado por plantas e animais. Porém, bactérias conhecidas
como diazotréficas, tem a capacidade de transformar (fixar) o nitrogénio atmosférico
em formas assimilaveis, como a amoénia (NH;) (HUNGRIA, 2007). Segundo Burris
(1991 apud HUERGO, 2006), “as chamadas bactérias diazotroficas sdo os unicos
organismos que podem converter o denitrogénio atmosférico a aménio, o qual pode
ser utilizado na sintese de biomoléculas que contenham nitrogénio”. A Figura 1
mostra a reacdo da enzima nitrogenase responsavel pela fixacdo bioldgica de
nitrogénio. Esta enzima catalisa a reducdo de denitrogénio gasoso (N,) a amoénio.
(EADY, 1986; POSTGATE, 1982 apud HUERGO, 2006).

FIGURA 1 - NITROGENASE

Nitrogenase

N2 + 10H*+ 8e™ + 16 Mg.ATP 2NH4" + H, + 16 Mg.ADP + 16Pi
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Segundo Moreira et al (2010), microrganismos conhecidos como diazotroficos
podem ser de vida livre, que estabelecem associacdes com espécies vegetais ou,
podem estabelecer simbiose com leguminosas. A simbiose pode ser facilmente
identificada pela estrutura especializada para o processo bioldgico, chamada de
nodulo que sdo formados nas raizes das leguminosas.

Os diazotrofos possuem grande importancia quanto ao fornecimento de

nitrogénio a diversos ecossistemass. A realizacdo da fixa¢do bioldgica de nitrogénio
auxilia o crescimento radicular das plantas, sendo as bactérias diazotréficas
consideradas rizobactérias promotoras do crescimento vegetal. (MOREIRA et al.,
2010). Alguns exemplos de diazotroficos podem ser aerébios como Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azospirillum e Burkholderia, anaerdbios obrigatérios (Clostridium)
ou anaerobios facultativos (Klebsiella spp). (HUNGRIA, 2007).
Sdo encontrados entre 0s microrganismos diazotréficos arquebactérias,
cianobactérias, bactérias gram-positivas e gram-negativas, que juntas formam uma
grande diversidade morfologica, fisioldgica, genética e filogenética. (MOREIRA et al.,
2010). Segundo Hungria (2007), 50% de todo o nitrogénio que entra na terra é
atribuido a fixacdo biolégica de nitrogénio. No qual contribui para uma agricultura
moderna, que tem por objetivo alcancar o maximo de produtividade, com a melhor
relacdo custo/beneficio e impacto ambiental minimo.

No ambiente de manguezal Castro (2011), descreve o isolamento de
bactérias capazes de fixar nitrogénio. Em seu trabalho, a espécie de Bacillus
pumilus apresentou grande capacidade quanto a fixacdo de N,, demostrando dessa
forma a importancia da mesma. Castro (2011), identifica em seu trabalho bactérias
diazotroficas endofiticas associadas a plantas de manguezais que ainda ndo havia
sido relatada em outros trabalhos, considerando a primeira observacdo neste

sentido.

2.4 CELULOSE

De acordo com Lima et al (2015, p. 1), “a celulose, (C¢H100s5) € 0 polimero
natural mais abundante da terra obtido a partir de fontes renovaveis” e a madeira é a
fonte natural de celulose mais explorada comercialmente “devido sua grande

disponibilidade que atende as demandas da industria do papel’. Segundo Sacco
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(2013), o grande volume de residuos celuldsico gerados por diferentes fontes, dentre
elas industrias, gera um desequilibrio no ecossistema por ser de dificil degradacéo.
Como alternativas 0s microrganismos podem ser utilizados na degradagdo de
celulose, uma vez que a celulose pode ser degradada através de enzimas celulase,
0S quais bactérias dentre outros organismos conseguem produzir. (SACCO, 2013).
Dentre os produtores de celulose, encontrasse as algas marinhas, musgos,
animais marinhos e algumas espécies de bactérias, como por exemplo, bactérias do
género espécie Gluconacetobacter, sendo conhecida nesse caso como celulose
bacteriana ou também como biocelulose ou celulose microbiana (George et al., 2012
apud LIMA et al., 2015). Estudos comprovam o potencial de outras espécies de
bactérias quanto a degradacdo de celulose, xilana e agar. (DENG & WANG, 2017;
SU et al.,, 2018; JAG et al.,, 2017 e JESUS et al., 2015). No solo da caatinga,
Giovedy (2011), isolou 73 linhagens de bactérias, das quais 34% apresentaram halo
de degradacdo de celulose. E em solos de manguezais, S& (2008), identificou a
espécies Bacillus subtilis com maior performasse em relacdo a producdo de
endocelulose. O mesmo autor descreve a atividade celulolitica do ambiente de
manguezal de grande importancia, devido a alta produtividade em funcdo da
ciclagem dos nutrientes promovido pela decomposicdo das folhas, fazendo com que
as folhas e as madeiras das arvores sejam 0s principais componentes degradados

por microrganismos celuloliticos neste ecossistema.

A producdo de enzimas microbianas e a aplicacdo dessas enzimas em
“bioprocessos industriais representa a alternativa mais viavel do ponto de vista
econdmico e ambiental em relacdo aos processos termo-quimicos utilizados no pré-
tratamento da biomassa lignocelulésica para conversdo em biocombustivel” (LYND
et al., 2008 apud JESUS et al., 2015, p. 270). As bactérias ainda sdo empregadas a
degradacédo e biorremediacdo de compostos do petroleo (WETLER-TONINI et al.,
2010) e analises de acidos graxos (COELHO et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
e Prospeccdo de bactérias cultivAveis com potencial para fixacdo biolégica de
nitrogénio e producéo de celulose, isolados do mangue de Guaratuba no Litoral

do Parané.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Isolar bactérias com potencial para fixacao bioldgica de nitrogénio;
e Determinar a classificacdo taxondmica dos isolados;

e Avaliar o potencial para producéo de celulases dos isolados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

As amostras aqui estudadas foram coletadas em dois pontos amostrais sendo
eles estabelecidos no ecossistema manguezal. A primeira area de coleta foi
realizada no Sitio Sambaqui Cabaraquara, conhecido na regido de Guaratuba por
possuir uma grande area de manguezal, além de realizar o cultivo de ostras e
caranguejos, e desenvolver projetos na area de Educacdo Ambiental. O segundo
ponto de coleta no manguezal, foi estabelecido no entorno do Rio Boguacu, onde
foram coletados amostras do solo de manguezal, juntamente com amostras de
manguezal misturados com conchas trituradas, sendo essas conchas presentes em
sitio arqueoldgico Sambaqui, ambos pontos de coleta localizados no litoral do
Parand, em Guaratuba-PR. Tendo por coordenada geografica marcado com o
auxilio do GPS Essentials: S- 25,833652 W-48,578575 (1° ponto de coleta) e S-
25,919583 W- 48,627819 (2° ponto de coleta). (Figura 2).

FIGURA 2 — MAPA AMOSTRAL DA AREA DE COLETA, IMAGENS DO GPS
ESSENTIALS, COLETA DAS AMOSTRAS DE SOLO DO MANGUE DA BAIA
DE GUARATUBA - PR.
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As amostras do solo de manguezal correspondente ao primeiro ponto
amostral, foram coletadas com o auxilio de dois tubos falcon de 50ml. Sendo levado
para o laboratério em temperatura ambiente e processadas em menos de 1 hora
apos a coleta. Foram estabelecidos para o primeiro ponto de coleta apenas um
ponto amostral.

Ja as amostras de solo de manguezal correspondente ao segundo ponto de
coleta, foram realizados seis pontos amostrais nomeados como sendo: Mangue 1,
Mangue 2, Mangue 3, Sambaqui 1, Sambaqui 2 e Sambaqui 3. Em cada um dos 6
pontos nomeados, foram feitas sucessivamente trés subamostras que foram unidas,
podendo ser observado com o auxilio da Figura 3. As amostras foram levadas para
o laboratorio em sacos plasticos, e armazenadas por ndo mais que 3 horas em

temperatura ambiente até o procedimento seguinte.

