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RESUMO GERAL

CORREIA, Dayana da Silva. Estudo de diversidade genética e produ¢do de enzimas
celuloliticas em bactérias associadas ao trato digestivo de invertebrados saprofagos.
2014. 91f. Tese (Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo em Agropecuaria). Pro-
Reitoria de Pesquisa e Pos Graduagdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014.

A simbiose entre invertebrados do solo e microrganismos ¢ um grande aliado no auxilio da
decomposicdo de residuos vegetais presentes no solo. Os microrganismos por sua vez,
apresentam uma imensa diversidade genética e desempenham fungdes cruciais na manuten¢ao
dos ecossistemas, uma dessas funcdes ¢ a producdo de enzimas extracelulares que auxiliam na
mineralizacdo da matéria organica. A possibilidade de desenvolver novos processos
biotecnoldgicos com base na prospec¢do da diversidade microbiana ¢ imensa, em decorréncia
da grande variabilidade que existe entre os sistemas bioldgicos e que podem ser aperfeigoados
para melhorar os sistemas de producdo agricolas de forma sustentavel. O objetivo deste
trabalho foi estudar o perfil da comunidade bacteriana e potencial celulolitico de bactérias
isoladas de trés diferentes espécies de invertebrados saprofagos. Os experimentos foram
montados no Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia, Seropédica, Rio de Janeiro.
Gongolos, da espécie Trigoniulus corallinus, foram coletados em pilhas de compostos
vegetais presentes em torno do campo experiemental, que posteriormente foram incubados
durante 60 dias, sob seis diferentes dietas. A diversidade bacteriana do trato intestinal dos
invertebrados foi analisada através da técnica de PCR-DGGE por amplificagdo do gene 16S
rDNA PCR por eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE); foram utilizados
dois dominios Bacteria e Actinobactéria. Algumas bandas do gel de DGGE foram extraidas e
sequenciadas. Para avaliar o potencial quanto a producdo de celulases em resposta a presenca
de carboxi-metil-celulose (CMC) das bactérias isoladas, foi utilizada a técnica de coloragdo
vermelho Congo, e os valores foram expressos através de (Ie) indice enzimatico. A partir dos
maiores valores de (Ie), foram selecionadas vinte e trés bactérias para a analise de
sequenciamento do gene 16S rDNA. Apds a identificacdo filogenética, foi avaliado o
potencial celulolitico, através de testes de atividade celulolitica de endoglucanases (CMCase)
e endo e exoglucanases (FPase). Para determinar a massa molecular e atividade das enzimas
foram realizados géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) e zimograma. Os resultados obtidos na
técnica de DGGE, os perfis de bandas de DGGE mostrou que a microbiota intestinal dos
invertebrados, detém grupos bacterianos distintos. Pode-se inferir neste ponto, que apesar das
comunidades possuirem abundéancia similar, como as espécies de Trigoniulus corallinus e
Cubaris murina, os grupos que compdem esta abundancia foram diferentes entre as espécies
de invertebrados. A partir dos clones de bandas incisadas, foram sequénciados membros de
trés filos, Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. Através da analise filogenética, foi
possivel identificar as 23 espécies de bactérias. Apresentando dois filos distintos
Actinomicetos e Firmicutes, o maior género identificado foi Streptomyces, seguido de um
isolado para Bacillus, Paenibacillus e Staphylococcus. O trato intestinal das trés espécies de
invertebrados saprofagos revelou ser um ambiente habil a prospeccdo de bactérias com
eficiéncia celulolitica, com alto potencial para futuros estudos biotecnologico.

Palavras chave: Simbiose. DGGE. Prospec¢ao de bactérias.



GENERAL ABSTRACT

CORREIA, Dayana da Silva. Study of genetic diversity and production of cellulolytic
enzymes in bacterias associated to the intestinal tract of saprophages invertebrates.
2014. 91p. Thesis (Doctor in Science, Technology and Innovation in Agriculture). Pro-
Reitoria de Pesquisa e Pos Graduagdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014.

The symbiosis between soil invertebrates and micro-organisms is a major ally in promoting
the decomposition of plant residues in the soil. The micro-organisms in turn, have an
immense genetic diversity and play crucial roles in maintaining ecosystems. One of these
functions is the production of extracellular enzymes that assist the mineralization of organic
matter. The possibility of developing new biotechnological processes based on the exploration
of microbial diversity is immense, due to the great variability that exists between biological
systems and it can be optimized to improve the agricultural production systems in a
sustainable manner. The objective of this work was to study the profile of the bacterial
community and cellulolytic potential of bacteria isolated from three different species of
invertebrates saprophages. The experiments were performed at the Experimental Station of
Embrapa Agrobiology, Seropédica, Rio de Janeiro State. Millipede, of the Trigoniulus
corallinus species, were collected in piles of plant compounds from local experimental field
sites, which were subsequently incubated for 60 days under six different diets. Bacterial
diversity in the intestinal tract of invertebrates was analyzed by PCR-DGGE of 16S rDNA
gene amplification by PCR electrophoresis in denaturing gradient gel (DGGE); two domains
were used, Bacteria and Actinobacteria. Some bands of the DGGE gel were extracted and
sequenced. To assess the potential for production of cellulases in response to the presence of
carboxy methyl cellulose (CMC) of isolates, the technique Congo red stain was used and the
values were expressed as means (Ie) enzymatic index. From the highest values of (Ie) twenty-
three bacteria were selected for the analysis of 16S rDNA. After the phylogenetic
identification, the cellulolytic potential was rated, through cellulolytic activity of
endoglucanase (CMCase), and endo- and exoglucanases (FPase) tests. To determine the
molecular weight and activity of the enzymes polyacrylamide gels (SDS-PAGE) and
zymography were performed. The results obtained in the technique of DGGE, the profiles of
DGGE bands, showed that the intestinal microbiota of the invertebrates has distinct bacterial
groups. It is possible to infer that, despite the communities having similar abundance, such as
in the Trigoniulus corallinus and Cubaris murine species, the groups that make up this
abundance were different among the invertebrate’s species. From the clones of the incised
bands, three phyla members, Proteobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes, were sequenced.
Through phylogenetic analysis, it was possible to identify the 23 species of bacteria.
Presenting two distinct Actinomycetes and Firmicutes phylum, the largest genus identified
was Streptomyces, followed by an isolated Bacillus, Paenibacillus, and Staphylococcus. The
intestinal tract of the three species of saprophages invertebrates showed to be an adequate
environment for prospection of bacteria with cellulolytic efficiency, with high potential for
future biotechnological studies.

Key-words: Symbiosis. DGGE. Prospection of bacteria.



RESUMEN AMPLIADO

CORREIA, Dayana da Silva. Estudio de la diversidad genética y la produccion de enzimas
celuloliticas en bacterias asociadas con el tracto digestivo de los invertebrados
saprofagos. 2014. 91p. Tesis (Doctorado en Ciencia, Tecnologia e Innovacion en
Agropecuaria). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014. Pro-
Reitéria de Pesquisa e Pos Graduacdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014.

1. Introduccion

Los invertebrados del suelo muestran una exuberante diversidad de especies con
caracteristicas variadas. Los saprofagos invertebrados actuan en el consumo y Ia
fragmentacion de la materia organica del suelo en las primeras etapas del proceso de
descomposicion, a través de la accion de fragmentacion. Microorganismos a su vez, son
actores esenciales en el intestino de muchos invertebrados macro, la produccion de una serie
de enzimas de degradacion (Hopkin & Read, 1992). Esta interaccion entre los invertebrados y
microorganismos, es un factor clave en el ciclo de los nutrientes esenciales para el buen
funcionamiento de los ecosistemas del suelo.

La investigacion de las relaciones simbidticas entre los microorganismos e invertebrados,
son uno de los principales campos de la ecologia microbiana del suelo. La simbiosis implica
la coexistencia de dos 0 mas especies con el mayor grado de asociacion, tanto en el exterior,
el interior de los tejidos y organos (Byzov et al. 2008). El sistema digestivo de los
invertebrados del suelo presenta una amplia variedad de microorganismos e implica varias
asociaciones entre ellos. Un ejemplo bien conocido es la simbiosis del tracto digestivo de las
termitas, asi como sus funciones (Konig et al, 2006). Ademas de los estudios de la simbiosis
con otros microorganismos de termitas y especies de invertebrados también se estudian en
Oligochaeta, milpiés, isopodos entre otros.

En esta simbiosis también se relaciona en el desempefio importante en el ciclo natural del
carbono, que comienza en la biosintesis de los componentes de H20, CO2, la energia solar y
termina con la mineralizacion y la liberacion de estos componentes, como resultado de la
descomposicion causada por organismos presentando biodegradacion eficiente (Arantes y
Milagres, 2009). Es importante destacar que la biodegradacion de los materiales
lignoceluldsicos se produce en el suelo, un lugar donde los polisacaridos se acumulan en
grandes cantidades sistema abierto. Cuando una amplia diversidad de microorganismos e
invertebrados saprofagos responsable de la descomposicion de materiales vegetales
enunciados en ellos.

La diversidad de organismos que producen celulasas es notable pero s6lo unos pocos son
conocidos como celulolitica verdadera, es decir, capaces de degradar celulosa natural
(Ruegger & Tauk-Tornisielo, 2004). Entre estos microorganismos son actinomicetos o
actinomicetos, que son bacterias filamentosas gram-positivas, como se describe en la
literatura y la produccion de enzimas industriales importantes implicadas en la degradacion de
la biomasa lignoceluldsica (Flores et al. 1997).