FIGURA 3 — SEGUNDO PONTO DE COLETA

Ponto amostral identificado como Sambaqui 1, tendo respectivamente trés areas
subamostrais de coleta.
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4.2 HOMOGENEIZACAO DAS AMOSTRAS

4.2.1. Diluicdo seriada

No laboratério, uma quantidade de 1g da amostra foi colocado em um tubo de
ensaio de 15 ml com 9 ml de solucdo salina (NaCl a 0,9%) devidamente
autoclavada. Essa amostra foi agitada no periodo de 10 minutos para obter a
homogeneizagdo da amostra. Deixada em repouso por mais 10 minutos ao termino
da agitacdo. Amostra essa considerada como sendo a diluicdo 1071. Tendo por
objetivo obter concentragbes menores da amostra coletada, em um eppendorf de
1,5ml foram colocados 150ul do sobrenadante da diluicio 10t e passado
sucessivamente para outros 4 eppendorf contendo 1350 ul de solucéo salina (NaCl a
0,9%) sendo essas diluicdes 1072, 1073, 10 e 107>.

Para o cultivo bacteriano, foram utilizados 100l das diluicbes 1072, 1073, 10™* e

107°, descartando apenas a primeira diluicdo 1071,

4.3 CONDICOES DE CULTIVO

4.3.1 Meios de Cultura

Para o cultivo dos microrganismos foram utilizadas placas de petri contendo
25ml de meio de cultura e 100ul correspondente a cada uma das diluicbes seriadas
(1072, 1073, 10* e 107%). Os meios de cultura utilizados foram LB, M9 (sem NH+,;) com
0 objetivo de cultivar microrganismos capazes de fixar nitrogénio, NFb Lactato e
Tryptona Soya. (meio de cultura comercial — fabricante HIMEDIA). Os seguintes

meios de cultura foram preparados da seguinte forma:

Meio de cultura LB: Extrato de levedura 5,0 g/L, Cloreto de sddio 10,0 g/L e
Tryptona 10,0 g/L. Completado com agua destilada, tendo por volume final 1,0 L.
Apos o preparo, o meio foi devidamente autoclavada. O meio sélido foi obtido com a
adicdo de agar na concentracdo de 15 g/L ao meio liquido e foi denominado LA.
(HUERGO, 2006).

Meio de cultura M9: foram preparadas algumas solucbes individuais

devidamente autoclavados e misturas no momento do uso:;
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» Para o preparo dos sais para M9 (5x) foram adicionados Fosfato de Sodio
Dibasico 64 g/L, Fosfato monossodico 15 g/L e NaCl 2,5 g/L, completado
com agua destilada, tendo por volume final 1,0 L. O pH final entre 7,0.

+ Para o preparo do Sulfato de magnésio (1mol/L) foram adicionados 9,8 ¢
de MgSO,, completado com agua destilada, tendo por volume final de 40
ml.

» Para o preparo do Cloreto de calcio (1 mol/L) foram adicionados 1,1 g de
CacCl,, completado com agua destilada, tendo por volume final 10 ml.

« Para o preparo da Glucose foram utilizados 20 g de glucose, completado
com agua destilada, tendo por volume final 200 ml.

+ Para o preparo da solucéo de cloreto de sédio, foram adicionados 5,8 g de

NaCl, completado com agua destilada, tendo por volume final 200 ml.

Para o preparo do meio de cultura M9, foram utilizados: Agar bacteriol6gico
39, Sais para M9 (5x) 40 ml, Sulfato de magnésio 0,4 ml, Cloreto de calcio 10ul,

Glucose 4 ml, completado com agua destilada, tendo por volume final 150 ml.

Meio de cultura NFb Lactato: A composicdo e o preparo do meio NFb
Lactato foram realizados da seguinte forma grama/litro:

Composicao gramasl/litro
KH,PO, 4,0
K,HPO, 6,0
MgSO,. 7H,0O 2,0.1071
NacCl 1,0.10™
CaCl, 2,0.1072
Acido nitrilo triacético 5,6. 1072
FeS0,.7H,0 2,0.1072
Lactato de sodio 5,0
Biotina 1,0.10™
Na,Mo00,.2H,0 2,0.1073
MnSO,.H,0O 2,35.1078
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H3;BO3 2,8.1073
CuSO.,. 5H,0 8,0.107°
ZnS0,.7H,0 2,4.1074

N&o foi adicionado nenhuma fonte de nitrogénio, com o objetivo de cultivar
bactérias capazes de fixar nitrogénio. A solucdo de fosfato foi autoclavada
separadamente e adicionadas fria ao meio no momento de uso. O meio NFb Lactato
sélido foi obtido adicionando-se agar bacteriolégico na concentracdo de 15 g/L ao
meio liquido, dez por cento da mistura de fosfato foi adicionada ao meio soélido antes
da autoclavacgéo para evitar hidrolise do agar devido a possiveis variacées no pH. O
pH ideal 6,8 a 7,0. (HUERGO, 2006).

Meio de cultura Tryptona Soya: foram adicionados 51g do meio de cultura
comercial Tryptona Soya para 1000ml de 4gua destilada e ap6s o preparo o meio foi
devidamente autoclavada. Conforme descrito pelo fabricante o meio de cultura

poOssui a seguinte composigao:

Composicéo gramas/litros

Caseina enzimatica hidrolisada 17,00
Digestao papaica de farinha de soja 3,00
Cloreto de sédio 5,00
Fosfato hidrogénio dipotassico 2,50
Dextrose 2,50, Extrato de levedura 6,00
Agar 15,00

O pH final (a 25°C): 7,3 £ 0,2.

4.3.2 Tempo e temperatura

As placas foram incubadas na BOD a 30°C entre 24 a 72 horas até o

aparecimento de colonias.
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4.4 — 1° ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS COLONIAS

4.4.1 Espectrometria de Massa

Colbnias isoladas foram coletadas com um palito de madeira e aplicadas em
pocos de uma placa de MALDI, em seguida, a solucdo de matrix HCCA foi aplicada
sobre a amostra e deixada seca a temperatura ambiente. Espectros de massa foram
adquiridos em modo linear positivo utilizando um equipamento Autoflex!l da Bruker
Daltonics. O equipamento foi pré-calibrado com uma mistura de proteinas
purificadas. A aquisicdo dos espectros foi automatizada bem com o processamento
dos dados para gerar as listas de massas de cada isolado. Os espectros de massas
foram submetidos a clusterizacdo a fim de determinar a similaridade e relacao
filogenética entre os isolados. A clusterizacdo foi realizada utilizando o programa
Especlust dentro de um pacote de analise ainda em fase de desenvolvimento por
alunos do curso de pdés-graduacdo em bioinformética denominado MS analyzer. As
arvores geradas foram analisadas e tratadas utilizando o software FIGTREE versao
1.4.3. Em um processo mais adiante as arvores foram utilizadas para selecionar
alguns isolados mais distantes filogeneticamente, onde foram submetidos a
classificacdo taxonémica através da amplificacdo e sequenciamento do gene 16S
rRNA.

A aquisicdo dos dados de espectrometria de massas foi realizada pelo Prof.
Luciano F. Huergo. Os espectros de massas obtidos também foram analisados
através do programa de identificacdo de microrganismos baseados em

espectrometria de massa de célula intacta (Biotyper — Bruker Daltonics).
4.5 — 2° ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS COLONIAS
4.5.1 Reacéo da Cadeia de Polimerase — PCR
Para realizar a reacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi
utilizado: 25 pl do mix que séo os conjuntos de primers 27F: 5- AGR GTT YGA TYM

TGG CTC AG-3’ e 1492R: 5’- RGYTACCTTGTTACGACT 3’ ou S-D-Bact-0341-b-S-
17: 5'- CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ e S-DBact-0785-a-A-21: 5'-
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GACTACHVGGGTATCTAATCC- 3’, junto com 0,5 pyl da enzima Tagq DNA
Polimerase e 1 ul de massa da célula diluida correspondente de cada amostra. O
DNA de cada uma das amostras foi obtido coletando uma pequena massa da
colénia do isolado, ap6s foram colocados junto a um eppendorf com 50 pl de agua
autoclavada, centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm, a fim de obter apenas o
sobrenadante da amostra. Processo esse determinado como ferve.

Na reacdo de PCR foram feitos o controle negativo com agua e foram usadas
as seguintes condi¢des de tempo e temperatura: uma vez 95°C por 5 minutos, foram
realizados 30 ciclos no termociclador 95°C 30 segundos, 51°C por 30 segundos,
72°C por 2 minutos e por ultimo 72°C por 10 minutos.