Basandose en esta informacion, la hipotesis es que saprofagos invertebrados, la las milpiés
Trigoniulus corallinus, las bolas armadillos Cubaris murina y cucaracha Pycnoscelus
surinamensis son sitios con alta perspectiva potencial de degradar los microorganismos
compuestos lignoceluldsicos y que comunidad microbiana asociada con el tracto digestivo
variard dependiendo de las especies de invertebrados.

Asi, el objetivo de este estudio fue investigar la diversidad microbiana del tracto intestinal
de tres especies de invertebrados Trigoniulus corallinus, Cubaris murina y Pycnoscelus



surinamensis, utilizando técnicas moleculares. Ademas, se evaluo la capacidad celulolitica de
veintitrés aislamientos bacterianos provenientes del tracto intestinal de los invertebrados
estudiados.

2. Material y Métodos

Este estudio se realizo en la Estacion Experimental de Embrapa Agrobiologia laboratorios
Fauna del Suelo Ecologia Microbiana y Biologia Molecular multiusuario Embrapa
Agrobiologia, Seropédica, Rio de Janeiro. Los andlisis de los clones de bandas incisas se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Departamento de Ciencias de la Vida,
de la Universidad de Coimbra, Portugal.

En el capitulo 1 se determiné la diversidad bacteriana asociada con el tracto intestinal de
los tres saprofagos invertebrados. Los dos experimentos, se usaron diferentes residuos
organicos con composicion lignocelulésica y C / N distinta. Los residuos se afiaden a la base
de legumbres: Fleminga (Flemingia macrophylla) y Gliricidia (Gliricidia sepium) (Jacq),
hierba (Willd.): Hierba (Paspalum notatum) (Flugge) y materiales recalcitrantes: carton,
mazorca de maiz y fibra de coco que mas tarde se les ofrecid y consumidos por especies
milpiés Trigoniulus corallinus (Gervais, 1847) (Diplopoda:. Spirobolida) En este
experimento, se produjo la adicion deliberada de 500 ml aproximadamente 900 individuos de
T. corallinus como agentes de abono de estos residuos por periodo de 60 dias en condiciones
de temperatura y humedad controladas Las otras dos especies de invertebrados investigados
en este estudio : Pycnoscelus surinamensis (Linnaeus, 1758) (Blattodea: Blaberidae) y
Cubaris murina (Brandt, 1833) (Crustacea: isépodos) espontaneamente colonizado el
experimento.

En el Capitulo 2 presenta la identificacion y evaluacion filogenético de las enzimas
celuloliticas de bacterias aisladas del tracto intestinal de tres invertebrados saprofagos Para la
técnica de prueba de indice enzimatica tincion de Rojo Congo fue utilizado. Las bacterias se
inocularon en cultivo s6lido CMC durante 5 dias a 28 C. Las bacterias que mostraron los mas
altos indices enzimaticos tuvieron su gen 16S secuenciado. Después de confirmar la posicion
filogenética de bacterias, las pruebas para determinar la actividad de endoglucanasa
(CMCasa) y endo-y exoglucanasas (FPasa) se realizaron. Para determinar el peso molecular y
la actividad de las enzimas carreras con geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y zimografia se
realizaron. Para esta prueba las bacterias se cultivaron en medio con 1% de CMC adicion de
0,5% de extracto de levadura y se incubaron durante 7 dias.

3. Resultados y Discusion

Con el objetivo de evaluar la diversidad de microorganismos en el tracto intestinal de tres
invertebrados en seis dietas diferentes, este estudio demostré que el principal factor que
contribuye a la agrupacién de los perfiles fue el origen del DNA microbiano, es decir, las
especies de invertebrados, que era posible observar la formacion de clusters en diferentes
niveles de similitud, estos resultados quedan diferencias en grados de intimidad y la
complejidad de la comunidad de microorganismos asociados con el tracto intestinal de los
diferentes saprofagos. Un andlisis global de la diversidad bacteriana asociada con el tracto
intestinal de tres especies de invertebrados revela un muy bajo solapamiento entre las
comunidades (10% de similitud).

En general, los perfiles de bandas obtenidos reveleram no hay fuertes diferencias entre las
dietas mediante la técnica de DGGE. La similitud mas alta en el dendrograma fueron algunos
de los perfiles de los individuos de la misma especie de invertebrados. Una hipdtesis para la
baja influencia de la dieta entre los perfiles de las comunidades, es que el periodo de
recoleccion de la muestra (60 dias de incubacidon) puede no ser ideal para comprobar este
efecto. En este caso, el largo periodo de incubacion, habia un stand-por el cual sin embargo



puede haber proporcionado una estabilizacion de la poblaciéon microbiana en el tracto
intestinal de los tres invertebrados estudiados.

Veintitrés bacterias asociadas con la porcion final (intestino grueso) del tracto intestinal de
los animales saprofagos, que mostraron mayor actividad celulolitica correspondian a la
enzima proporciones que van de 3,0 a 5,0. E1 T2T3, T4T3, T3CS5 y aislamientos T1P1 fueron
aislados que mostraron los valores mas altos para el indice enzimatica, es decir, 5.0. En
general, cuanto mayor el indice mayor es la cantidad o intervalo de celulasa libera en el
medio. El resto de los aislados mostraron que los indices iban de 3,0 a 4,5.

Basado en el analisis de secuencia de la relacion filogenética de los aislados tenia la
region secuenciada 16S rDNA fue establecido. La mas frecuente fue phylum Actinobacteria,
las bacterias que pertenecen al género Streptomyces y con menor frecuencia las bacterias
phylum Firmicutes de los géneros Bacillus, Paenibacillus, Staphylococcus fueron
identificados que se observa.

4. Conclusiones

Los perfiles de bandas de DGGE para las bacterias y los dominios Actinobacteria eran
diferentes, sin embargo los perfiles de invertebrados de la misma especie fuertemente
agrupadas después de 60 dias de incubacion;

Dietas influenciados sutilmente diversidad. La presencia de leguminosas Gliricidia, la
composicion de las dietas que se ofrecen a los invertebrados, respondid de manera
significativa, los perfiles de DGGE para los dos dominios, Bacteria y Actinobacteria, con
similitudes superiores a 70%, dentro de las especies Trigoniulus corallinus y Cubaris murina.
Perfiles con baja similitud se encontraron con el tratamiento T1 (Flemingia + + hierba de
carton) que estd distanciado de los otros tratamientos, la separacion de la especie Trigoniulus
corallinus y Pycnoscelus surinamensi sus grupos.

Los clones obtenidos a partir de bandas incisas, se encontraron secuencias afiliadas tres
phyla Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes;

De los datos aqui reportados diversidad bacteriana esta estrechamente relacionado con los
invertebrados propia. Que presentan en su tracto digestivo, las bacterias especializadas para su
nutricion e importante en la produccion de compuestos antimicrobianos en la defensa contra
los patdgenos presentes en los alimentos ingeridos.

En conclusion, los aislados mostraron una actividad enzimdtica, incluyendo complejo
mayor de celulasas, con capacidad de liberar glucosa a partir de CMC y pasto elefante.

El tracto intestinal de tres especies de invertebrados saprofagos demostré un entorno
propicio para la prospeccion de las bacterias con el medio ambiente la eficiencia celulolitica,
lo que demuestra su potencial para futuros estudios biotecnologicos.

Palabras-clave: Simbiosis. DGGE. Prospeccion de bacterias.
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1 INTRODUCAO GERAL

A interacdo entre invertebrados e microrganismos edaficos, ¢ um fator chave para a
ciclagem de nutrientes no solo e indispensavel para o bom funcionamento dos ecossistemas.
A complexidade destas interacdes ultrapassa a decomposicdo da matéria organica e
caracterizam-se pela exploracdo de novos nichos, como por exemplo, o trato digestivo dos
animais ou os coprolitos dos invertebrados, tendo como consequéncia uma ampla variedade
de comunidades microbianas com diferentes niveis de diversidade.

Os invertebrados do solo apresentam uma exuberante diversidade de espécies com as
mais variadas funcionalidades. Dentre eles, os saprofagos invertebrados da fauna
especializados no consumo e fragmentacdo da matéria organica do solo, atuando nas fases
iniciais do processo de decomposi¢do dos materiais vegetais expostos sobre o solo, através da
acdo de fragmentagdo. Os microrganismos por sua vez, sdo operadores essenciais dentro do
intestino de muitos macro-invertebrados, produzindo uma série de enzimas degradantes
(Hopkin & Read, 1992). Geralmente estas bactérias sdo de vida livre, ou estdo associadas com
0S Organismos superiores.

De acordo com Correia (2003), os tipos de associagdo que ocorre entre oS
microrganismos e invertebrados de solo sdo tdo ou mais diversos quantas essas duas
comunidades. Apesar da imensa diversidade de organismos presente no solo, pesquisas sobre
associacdo de invertebrados com micror-organismos ainda sdo escassas. O conhecimento
desta associacdo pode atingir os mais diferentes campos do conhecimento, principalmente nas
areas biotecnoldgicas, como por exemplo, a simbiose de invertebrados do solo com
microrganismos para a decomposi¢do de polimeros estruturais de ligninocelulose, que vem
sendo amplamente estudada, principalmente no que tange a simbiose em térmitas (Tokuda&
Watanabe, 2007), para fins de producao de bioenergia (Ohkuma, 2008). Segundo este autor, a
capacidade dos térmitas em degradar complexos ligninoceluldsicos ocorre devido a
comunidade microbiana especializada composta por protozoarios flagelados e procariotos.