A visualizagcdo do DNA foi realizada por meio de eletroforese em gel de
agarose 0,8%, conforme descrito por SAMBROOK et al (1989), com modificagdes.
Logo apos houve o tratamento com brometo de etidio, e visualizado em

transluminador de luz ultravioleta.

4.5.2 Purificagdo do DNA

As amostras foram submetidas a purificacdo de produto de PCR, por meio do
Kit — PureLink PCR Purification Kit. Foram realizadas algumas modificacfes assim
descritas: foram colocados 80uL de B2 junto a reacdo de PCR e centrifugado por 1
minuto a 12.000 rpm e descartados. Ap0s o descarte do material, foram adicionados
no mesmo eppendorf 650uL de Wash Buffer, centrifugado por 1 minuto e
descartado. O mesmo eppedorf foi centrifugado pela segunda vez por 2 minutos até
estar totalmente seco. Tendo por Ultima etapa a troca dos eppedorf, foram
adicionados 25uL de tampéo E1 e deixado por 1 minuto em temperatura ambiente,

passado um minuto foram centrifugados por 2 minutos e armazenadas.

4.5.3 Amplificacdo, Sequenciamento e analise do gene 16S rRNA

O PCR foi realizado utilizando os iniciadores do gene 16S rRNA universais
27F e 1492R podendo amplificar 1500 pares de base e S-D-Bact-0341-b-S-17 e S-
D-Bact-0785-a-A-21 que amplificam 500 pares de base. As sequencias dos primers
sao descritas da Tabela 1. A amplificacdo de DNA foi realizada utilizando o sistema
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (KOCHER e WILSON, 1991). Para a
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maioria das reacdes de amplificacdo foram utilizados: 1pl de bigdye, 2ul save Money
5%, 1l do primer e 6ul do DNA do isolado ja purificado por meio do kit. Tendo um
volume final de reacgdo de 10pl.

As amostras de DNA foram submetidas uma vez 95°C por 5 minutos, foram
realizados 30 ciclos no termociclador 95°C 30 segundos, 51°C por 30 segundos,
72°C por 2 minutos e por ultimo 72°C por 10 minutos. Apds o termino dos ciclos, as
amostras foram submetidas aos pés sequenciamento com as seguintes etapas: em
cada eppedorf foram adicionados 30ul de 4gua e 60ul de isopropanol, as amostras
foram centrifugadas por 20 minutos a 12.000 rpm e descartadas. Apés foram
adicionados 400ul de etanol 80% e centrifugado novamente por 20 minutos a 12.000
rom. Houve o descarte e os eppedorfs foram deixados para secar na estufa a
temperatura de 30°C até estarem totalmente secos. As amostras foram levadas para

o laboratério da UFPR em Curitiba onde foram analisadas e geradas as sequencias.

TABELA 1 - PRIMERS UTILIZADO PARA AMPLIFICACAO DO GENE 16S
RRNA DAS AMOSTRAS.

PRIMER SEQUENCIA
27F 5-AGR GTT YGA TYM TGG CTC AG-3’
1492R 5-RGY TAC CTT GTT ACG ACT 3’
S-D-Bact-0341-b-S-17 5- CCTACGGGNGGCWGCAG-3’
S-D-Bact-0785-a-A-21 5- GACTACHVGGGTATCTAATCC- 3

4.5.4 Analises computacionais de sequéncia de DNA

4.5.4.1 Comparagédo das sequéncias com banco de dados

Apbs a reacao de sequenciamento todas as sequéncias foram analisadas no
programa Bio-Edit versdo 7.2.6.0 e editadas manualmente a fim de separar apenas
as regides de boa qualidade. As sequencias foram editadas através das funcdes
mode edit, apds editadas foram gerados o contig de cada uma das amostras

seguenciadas com determinados primers. O contig possibilita juntar sequencias do
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mesmo isolado que foram sequenciadas com diferentes primers, primers esses que
amplificam quantidade diferentes de pares de base. Por meio do banco de dados
RDP, cada uma das sequencias editadas foram submetidas a fungcdo BLAST, onde
foram comparadas com os dados depositados no banco de dados que j& foram
encontrados por meio de outros trabalhos. Através da ferramenta BLAST é possivel
identificar a similaridade com géneros e espécies, juntamente com a porcentagem

de identidade que corresponde a identificacao.

4.6 ATIVIDADE NITROGENASE

A atividade de nitrogenase foi realizada pelo método de reducéo do acetileno
a etileno (DILWORTH,1966; SCHOLLHORN e BURRIS, 1967 apud HUERGO,
2006). Isolados do género Streptomyces e Bacillus, os quais apresentaram
crescimento em meio de cultura sem a adicdo de NH+, foram submetidas ao teste
quanto a atividade de nitrogenase em meio semi-solido.

A atividade de nitrogenase em meio semi-sélido foi realizada em frascos de
vidro 12mL contendo 4mL de meio M9 (sem NH+,) na proporc¢éo de 19,5mL do meio
na forma liquido e 5,5mL do meio da forma solida. Como in6culo foi utilizado 10uL a
200uL da bactéria cultivada por meio de agitagcdo com barra magnética em meio de
cultura LB no periodo de 48 - 72horas a 30°C. Apds 12 — 24horas de crescimento a
30°C, os frascos foram vedados com rolhas de borracha e entdo injetado acetileno
gasoso (10% do volume da fase gasosa do frasco), a cultura foi incubada nas
mesmas condi¢cdes por 19 horas. Apos esse periodo foi coletada uma amostra de
0,5mL da fase gasosa para analise do etileno formado por cromatografia. Foi
utilizado um cromatégrafo gasoso equipado com uma coluna de Porapak N e
detector de ionizacdo de chama. A temperatura da coluna foi mantida em 120°C e
do detector em 200°C. O géas de arraste foi o nitrogénio. Para o calculo do etileno
formado foi utilizado um padrdo de etileno fornecido pela White Martins S.A. A
atividade da nitrogenase foi expressa como nmol de etileno total formado por minuto

por miligrama de proteina total na cultura. (HUERGO, 2006).
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4.7 ATIVIDADE CELULOLITICA

4.7.1 Meio de cultura

Os meios de cultura utilizados para verificar a produgdo de enzimas
celuloliticas pelos isolados continham carboximetil celulose, Celulose Cristalina ou
Xilana. Como meio base foi utilizado o meio minimo M9 e aménio 40mM como fonte
de nitrogénio. Como Unica fonte de carbono, foi adicionado Carboximetil celulose na
concentragéo de 10,0g/L, Celulose Cristalina na concentragéo de 10g/L ou Xilana na
concentracdo de 10g/L. O controle positivo de crescimento neste meio foi realizado
utilizando Glucose 10g/L como fonte de carbono.

Para confirmacdo da producdo de enzimas celuloliticas as placas de cultivo
foram coradas com vermelho congo diluido em agua destilada na concentracéo de
1% (0,3g para 300ml). Foi adicionado 15mL do corante vermelho congo, onde
permaneceu em repouso por 20 minutos. O excesso do corante foi retirado e
adicionado 15mL de NaCl (1mol/L) a placa, deixando em repouso por 30 minutos. O
excesso de NaCl foi removido e os halos de degradacdo de carboximetil celulose e

xilana foram determinados pela inspecao visual das placas.
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5 RESULTADO

Os resultados foram divididos em duas partes, sendo resultado 1°
correspondente ao primeiro ponto de coleta e resultado 2° correspondente ao
segundo ponto de coleta.

5.1 -1° COLETA DAS AMOSTRAS DE MANGUE

Para o presente estudo foram determinados dois pontos de coleta. O primeiro
ponto de coleta foi realizado no Sitio Sambaqui - Cabaraquara, localizado em
Guaratuba, PR. As amostras foram coletadas manualmente e trazidas ao laboratério

da UFPR em dois tubos falcon.

5.1.2 Provaveis bactérias fixadoras de nitrogénio.

Com o objetivo de obter o crescimento de bactérias capazes de fixar
nitrogénio, as diluicbes seriadas de 1072 a 10~ foram cultivadas no meio de cultura
NFB Lactato sem NH+,, possibilitando que haja o crescimento da bactéria a partir da
fixacdo de nitrogénio. Apos 24 — 144horas de incubacdo na temperatura de 30°C,
houve a identificagdo de 40 colonias. Foram selecionadas cada uma das col6nias e
identificadas de Al a A40 (figura 4), as quais foram cultivadas no meio de cultura M9

sem NH,, em forma de quadrantes individuais como é possivel observar na figura 5.