E importante ressaltar que os de mecanismos de associagdo fauna e microrganismos
sdo diferenciados, ou seja, as atuagdes podem ser tanto no meio interno “no intestino”, quanto
no meio externo “no solo ou serapilheira”. Lavelle et al. (1995 apud, Correia, 2003), agrupam
essas interagdes em quatro tipos distintos: (I) digestdo direta de microrganismos pelos
invertebrados do solo, que em alguns casos podem ser uma fonte nutricional importante para a
fauna do solo (Byzov et al., 1998), (II) ocorréncia de um “rimen externo”, que permite a acao
de microrganismos nas fezes dos invertebrados, promovendo uma maior disponibilidade de
nutrientes (Martin & Marinienssen, 1993), (III) mutualismos facultativo, onde a microflora ¢
ingerida acidentalmente com o solo ou a serapilheira, e encontra no tubo digestivo dos
invertebrados uma condi¢ao favoravel para a sua multiplicagcdo, (IV) simbioses obrigatoérias,
interacdo entre térmitas inferiores e protozoarios flagelados e bactérias, em regides
especializadas do tubo digestivo

Evidencias recente, indicam que as enzimas celuloliticas sdo produzidas em uma
ampla variedade de invertebrados saprofagos, os quais utilizam biomassa celuldsica como
alimento, no entanto para que ocorra digestdo deste material ingerido, ¢ necessaria uma
simbiose intestinal. Atualmente pesquisas cientificas estdo sendo realizadas no Brasil e em
varios paises para o desenvolvimento de novos processos biotecnoldgicos com base na
prospeccdo da variabilidade que existe entre os sistemas bioldgicos ¢ que podem ser
aperfeicoados para gerar bioprocessos para degradacdo de residuos vegetais, até entdo
ignorados, e que representam um campo a inovagao tecnologica.



O desenvolvimento de tecnologia capaz de transformar esses residuos da agroindustria
ou mesmo de outros subprodutos e produtos agricolas com potencial futuro, principalmente
na geragdo de agroenergia, pode ser estratégico para a valorizagdo comercial, aproveitamento
e geragdo de divisas. Com a efervescéncia dos programas energéticos derivados da biomassa,
buscam-se freneticamente matérias-primas que sejam baratas, possiveis de se obter em
grandes quantidades e que possam gerar novos produtos e tecnologias através de processos
com baixo investimento energético.

Assim, a possibilidade de se desenvolver novos processos biotecnologicos com base
na prospeccdo da diversidade microbiana ¢ imensa, em decorréncia da grande variabilidade
que existe entre os sistemas biologicos e que podem ser aperfeicoados para melhorar os
sistemas de produgdo agricolas de forma sustentavel. Desta forma, a prospec¢do destes
microrganismos de interesse tem maiores chances de sucesso se for orientada para sitios
especificos de alta atividade celulolitica do que se for aleatoria.

Com base nestas informacdes, a hipdtese deste trabalho ¢ que os invertebrados
saprofagos, o gongolo Trigoniulus corallinus, o tatuzinho-de-jardim Cubaris murina e a
barata Pycnoscelus surinamensis, sdo sitios com alto potencial de prospeccdo de
microrganismos degradadores de compostos lignoceluldsicos e que a comunidade microbiana
associada ao tubo digestivo varia em funcdo da espécie de invertebrado.

Assim o objetivo geral deste estudo foi investigar a diversidade microbiana do trato
intestinal de trés espécies de invertebrados Trigoniulus corallinus, Cubaris murina e
Pycnoscelus surinamensis, utilizando técnicas moleculares. Além disso, avaliamos a
capacidade celuloliticas de vinte e trés isolados bacterianos oriundos do trato intestinal dos
invertebrados estudados.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

Analisar a comunidade bacteriana do trato intestinal das trés espécies de invertebrados,
submetidos a diferentes dietas no periodo de sessenta dias de incubagao;

Comparar a comunidade bacteriana entre as trés espécies;

Analisar isolados com potencial enzimatico.

Para melhor apresentar os resultados, a tese foi dividida em dois capitulos, que sdo
conduzidos por uma revisdo de literatura, com uma abordagem geral do assunto.

Capitulo I: Diversidade bacteriana associada ao trato digestivo de invertebrados
saprofagos.

Capitulo II: Identificagdo filogenética e avaliacdo de enzimas celuloliticas dos
microrganismos de invertebrados saprofagos.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  Residuos Vegetais

Os residuos vegetais, também chamados de materiais lignoceluldsicos sdao os
compostos organicos mais abundantes na biosfera, representando 50 % da biomassa terrestre
(Sarko, 1997) abrangendo a maioria dos materiais agroindustriais, residuos urbanos e
madeiras de angiospermas e gimnospermas. A geracao de residuos vegetais vem crescendo
demasiadamente, em fungdo da alta atividade agricola (Correia, 2009). Estima-se que
anualmente sdo produzidos em todo o mundo cerca de 20 a 50 bilhdes de toneladas de
material lignocelulosico, dos quais apenas quatro bilhdes de toneladas sdo efetivamente
utilizados (Ashwini & Sridhar, 2005), entretanto sugere-se que estes materiais tenham um
aproveitamento mais racional (Bon et al., 2008).

A biomassa lignocelulosica refere-se a parte vegetal que forma a parede celular,
formada por agrupamentos de macromoléculas de natureza heterogénea, com composi¢ao
quimica muito diversificada. Constituida por trés fragdes principais (celulose, hemicelulose e
lignina), caracterizada por uma matriz dura e fibrosa, que contém 30-40% de celulose, 25-
30% de hemicelulose e 25-30% de lignina, onde também estdo presentes compostos como
pectinas, proteinas, carboidratos soluveis, terpenos, alcaldides, saponinas, polifenois,
gorduras, etc (Mohan et al., 2006).

Do ponto de vista tecnoldgico, os carboidratos contidos na parede celular na forma
celulosica (glicose) e hemiceluldsicas (fucose, arobinoses, galactoses, glicose, xilose e
manose) representam os substratos que podem ser convertido em bioprodutos. Entretanto, a
complexidade das interligacdes das trés fracdes principais (celulose, hemicelulose e lignina)
na estrutura da parede celular, ¢ o principal desafio na recuperagdo dos carboidratos
(monomeros) com elevado grau de pureza (Sun & Cheng, 2002).

Desta forma a degradagdo dos materiais lignoceluldsicos ¢ um evento importante no
processo de ciclagem do carbono devido a abundéincia desses materiais na maioria dos
ecossistemas terrestres. De acordo com Singh & Gupta (1977) a formacao da matéria organica
a partir dos materiais lignoceluldsicos, desempenha um papel relevante na determinacdo da
estrutura e fung@o de um ecossistema, por sua atuagdo como fonte de energia para organismos
heterotroficos e como reservatorio de nutrientes para a ciclagem dentro de um ecossistema.

2.1.1 Celulose

A celulose ¢ um polimero natural, um homopolissacarideo linear constituido
unicamente por moléculas de glicose unidas entre si através de ligacdes glicosidicas do tipo
B (1,4) (Figura 1) que resultam da perda de uma molécula de dgua (Fengel & Wegener, 1989).
Sua formula geral € (C¢H;¢Os),, estas cadeias individuais estabelecem ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, que sdo rigidas e em forma de fita (Bon et al.,, 2008), formando dois
mondmeros de glicose adjacentes que sdo ligados pela eliminagdo de uma molécula de agua, e
esta ligacdo quimica da origem a molécula de celobiose.

A molécula de celulose pode conter at¢ 10.000 unidades de glicose (Fengel &
Wegener, 1989). Esta organizacdo molecular determina a propriedade mecanica da célula e
promove o suporte e resisténcia da parede celular (Emons et al.,, 2002). Na estrutura
microfibrilar da celulose existem diferentes graus de ordenagdo, desde regides cristalinas
muito ordenadas a regides de menor ordenagdo (amorfa). Estas caracteristicas conferem a
molécula elevada resisténcia a hidrolise acida e enzimatica (Zhang & Lynd, 2004a).
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A celulose quando hidrolisada com &cidos ou enzimas produz exclusivamente
monomeros de glicose (Klemm et al., 2005). A glicose pode ser fermentada para produzir
etanol ou entrar em uma cadeia reacional industrial e produzir inimeros compostos tais como:
etileno, buteno, propileno, acidos acrilicos, poliésteres entre outros (Schuchardt, 2001). Assim
a molécula de celulose tem enorme valor comercial para diversos setores industriais
(Englehardt, 1995).

c-1 C-4

L —n

Figura 1: Estrutura da Celulose. Fonte: Fengel & Wegener (1989).

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ um heteropolissacarideos com cadeias menores que a celulose,
porém com muitas ramificacdes (Brogatto, 2010). As cadeias hemiceluldsicas sdo formadas
por diversos grupos distintos de polissacarideos constituidos por agucares do grupo das
pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glucose, manose e galactose), acidos urdnicos e
grupos acetila (Fengel & Wegener, 1989) (Figura 2).