FIGURA 4 — BACTERIAS DIAZOTROFICAS

Foram identificadas um total de 40 col6nias nomeadas com as inicias A1 a A40 que apresentaram
crescimento em meio NFB lactato sem nitrogénio.
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FIGURA 5 - BACTERIAS ISOLADAS EM QUADRANTES.

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura M9 sem fonte de nitrogénio.

ApoOs o cultivo das 40 colbénias, houve a selecdo de apenas 20 colbnias que
apresentaram bom desempenho no meio de cultura M9 sem nitrogénio. Cada um
dos 20 isolados foram cultivados novamente apenas dois isolados, denominados

Al2 e A19, apresentaram bom crescimento (Figura 6).

FIGURA 6 — ISOLADOS A12 E A19

E possivel perceber pequenas colénias concentrada ao redor de toda a placa. O crescimento foi
obtido entre 12 — 24 horas a 30°C em meio M9 sem fonte de nitrogénio.
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Os resultados obtidos na figura 6 sugerem que os isolados Al2 e A19 séo
capazes de formar colénias em meio sem nenhuma fonte de nitrogénio o que sugere
que estes isolados poderiam ser diazotréficos capazes de utilizar nitrogénio

atmosférico.

5.1.3 PCR dos isolados A12 e A19.

A fim de se determinar a qual grupo taxonémico pertencem estes isolados o
gene 16S rRNA foi analisado. Para isto foi realizada uma reagédo de PCR usando
DNA molde dos isolados Al2 e Al19 e os primers 27F (5-
AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’- RGYTACCTTGTTACGACT 3’) ou
S-D-Bact0341-b-S-17 (5'- CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) e S-D-Bact-0785-a-A-21
(5’- GACTACHVGGGTATCTAATCC- 3’). O esperado era a amplificacdo do DNA dos
isolados que correspondesse a quantidade de pares de bases de cada mix de
primers. O resultado obtido foi uma banda de aproximadamente 1500 pb com o
conjunto de primer 27F/1492R e uma banda de 500pb como conjunto de primer S-D-
Bact0341-b-S-17/ S-D-Bact-0785-a-A-2. E possivel notar na Figura 7, a reacgéo de

PCR amplificou o tamanho esperado.

FIGURA 7 — ELETROSFORESE DE DNA DOS ISOLADOS A12 E A19

I I
Marcador - pb 4 5 6 7 8
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Eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose horizontal conforme descrito por SAMBROOK et al
(1989), com modificagdes. O DNA foi visualizado, apds tratamento com brometo de etideo (0,5 pg/mL),
em transluminador de luz ultravioleta. A primeira linha corresponde ao marcador que indica os pares de
base de DNA. As colunas 4 e 5 corresponde ao isolado A12 onde é possivel observar a amplificacao de
500pb. Nas colunas 6 e 7 corresponde ao isolado A19 onde é possivel observar a amplificacdo de
500pb. A coluna 8 corresponde ao isolado A12 onde é possivel observar a amplificacao de 1500pb.

5.1.4 Sequenciamento, analise e identificacdo das sequéncias de 16S
rRNA
Os isolados A12 e A19 tiveram os produtos de PCR purificados através do Kit
— Purelink PCR Purification. Com o objetivo de obter a classificagdo taxonémica e
identificacdo dos isolados, esses foram sequenciados a partir do gene 16S rRNA,
com os primers 27F (5- AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3) e 1492R (5'-
RGYTACCTTGTTACGACT 3) e S-D-Bact0341-b-S-17 (5-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3) e S-D-Bact-0785-a-A-21 (5-
GACTACHVGGGTATCTAATCC- 3).
As sequéncias geradas foram analisadas no programa Bio-Edit onde foram
editadas e analisadas por meio do banco de dados NCBI. Os isolados apresentaram
similaridade com as espécies Streptomyces mirabilis e Bacillus como € apresentado

na tabela 2. (Os pares de base podem ser encontrados no Apéndice 1).

TABELA 2 — RESULTADO DA IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS A12 E A19
POR MEIO DO SEQUENCIAMENTO GENE 16S RRNA

Codigo do | Pares de base Similaridade Identidade Banco de
isolado sequenciado . . (%) dados
Género Especie
A12 350 pb Streptomyces Streptomyces mirabilis 100% RDP
A19 442 pb Bacillus Bacillus nealsonii 100% RDP

O resultado da identificacdo de similaridade foi obtido através das sequencias

de DNA alinhadas utilizando o programa BLAST ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ )

como mostrado na figura 8 e figura 9.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

FIGURA 8 — ISOLADO A12 STREPTOMYCES MIRABILIS

Streptomyces mirabilis strain MadaFrogSkinBac.DB-.2906 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MF526752.1 Length: 752 Number of Matches: 1

Range 1: 395 to 744 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
647 bits(350) 0.0 350/350(100%) 0/350(0%) Plus/Plus

Query 1 GAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 60

CLCLEELCLELELELELEL L CEELEE LR LELELELELELELELELT I

Sbjct 395 GAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 454

Query 61 AATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTC 120
. lIIIII|llIlII!III|lII||II|||IIII[IIIIIIIlIllIIIIIIl[III||III
Sbjct 455 TTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTC 514
Query 121 CGGGTGTGAAAGACCGGGGCTTAACCCCGGTTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAG 180
. lI]I||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 515 GGGTGTGAAAGACCGEGGCTTAACCCCGETTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAG 574
Query 181 TAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG 240
; lllIII|IIIIIIIIII|lII|IIIIII||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 575 TAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG 634

Query 241 AACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG 300

_ LECLLELCLLLELELELELELEEEL DL L L L EE L TLE L
Sbjct 635 AACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGE 694
Query 301 TCCACGCCGTARACGGTGGGA 350

lIlIIIIlIIIlIlIIIIlIIIIIIIIIIII|III|||IIl|ll|I|III

Sbjct 695 CCACGCCGTAAACGGTGGGA 744

FIGURA 9 — ISOLADO A19 BACILLUS NEALSONII

Bacillus nealsonii strain ARP2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MH517579.1 Length: 1427 Number of Matches: 1

Range 1: 96 to 537 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
817 bits(442) 0.0 442/442(100%) 0/442(0%) Plus/Plus
Query 1 TACTCATAGTAGAAAAGC TEALAAGACGGTTTACGCTGTCACTTA B0

. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Skjct 96 TACTCATAGTAGAAAAGC TEALAAGACGGTTTACGCTGTCACTTA 155

Query 61 CAGATGGEGCCCGCGGCGCATTAGCTAGT TGGTGAGETAACGGCTCACCAAGECGACGATE 128

Sbjct 156 CAGATGEGCCCECGECOCATTAGCTAGTTGATOAGGTAACGECTCACCAAGGCGACGATE 215

Query 121 COTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTOGRACTOAGACACGOCCCAGACTCCTA  18a

Sbjct 216 COTAGCCGACCTGAGAGGATGATCGGCCACACTGOERACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA 275

Query 181 CGOGOCAGGCAGCAGTAGOGAATCTTCCOCAATOGOACGAAARTCTOACGEAGCAACGLCGCG 248

sbjct 276 COGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGOACGARAGTCTOACGGAGCAACGLCGCG 335

Query 241 TTCRGATCATAAAACTCTETTATTAGGEAAGAACAAGTACGAGAG 368
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct 336 TARAACTCTGTTGTTAG 395
Query 381 GTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGOCAGCAG 368
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct 396 CCAGAAAGCCACGGLTAACTACGTGCCAGCAG 455

Query 361 CCGCGGETAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGOAATTATTGGGCATAAAGCGCGCGCAG 42@

sSbjct 456 COOETAATACGTAGGTGGCAAGTGTTATCCGRAATTA GTAAAGCGCG 515

Query 421 GCGGTCCTTTAAGTCTGATGTG 442

Sbjct 516 GTCCTTTAAGTCTGATG 537
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5.1.5 Atividade de nitrogenase com os isolados A12 e A19.