O principal componente da fragdo hemiceluldsica € a xilana, polimero constituido por
unidades de xilose, facilmente hidrolisada com acidos minerais (Khuad & Singh, 1993). A
xilana possui estrutura linear constituida de xilopiranosil unidos por ligagdes B (1,4). Esta
hemicelulose faz ligagdes cruzadas com as microfibrilas de celulose e lignina, formando o
complexo lignina- carboidratos (Lignin- Carbohydrate Complexes — LLC) (Lawoko et al.,
2005).

As duas principais enzimas capazes de despolimerizar a cadeia de hemicelulose sdo a
endo-1,4-B-D-xilanase e a endo-1,4-3- D-mananase, ambas glicosil hidrolases (Singh et al.,
2003). Diferentemente da celulose, a estrutura hemiceluldsica ndo contém regides cristalinas,
e ¢, portanto, mais suscetivel a hidrolise quimica sob condigdes mais brandas. As
hemiceluloses sdo decompostas por um conjunto de microrganismos, em particular fungos
filamentosos e actinomicetos (Bon et al., 2008).
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Figura 2. Estrutura de Hemicelulose. Fonte: Mussato (2002).

2.1.3 Lignina

A lignina ¢ o segundo biopolimero mais abundante na superficie terrestre, sua
decomposicdo ¢ indispensavel para a reciclagem do carbono, representando um dos maiores
estoques de carbono/energia da natureza. A lignina retém 50% mais carbono do que a celulose
sendo o maior depdsito natural de estrutura quimica aromatica, constituindo- se em uma fonte
potencial de valiosos insumos para a industria quimica (Bon et al., 2008). A biodegradacao da
lignina é um processo oxidativo que envolve um complexo sistema enzimatico extracelular de
baixa especificidade, produzidas por fungos que vivem em madeiras, entre os quais o fungo
Phanaerochatae chysosporiu e algumas bactérias, em especial os actinomicetos, que sdo
capazes de degradar a lignina (Bon et al., 2008). As principais enzimas envolvidas na
degradagdo da lignina sdo: lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase. De acordo com
Breen & Singleton (1999), essas enzimas apresentam grande potencial de utilizacdo na
industria de papel e no tratamento de efluentes recalcitrantes.

Sua estrutura quimica ¢ apresentada por um polimero derivado de unidades
fenilpropanodides denominado C¢C; ou, simplesmente, unidades Co, repetidas de forma
irregular, que t€ém sua origem na polimerizag¢do desidrogenativa do alcool coniferilico (Saliba
et al.,, 2001). E caracterizada por apresentar rigidez, impermeabilidade & 4gua, resisténcia
mecanica e ataque de microrganismos nos tecidos vegetais. Com base em sua suscetibilidade
relativa a hidrolise Lapierre (1993) classificou a lignina em ndo core e core.

Lignina ndo core: consiste de compostos fendlicos de baixo peso molecular, liberados
da parede celular por hidrolise, que ¢ representada por acidos p- hidroxicindmico éster-
ligados.

Lignina core: consiste de polimeros fenilpropandides da parede celular, altamente
condensados e muito resistentes a degradacdo. Eles s3ao compostos de unidades
p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), em proporcdes diferentes, de acordo com sua
origem (Figura 3).

Lai & Sarkanem (1971) observaram que a quantidade relativa da fracdo molar de
aldeidos produzidos pela reacdo de oxida¢do com nitrobenzeno ¢ um indicador da abundancia
relativa das unidades Cy (H,G e S). Assim em uma classificacdo inicial de ligninas segundo a
presenga dessas unidades, tem se que: ligninas de madeiras duras, ou angiospermas, sao
formadas principalmente de unidades G e S; ligninas de madeiras moles, gimnospermas, sao
formadas fundamentalmente de unidade G; ligninas de gramineas compreendem G-S-H.
Porém, existem ligninas de certas espécies de gimnospermas e de gramineas que apresentam
abundancia de G e S (Chen, 1991).
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Figura 3. Precursores primarios da Lignina. Fonte: Bon et al/ (2008).

2.2  Biodegradacio de Residuos Vegetais

A biodegradacdo de residuos vegetais ¢ um processo natural da reciclagem de matéria
organica e a compreensdo deste processo contribui no entendimento do ciclo natural do
carbono, que tem inicio na biossintese dos seus constituintes a partir de H,O, CO, e energia
solar e termina com a mineralizagdo destes constituintes e liberagdo de CO, e H,O, em
decorréncia da decomposicdo causada principalmente por fungos, por apresentarem maior
eficiéncia na biodegradacdo (Arantes & Milagres, 2009), embora outros microrganismos
possam estar envolvidos na biodegradagao, dentre eles, alguns parasitas e bactérias (Fengel &
Wegener, 1989). Os invertebrados saprofagos atuam neste processo. De acordo com Facelli &
Pickett, (1991) a ordem dos eventos de biodegradacdo sdo: (I) quebra e fragmentacdo do
material vegetal, por invertebrados saprofagos, (II) digestdo do material vegetal ingerido pelos
invertebrados saprofagos, (III) e a degradacdo enzimatica de compostos quimicos presentes
no material vegetal, por enzimas liberadas pelos microrganismos presentes no solo; e
associados com o tudo digestivo dos invertebrados saprofagos.