Com o objetivo de analisar a atividade de nitrogenase nos isolados A12 e A19
identificados pelo crescimento em meio de cultura sem a adi¢cdo de NH, como sendo
realmente bactérias diazotréficas, a atividade da enzima nitrogenase foi determinada
pelo método de reducéo de acetileno a etileno. Foram utilizados 9 frascos de vidro,
com a quantidade de 10 — 200 ml como in6culo, sendo todos os frascos identificados
com a descricdo do isolado Al12 e Al19 assim como a quantidade do inéculo
adicionada a cada frasco (Figura 10). Com o in6culo adicionado ao meio de cultura
semi-solido, era esperado a formacéo de uma pelicula abaixo da superficie do meio.
Apés 12 — 24horas de crescimento foi possivel observar a formacao das peliculas
em cada um dos frascos, possibilidade a provavel identificacdo de bactérias capazes

de fixar nitrogénio, corroborando os resultados obtidos para o cultivo em placa.

FIGURA 10 — CRESCIMENTO DO ISOLADO A19 NO MEIO SEMI-SOLIDO

Q\’\Q\ T (\)

E possivel observar a formagao da pelicula na parte superior do meio semi-solido (mostrado com
o auxilio de um circulo). Sucessivamente houve a formacéo da pelicula em cada um dos frascos
de vidro cultivados.

Apos o crescimento em meio semi-solido foi injetado o acetileno gasoso, era
esperado que os isolados Al12 e A19 convertessem o acetileno em etileno. A fase

gasosa foi analisada por cromatografia gasosa mas apenas 0 acetileno foi
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observado sem pico significativo de etileno, sugerindo a auséncia da atividade da
enzima nitrogenase. Com o cultivo em meio semi-sélido foi possivel identificar a
formacao de pelicula, levando a considerar a possivel fixacdo de nitrogénio.

Duas hipéteses podem explicar a auséncia de atividade da nitrogenase. Uma
delas € que no momento em que o acetileno foi injetado a nitrogenase néo estivesse
ativa, desta forma seria necessaria a realizacdo de um experimento tipo curva de
tempo a fim de determinar o melhor momento para avaliacdo da atividade da
enzima. Alternativamente, estes isolados podem né&o ser fixadores de nitrogénio e
apresentarem capacidade de crescer em meio sem nitrogénio devido a uma
habilidade excepcional de extrair quantidades minimas de nitrogénio fixado do meio
ou mesmo do ar atmosférico. De fato, ha relatos na literatura de isolados de
Streptomyces que foram inicialmente caracterizados como diazotroficos devido a
capacidade de crescer na auséncia de nitrogénio fixado, porém, analises posteriores
incluindo sequenciamento gendmico, indicam que nao se tratam de fixadores de

nitrogénio

5.2 - 2° COLETA DAS AMOSTRAS DE SOLO DO MANGUE
As amostras de mangue foram coletadas no Rio Boguacu nas proximidades
do sitio arqueoldgico Sambaqui, localizado em Guaratuba, PR, o segundo ponto de
coleta. Foram divididos o segundo ponto de coleta em seis areas amostrais sendo 3
areas estabelecidas no solo de manguezal e 3 areas estabelecidas nas

proximidades de sedimentos de Sambaqui (conchas).

5.2.1 Isolamento de bactérias
O isolamento de bactérias partiu de diluicdes seriadas 102 a 10™ sendo
cultivados em apenas dois meios de cultura LA e Tryptona Soya. No periodo de 24 —
120horas a 30°C. Foi possivel identificar ap0s esse periodo o cultivo de 312 isolados
nas diluicdes 1072 e 1073. Foram identificados um baixo numero de isolados na

diluicdo 10 e foram descartadas.
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5.2.2 Isolados submetidos a Espectrometria de Massa

Todos os 312 isolados de bactérias a partir das amostras nomeadas como
mangue e sambaqui foram submetidas a analise de célula completa de MALDI-TOF
MS e os espectros obtidos foram agrupados utilizando o algoritmo Speclust (Alm et
al., 2006), resultando no cladograma mostrado na Figura 11. A aquisicdo e analise
inicial dos espectros foram realizadas pelo Prof. Luciano F. Huergo.

A andlise de espectrometria de massa possibilita identificar isolados que
estejam duplicados na mesma placa ou que sejam muito proximos
taxonomicamente, sendo um processo bem rapido, o objetivo de realizar a analise
foi identificar os isolados muito préximos para remover a redundancia em analises

posteriores.
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FIGURA 11 - DENDOGRAMA GERADO COM DADOS DE
ESPECTROMETRIA DE MASSAS MALDI-TOF MS DE CELULA INTACTA
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Cladograma de 259 bactérias isolados a partir do mangue/sambaqui com base em espectros de
massa MALDI-TOF MS. O cladograma foi construido utilizando o método average linkage a partir de
distancias calculadas usando semelhanca correlacdo métrica no software SPECLUST,; incerteza de
medicédo foi definida como 5.0 Da.
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5.2.3 Identificacdo dos isolados através do sistema de MALDI-Biotyper.

Os espectros foram analisados através do sistema de MALDI-Biotyper que
possibilita a identificacdo de identidade de microrganismos em nivel de espécie
comparando com banco de dados. Foi possivel identificar 15 isolados cultivados do
solo de manguezais, 0s quais apresentaram semelhancas com cinco géneros de
bactérias e quatro diferentes espécies de bactéria (Tabela 3). A baixa taxa de
identificacdo era esperada, uma vez que a base de dados Biotyper € principalmente

para espécies bacterianas clinicamente relevantes.

TABELA 3 - RESULTADO DE MALDI-BIOTYPER. OS ISOLADOS COM
SCORE ENTRE 1,8 E 2 IDENTIFICA GENERO E ACIMA DE 2 ESPECIE.

Codigo do Isolado | Score Biotyper Género Espécie
A12 1,988 Vibrio ?
A20 2,007 Paenibacillus Paenibacillus barcinonensis
B7 1,779 Lysinibacillus Lysinibacillus fusiformis
B11 2,163 Vibrio Vibrio parahaemolyticus
B17 2,007 Vibrio Vibrio parahaemolyticus
c10 1,974 Vibrio ?
C11 2,032 Bacillus Bacillus cerais
C14 1,985 Vibrio ?
D5 1,731 Vibrio ?
D8 1,967 Bacillus ?
D15 2,048 Bacillus Bacillus vietnamensis
E11 1,995 Paenibacillus ?
E16 1,750 Vibrio ?
F15 1,797 Brevibacillus ?
G16 1,851 Vibrio ?

5.2.4 Amplificacéo do gene 16S rRNA dos isolados cultivaveis.
Com os dados gerados ainda através da espectrometria de massa houve a
selecdo de 60 isolados. Os isolados foram cultivados novamente através de meios
de cultura, entre 7 - 14 dias para obter o cultivo de todos os isolados. Entres os dias

de cultivo observou-se o crescimento de apenas 10% dos isolados selecionados.
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Dos isolados cultivados houve a selecédo de 9 isolados supostamente distintos
filogeneticamente os quais foram submetidos a reacdo de PCR com o mix dos
primers  27F (5~ AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5'-
RGYTACCTTGTTACGACT 3" ou S-D-Bact0341-b-S-17 (5-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3) e S-D-Bact-0785-a-A-21 (5-
GACTACHVGGGTATCTAATCC- 3). O resultado obtido foi uma banda de
aproximadamente 1500 pb para o primeiro conjunto de primers e uma banda do
tamanho de 500pb para o segundo conjunto de primers. Através da figura 12 é

possivel observar a amplificacdo esperada.

FIGURA 12 - ELETROFORESE DE DNA DOS ISOLADOS SELECIONADOS

Colunas 45 6 8 9101112131415 17181920

500pb 1500pb

Isolados 56 7 89 101112567 8 91011

Eletroforese de DNA realizado com 0os mesmos métodos descritos por SAMBROOK et al (1989),
com algumas alteragbes. Nas colunas 1,2,3,4,5,6,7 e 8, a reacdo de PCR amplificaram o
esperado com 500pb, correspondente a ordem dos isolados 5,6,7,8,9,10,11,12. Nas colunas
9,10,11,12,13,14 e 15 a reacdo de PCR amplificou aproximadamente 1500pb, correspondente a
ordem dos isolados 5,6,7,8,9,10 e 11.

5.2.5 Sequenciamento, Andlise e identificacdo das sequéncias de 16S

rRNA com o banco de dados RDP
Os 9 isolados tiveram os produtos de PCR purificados através do Kit —
Purelink PCR Purification. Com o objetivo de obter a classificacdo taxonémica e
identificacdo dos isolados, esses foram sequenciados a partir do gene 16S rRNA,
com os primers 27F (5- AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3), 1492R (5-
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RGYTACCTTGTTACGACT 3", S-D-Bact0341-b-S-17 (5-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3), S-D-Bact-0785-a-A-21 (5-
GACTACHVGGGTATCTAATCC- 3’). As sequéncias geradas foram analisadas no
programa Bio-Edit onde foram editadas e analisadas por meio do banco de dados
NCBI. Os isolados apresentaram similaridade com géneros Baciilus e Lysinibacillus
como € apresentado na tabela 4. Mais de 50% dos isolados apresentaram 100% de

identidade com determinados géneros e espécies.

TABELA 4 - RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE 16S

Codigo do Pares de Similaridade Identidade | Banco de
isolado base. . ., (%) dados
sequenciado Género Espécie
5 1286 pb Bacillus Bacillus xiamenensis 100% RDP
6 1430 pb Bacillus - 100% RDP
7 1208 pb Bacillus Bacillus koreensis 100% RDP
8 480 pb Bacillus Bacillus pumilus 99% RDP
9 381pb Bacillus Bacillus xiamenensis 100% RDP
10 1300 pb Lysinibacillus - 100% RDP
11 356 pb Vibrio - 99% RDP
12 576 pb Bacillus - 100% RDP
13 774 pb Bacillus Bacillus mycoides 100% RDP

Foi possivel identificar a mesma similaridade com a espécie de B.
xiamenensis entre os isolados 5 e 9. Estes dois isolados tiveram suas sequencias de
16S rRNA comparadas entre si 0 que revelou 100% de identidade sugerindo que se
trata do mesmo isolado, FIGURA 13. Todas as sequéncias foram depositadas no
GenBank sob os numeros MH156556, MH156563, MH156646 e MH156647.
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FIGURA 13 — IDENTIDADE DE ESPECIE B. XIAMENENSIS

Sequence ID: Query_48793 Length: 361 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 381 Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
704 bits(381) 0.0 381/381(100%) 0/381(0%) Plus/Plus

Query 227 CGOGAGGCAGCAGTAGGOAATCTTCCOCAATGRACGAAAGTCTGACGEAGCAACGCCGLG 286

Sbjet 1 COG0AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCOCAATORACGASAGTCTOACGRAGCAACOCCGLG £@

Query 287 GETTTTCEOATCATAAAGCTCTGTTAT TAGGGAAGAACAAGTGCAAGAG 348

Sbjct 61 ATCOTAAAGCTCTGTTATTAGOGAAGAACAAGTGL 128
Query 347 TRACTGCTTGCACCATGACGOTACCTAACCAGAAAGCCACGOCTAACTACOTGICAGCAG 406
S
Query 487 AATTATTGOOCATAAAGGGITCGCAG 468
Sojet 151 ||I|I|III|I|II|I|I|||||||I|I|II|I|I||||||Ié‘liétlilTMéétlséTlélﬁllcié "
Query 487 GCOGTTTCTTAAGTCTGATATGAAAGCCCCCGOCTCAACCGOGRAGGETCATTGRARALT 526
ittt
Query 527 GGEAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGLGTAGA 586
B
Query 587 GAGEAACACCAGTAG 687

skjct 361 GOAACACCAGTGE 381

O sistema de MALDI-Biotyper e 0 sequenciamento parcial do gene 16S rRNA,
possibilitou a identificacdo de um total de 22 isolados cultivados. O cladograma
gerado através da espectrometria de massa foi editado por meio do programa Fig
Tree vl1. 4.3, tornando possivel observar a proximidade de similaridade entre os

isolados. (Figura 14).
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FIGURA 14 — PROXIMIDADE ENTRE OS ISOLADOS IDENTIFICADOS POR
MEIO DO MALTI- BIOTYPER E 16S.
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O cladograma foi editado usando as fun¢fes taxa e annotate no programa Fig Tree v1. 4.3. As letras
seguidas por numeros apresentados no cladograma corresponde ao poco de cada um dos isolados.
Os isolados sdo diferenciados pelo ambiente amostral que foram coletados. A cor azul identifica os
isolados coletados no ambiente de manguezal e vermelho os isolados cultivados no ambiente de
manguezal juntamente com conchas de sitio arqueolégico Sambaqui. Foi possivel obter a
identificacdo de isolados por meio do MALTI — Biotyper e sequenciamento 16S rRNA descrito no
cladograma.



48

5.3 ANALISE DE ATIVIDADE CELULOLITICA DOS ISOLADOS 5, 8, 9 E 12.

A producéo de enzimas com atividade celuldsica pelos isolados foi realizada
por um metodo simples de cultivo em meio minimo contendo Carboximetilcelulose,
Celulose ou Xilana como unicas fontes de carbono, seguido de coloracéo da placa
com vermelho congo que permite a visualizacdo de halos de hidrolise destes
polissacarideos. Foram selecionados 9 isolados j& identificados através do
sequenciamento do gene 16S. Os isolados foram cultivos em trés meios de cultura
sendo no meio Carboximetilcelulose, apresentaram possibilidade quanto a atividade
de degradacédo de celulose. Com o0 objetivo de analisar a atividade de cada um dos
isolados, os mesmos foram submetidos ao teste com o corante vermelho congo ja
diluido em 1%. (Figura 15).

FIGURA 15 — RESULTADO DA ATIVIDADE CELULOLITICA

"7 i k

Com o auxilio de um prego esterilizado, os isolados foram plaqueados no devido meio de cultura de
forma triplicata. Figura A- Isolado 5, Figura B- Isolado 8 e 9, Figura C- Isolado 12. E possivel
visualizar os halos nos 4 isolados o0s quais tiveram como Unica fonte de carbono
Carboximetilcelulose. Todos os isolados foram identificados como género Bacillus a partir do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.
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6 DISCUSSAO

6.1 ISOLAMENTO DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO A12 E A19
Utilizando os meios de cultura M9 e NFB Lactado sem fonte de nitrogénio
foram selecionadas provaveis bactérias capazes de realizar fixacdo biologica de
nitrogénio. A fixacdo biologica de nitrogénio é realizada por bactérias diazotroéficas,
que tem a capacidade de transformar (fixar) o nitrogénio atmosférico em formas
assimilaveis, como a amoénia (NHs3) (HUNGRIA, 2007). Bactérias diazotroficas
podem ser encontradas no solo. Estudos ja realizados descrevem o solo como o
principal habitat para os microrganismos, principalmente os procariontes. De acordo
com Das et al (2006), entre as atividades desempenhadas pelos microrganismos no
ambiente de manguezais, estdo a fotossintese e a fixacdo de nitrogénio. Neste
ambiente 0os microorganismos também se destacam pela producdo de antibiéticos e
enzimas hidroliticas capazes de degradar biomassa vegetal em decomposicao.
A partir do sequenciamento parcial do gene que codifica para o 16S, os
isolados apresentaram similaridade com os géneros Streptomyces e Bacillus. O
género Streptomyces se destaca pela grande demanda de estudos, devido ao
impacto econémico obtido por meio dos metabdlicos produzidos, dentre os quais
destacam-se os policetideos e peptideos nado ribossomais (CRUZ, 2011). Séo
bactérias de gram-positivas e aerobias, segundo Rehm (1993 apud CRUZ 2011),
Streptomyces sao encontradas na natureza em solos ricos em detritos organicos e
crescem em microcolénias, possuindo a funcdo de degradar biopolimeros como
lignocelulose, polifendis, quitosanas, queratinas e pectinas. Antibioticos produzidos a
partir do género Streptomyces possuem funcdes variadas entre elas: bactericidas e
agentes antifiingicos. Ja o género Bacillus apresentou 100% de similaridade com a
espécie B. nealsonii. Chauhan et al, (2015) descreve o bom desempenho da
espécie na producdo de enzimas que podem ser aplicadas em industrias
diversificada em celulose, alimentos, entre outros. Segundo Venkateswaran et al
(2003), sé@o espécies gram-positiva que se desenvolve entre os pH 6-10 e podem
produzir enzimas galactosidase, enzima essa com grande desempenho na producgéo
de alimentos com baixo teor de lactose (SANTIAGO et al., 2004).
Os isolados foram submetidos ao teste da atividade de nitrogenase apds
cultivo em meio M9 semi-sélido sem fonte de nitrogénio fixado. Os isolados

apresentaram um o6timo crescimento nos meios de cultura semi-sélido, mas néo
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foram capazes de converter acetileno em etileno o que implica na auséncia de
atividade da enzima nitrogenase nas condi¢cdes do ensaio.

No estudo realizado por MacKellar et al (2016), a espécie de Streptomyces
thermoautotrophicuscepas apresentou a possibilidade de desempenho quanto a
fixacdo bioldgica de nitrogénio, pelo “crescimento minimo em meio isento de
amonio”, no entanto, o autor constata o crescimento altamente eficientes da espécie
e a proximidade com bactérias diazotréficas, mas ndo sdo bactérias fixadoras de
nitrogénio pois n&o apresentam genes que codificam para a enzima de nitrogenase.
Trabalho recente realizado por Dahal et al (2016, p.37), mostra o isolamento de
bactérias Streptomyces que quando submetidas a testes apresentaram capacidade
de fixar nitrogénio, embora o0 mesmo trabalho discuta a possibilidade da nitrogenase
“destes isolados Streptomyces ndo serem tao promiscua como a nitrogenase Nif
classica e ndo reduza o acetileno”.

Espécies de Bacillus isolados a partir de amostras de solo de manguezal
desempenham grande potencial quanto a fixacdo de nitrogénio. Ao estudar o
manguezal de Cananéia — SP, Castro (2011), identificou a capacidade de fixacdo de
nitrogénio em 47% dos isolados avaliados, sendo grande parte dos isolados do
género Bacillus. Outros autores também relatam bons resultados quanto ao
isolamento bacteriano em solo de manguezal e seu grande potencial biotecnolégico
entres outras funcdes (CORREIA et al., 2014; ROCHA, 2008 e RIBEIRO, 2010).

Uma vez que o isolado submetido a atividade de nitrogenase néo
apresentaram indices quanto a fixacdo de nitrogénio, pode-se considerar que a
formacdo da pelicula no meio minimo semi-sélido se deu a tracos de nitrogénio
presente no proprio meio de cultura. Podendo considerar também o momento
inadequado na andlise de nitrogenase onde os isolados ndo estariam realizando a
fixacdo de nitrogénio. Com base em alguns autores Dahal et al (2016), descreve
que a nao identificacdo de fixacdo de nitrogénio pode ser devido a condi¢cdes
experimentais, “pois fatores como concentragdo de oxigénio, agente solidificante e

tempo de incubacéo influenciam o nivel de atividade fixadora de nitrogénio”.

6.2 IDENTIFICACAO POR MEIO DO SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S

O sequenciamento do gene 16S é considerada como uma técnica muito
eficiente para a classificagdo taxondmica de microrganismo de amostras ambientais
(RONDON et al., 1999 apud NETTO, 2007). O estudo realizado teve como um de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MacKellar%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26833023
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seus objetivos, identificar a diversidade de procariontes que se faz presente no
ambiente de manguezal, assim como a funcdo que desempenham no ambiente
escolhido para ser estudado. No ambiente de manguezal, ja se sabe que
procariontes possuem a fungéo de contribuir na formacéo dos solos e da vegetacao,
ja outros procariontes podem ser redutores de sulfato, sendo o0s principais
decompositores da matéria organica, uma vez que processos como a ciclagem dos
nutrientes estdo diretamente relacionadas com a atividade e diversidade das
comunidades microbiana do solo (CURY, 2002).

Entre os géneros de bactérias identificadas através do sequenciamento do
gene 16S, com amostras do solo de manguezal no entorno do rio Boguacu,
Guaratuba — PR. O género Bacillus teve numero de identificacdo, seguido pelo
género Lysinibacillus. O género Bacillus é constituido por bactérias com formacao de
endoésporo com grande resisténcia ao calor (SANHUEZA, 2007), tendo como
principal habitat o solo, onde possuem um papel importante no ciclo do carbono e do
nitrogénio (GARRITY et al., 2007). No trabalho realizado por Castro (2011), com o
objetivo de estudar a comunidade bacteriana endofitica associadas aos manguezais,
0 género Bacillus se destaca como sendo um dos géneros com maior isolados
identificados.

Além da determinacdo do género de cada um dos isolados, foi possivel
identificar a similaridade com 4 espécies de Bacillus e 1 espécie de Lysinibacillus.
Entre as espécies identificacdo, a espécie de Bacillus pumilus faz parte da
diversidade de bactérias endofitica que desempenham funcdes quanto ao
crescimento vegetal das plantas e a defesa da planta contra patégeno. (MELO,
2005). Melo (2005), descreve a atividade de B. pumilus em inibir o crescimento de
fungos patogénicos bioativos. No presente trabalho o isolado que apresentou
similaridade a espécie de B. pumilus demostrou desempenho quanto a producao de
enzimas com atividade celulositica, juntamente com o isolado similar a espécie de B.
xiamenensis.

Com o resultado obtido é possivel sugerir que os procariontes que vivem no
ambiente de manguezal tém grande potencial biotecnoldgico. Estudos ja realizados
demostram a diversidade estrutural e funcional desses procariontes no ecossistema
manguezal. Correia et al (2014), ao isolar bactérias de sedimentos de mangue da
Lagoa de Araga — PE, identificou bactérias capazes de produzir enzima amilase,
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protease, lipase, catalase, fosfolipase e citrato sintase com percentuais entre 59% e
83% respectivamente.

Alguns trabalhos ja realizados descrevem a importancia de realizar estudos
sobre a atividade e diversidade de bactérias em solo de mangue brasileiro, visto que
esses estudos sdo quase inexistentes. Em seu trabalho Cury (2002), tendo como
objetivo estudar as variacdes de atividade e diversidade metabdlica e genética da
comunidade microbiana em solo de mangue contaminado com petréleo, o autor
ressalta a importancia do desenvolvimento desses estudos de forma a ser Uteis para
a avaliacdo do impacto causado por acfes antropicas, contribuindo para a geracao
de indices de qualidade biologica de solos e para o melhor entendimento desse

ecossistema pouco estudado.
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. CONCLUSOES

Foram identificados ao todo 6 géneros e 10 espécies de bactérias em dois

pontos amostrais do solo de manguezal;
O género Bacillus teve o maior nimero de isolados identificados;

Dentre os isolados cultivaveis, 4 isolados apresentaram resultado quanto a
atividade celulolitica.
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APENDICE 1

Pares de base do sequenciamento 16S do isolado A12:
GAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCT
CGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGGTGTGAAAGACCGGGGCTTAACCCCGGTTCT
GCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTG
TAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCT
CTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGA

Pares de base do sequenciamento 16S do isolado A19:
ACCGGATAATCCTTTTCTACTCATGTAGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTGTC
ACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACG
GTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTC
CTTTAAGTCTGATGTG
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ANEXO | - ARTIGO APROVADO PARA PUBLICACAO

Partes dessa monografia foram usadas na publicagdo do artigo Influence of

ancient anthropogenic activities on the mangrove soil microbiome.
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ANEXO Il - INTEGRACAO CULTURAL HUMANISTICA, ICH

1° SEMESTRE DE 2015: 1° ICH - REDACOES DE ARTIGOS CIENTIFICOS.

O ICH teve como objetivos trabalhar e ajudar os alunos com a elaboracéo de artigos
cientificos. Junto com duas alunas do mesmo ICH, trabalhei na construcdo de um
pequeno artigo, o qual tinha como objetivo “Estudar a percepg¢ao dos ribeirinhos em

relagcéo a polui¢cdo no rio Itibere”. ICH ofertado pela professora MARILIA.

Poluicado no Rio Itiberé: estudo sobre a
percepcao dos ribeirinhos na llha dos Valadares.

Andressa dos Santos Elias
Amanda Gabriela Fiqueiredo Ramirez

Pamela Ribeiro

RESUMO

Este artigo teve como objetivo saber qual € a concepcio da populacie ribeirinha sobre
a poluicdo entorno do rio Itiberé. De uma forma simples e direta esclarecer e orientar a
populacio dos danos que a peluicdo tras ao rio, afetando diretamente aos mesmos. A
pesquisa foi realizada com os moradores lecalizados as margens do rio ltiberé, na llha
dos Valadares. Foram entrevistados 20 moradores, sendo eles de sexos opostos
(feminino e masculine) que fossem maiores de 18 anos, aplicando um questionario de
12 perguntas simples, no qual as respostas do questionario foram coletadas pelos
préprios pesquisadores. Depois da realizacio da pesquisa, foram analisadas todas as
respostas individualmente para obter um levantamento de dados e para se chegar ao
devido objetivo. A partir da pesquisa observou-se gue o rio & muito importante para a
populacio, porém a pesca ndo se encaixa em uma dessas importdncias. Constatou-se
que em dias de chuva a populacdo ndo € afetada, e que poluicio € marcada por lixo e
esgoto. Mesmo o sistema portudrio estar relacionado com o rio, definiu-se que nio
acarretam danos ao rio. As conseqiiéncias disso ndo afetam gravemente a populacio,
apenas surgem micoses na pele. Isso ocorre devido o rio ser, segundo os

2° SEMESTRE 2015: 2° ICH - APROVEITAMENTO INTEGRAL DOS ALIMENTOS.

Partindo de préaticas de uma alimentacéo saudavel, o ICH teve como objetivo ensinar
a aproveitar cada parte do alimento como um todo. Ao final do ICH foi elaborado
uma cartilha com todas as receitas e pratos preparados durante as aulas. ICH

ofertado pelo professor DIOMAR.
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3° SEMESTRE 2016: 3° ICH - ENTALHE EM MADEIRA.

O ICH ofertado por alunos do curso de Artes, teve como objetivo ensinar sobre
entalhe em madeira. Durante as aulas eram passadas as técnicas para trabalhar
com a madeira, junto com o processo de pintura e moldura na mesma. O ICH foi
finalizado com a producao de uma placa de identificacdo para o préprio auditorio da
UFPR LITORAL.

5
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4° SEMESTRE 2016: 4° ICH — PERMACULTURA

O presente ICH teve como objetivo mostrar e ensinar as praticas da Permacultura ja
desenvolvidas por alunos da propria UFPR. Foram realizadas visitas as casas dos
alunos, assim como café e plantacfes de algumas mudas de plantas. ICH ofertado
pelo professor ELOY.

5° SEMETRE 2017: 5° ICH - IDENTIFICACAO DE PLANTAS

Junto com alunos do curso de agroecologia e a professora MARINA formada em
biologia, o ICH teve como objetivo apresentar os métodos utilizados para identificar
e diferenciar cada parte presente em uma planta. Foram trabalhadas chaves de

identificacéo, visita ao parque Rio da Onca e a construcao de exsicatas.
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6° SEMESTRE 2017: 6° ICH - PANC: PLANTAS ALIMENTICIAS NAO
CONVENCIONAIS.

Muitas das plantas presentes em nosso dia a dia, aparentemente pensamos que nao
préprias para consumo, no entanto, 0 que poucas pessoas sabem € que muitas
plantas sd3o consideradas PANC - PLANTAS ALIMENTICIAS NAO
CONVENCIONAIS, e além de serem proprias para consumo, trazem bons beneficios
para a saude. O ICH apresentou além do preparo de receitas com as plantas PANC,
ensinou formas de cultivar e identificar essas plantas. ICH ofertado pelos
professores DIOMAR e FERNANDO.
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7° SEMESTRE 2018: 7° ICH - CULTURA CAICARA CAMINHADA COM O Sr.
RIBEIRO.

O presente ICH teve como objetivo mostrar um pouco sobre a cultura caicara dita
por um proéprio caicara Sr. Ribeiro. O ICH foi ofertado na cidade de Paranagua, com
encontros realizados no museu de arqueologia da UFPR e visitas em varios locais

no centro histérico de Paranagud. ICH ofertado pelo professor EDUARDO.
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8° SEMESTRE 2018: 8° ICH — BAGRICH

O ICH realizado no museu de arqueologia da UFPR na cidade de Paranagud, é
voltado para alunos que moram na cidade de Paranagud, assim como também néao
deixa de estar aberto para a comunidade. O ICH possui um carater bastante social,
e tem como um dos seus objetivos atender alguns colégios da llha dos Valadares

através de acdes sociais.
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ANEXO Il - PROJETOS DE APRENDIZAGEM, PA

Durante os quatro anos de graduacao desenvolvi dois projetos de aprendizagem. No
periodo de 2015/2016, juntamente com as aulas de metodologia ao projeto de
aprendizagem — PA, desenvolvi o projeto de aprendizagem relacionado com o uso
de agrotoxicos no municipio de Antonina. Orientada pelo professor Paulinho, foram
desenvolvidos métodos de pesquisa através de mapas e foram realizados estudos
através de revisdes bibliograficas. No final do segundo semestre de 2015, consegui
realizar uma visita a minha area de estudo. Por meio de fotos e entrevistas foi

possivel conhecer um pouco sobre a area determinada para o presente estudo.

|USO DE AGROTOXICOS NA PRODUGAO AGRICOLA, NO MUNICIPIO DE
ANTONINA- PR, TENDO COMO BASE PRODUZIR ALIMENTOS SEM O USO DO
MESMO.

Fotos da primeira visita de campo realizada — 12 de Outubro de 2016.

Andressa dos Santos Elias

agrotoxicos.

N ;W%I }52% Plantagdo de Maracuja — com
L2t Jﬁs a e

Foto tirada sem entrevista, tirada
no caminho da area a ser
estudada.
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Caixa de vagem vendida para
o Ceasa por R$ 12,00 reais.

Entrevistado 02.

Plantacdo de vagem — com
agrotoxico.

Entrevistado 02.

O segundo projeto de aprendizagem e atual TCC, foi desenvolvido no periodo de
2017/2018, na area de microbiologia ambiental. Com o auxilio da bolsa de Iniciacao
Cientifica — CNPQ, o projeto foi desenvolvido no laboratério de pesquisa na UFPR,
com coletas nas areas de manguezal na baia de Guaratuba — PR. O projeto teve

como objetivo isolar novas linhagens de bactérias localizadas no solo de manguezal.

Isolamento de bactérias fixadoras de nitfrogénio no
entorno do sitio Sambaqui — Guaratuba, PR.

Aluna: Andressa dos Santos Elias
Orientador: Prof. Dr. Luciano Fernandes Huergo
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ANEXO IV — VIVENCIAS EM GESTAO AMBIENTAL

Durante o periodo do curso de Gestdo Ambiental, tive a oportunidade de
trabalhar como bolsista no projeto de INICIACAO CIENTIFICA no periodo de
2017/2018. O professor Luciano Huergo foi o meu orientador durante todo o periodo
em que estive desenvolvendo o projeto. O projeto que trabalhei durante os dois
altimos anos no laboratorio de pesquisa da UFPR, se tornou o atual projeto de
conclusdo de curso. O projeto foi desenvolvido através de pesquisa na area de
manguezal, na baia de Guaratuba, o qual tinha por objetivos estudar os
microrganismos presentes no solo de manguezal, e saber quais sdo as atividades
gue esses microrganismos desempenham no mesmo. As amostras foram coletadas
através de dois esforcos amostrais, e trazidas junto ao laboratério de pesquisa do
setor. O projeto também contou com a ajuda do laboratério do setor da bioguimica
da UFPR de Curitiba.

Todo esfor¢o desenvolvido no projeto foi adaptado para a elaboragéo do TCC.
O trabalho é descrito a identificacdo de provaveis bactérias fixadoras de nitrogénio e
bactérias com probabilidade de degradar celulose presentes no solo de manguezal.
Atualmente nao existe um grande percentual de estudos no ambiente de manguezal
gue estejam relacionados com 0s microrganismos. O ecossistema manguezal possui
uma grande importancia para o ambiente marinho, tanto como terrestre. Os
manguezais estdo presentes em varias regibes do mundo e trazem grandes
beneficios principalmente para a biodiversidade marinha. No entanto, apesar dos
grandes beneficios proporcionados pelo ecossistema manguezal, o ambiente vem
sendo alvo de grande degradacdo ambiental, e a gestdo ambiental pode trabalhar de
maneira direta com a preservacdo e a realizacdo de estudos que mostrem a
importancia, os beneficios e a valorizacdo do ecossistema manguezal.

Além do resultado obtido nesse estudo, 0 mesmo teve como alvo mostrar um
pouco que 0 ecossistema manguezal apresenta muitos microrganismos ja descritos
na literatura com grandes desempenhos biotecnologicos e microrganismos ainda

desconhecidos que podem ser de grande importancia.