2.2.1 Invertebrados sapréfagos

Em ecossistemas terrestres incluem representantes de diferentes ordens de
invertebrados que desempenham o papel de fragmentar os residuos vegetais. Como exemplos
podem ser citados os gongolos, que sdo os miridpodes da classe Diplopoda, tatuzinhos-de-
jardim, que sdo crustdceos da ordem Isopoda (Crustacea, Isopoda) (Showalter, 2006) e
inumeras ordens de insetos, como as baratas (Blattodea), cupins (Isoptera), Archaecognatha,
Thysanura, Psocoptera e algumas espécies de Coleoptera (Hopkin & Read 1992).

Os diplopodes e isdpodes estdo distribuidos geograficamente em quase todas as
regides de clima temperado e tropical, em areas oceanicas, em grandes altitudes e florestas de
varzea a desertos (Vandel, 1945; Crawford, 1991; Adis & Junk, 2002; Golovatch & Kime,
2009; David & Handa, 2010). Ambos apresentam um estilo de vida muito semelhante, desde
habito alimentar até habitat. Na sua maioria vivem na serapilheira, sendo que algumas
espécies sdo encontradas em diferentes profundidades no solo, estdo presentes também em
pilhas de compostagem, o que mostra sua eficiéncia na digestdo e decomposi¢cdo do material
vegetal. Entretanto vale ressaltar que ambos sdo decompositores primarios, pois sdo eficientes
em promover a fragmentacao da serapilheira.

A ordem Blattodea, apresenta um estilo de vida muito distinto dos diploépodes e
isopodes, a maioria habita as florestas (Pellens & Grandcolas, 2008a) e menos de vinte
espécies sao consideradas sinantropicas (que vivem associadas ao ambiente humano), e cinco
destas, Blatella germanica (Linnaeus, 1758), Supella longipalpa (Fabricius, 1798), Periplanet
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americana (Linnaeus, 1758), P. australasiae (Fabricius, 1798) e Blatta orientalis (Linnaeus,
1758) sdo praticamente onipresentes nas habitacdes humanas em diversas regides do mundo
(Grandcolas, 1998a). Algumas espécies que habitam locais como jardim, florestas e sistemas
agricolas, sdo considerados saprofagos, e em alguns casos sdo consideradas pragas.

Alguns invertebrados saprofagos que habitam o solo, também sdo classificados
conforme a sua funcionalidade no ambiente. No caso dos diploépodes, isopodes e outros
artropodes ndo-sociais, sdo classificados como “Transformadores da Serapilheira” (Lavelle et
al., 1997; Wardle, 2002), que compreendem organismos que normalmente ingerem material
organico puro e¢ desenvolvem um mutualismo externo com a microflora baseado em um
“rumem externo” (Swift et al., 1979). Estudos realizados por Pollierer et al., (2009), através
de andlise de isotopos estdveis, confirma a estreita dependéncia dos artropodes, sobre a
camada de serapilheira, devido a sua importancia nos processos de decomposicao (Schaefer,
1991; Wolters, 2000; Schowalter, 2006; David & Handa, 2010).

Os invertebrados saprofagos normalmente se alimentam de serapilheira em
decomposicdo, sendo que, alguns materiais apresentam componentes impalédtaveis, porém
alguns microrganismos sdo capazes de melhorar a palatabilidade da serrapilheira pelo
enfraquecimento da estrutura fisica e quimica (Hassal & Rushton, 1982). Esta dieta pobre em
proteinas ¢ um dos principais entraves para muitos organismos saprofagos, que preferem
serapilheira relativamente rica em nitrogénio, com um baixo teor de carbono (Loranger-
Merciris et al, 2008). A diminui¢do da relagdo C/N durante a decomposicdo explicar em parte
porque muitas espécies de plantas se tornam progressivamente mais palatavel ao envelhecer
(Pobozsny, 1978; Szlavecz, 1985; David & Gillon, 2002). Além disso, a dieta de organismos
saprofagos deve ser diversificada, devido a necessidades ndo apenas de nitrogénio, mas
também de outros nutrientes, principalmente calcio fosforo e magnésio (Carefoot, 1984;
Scheu & Schaefer, 1998). Ocasionalmente alguns animais alimentam - se com variedades de
alimentos de alta qualidade, tais como frutas caidas, sementes, fezes de artrépodos e
mamiferos, e de invertebrados mortos (Hoffman & Payne, 1969; Warburg, 1987; Zimmer &
Topp, 2002; Saska, 2008).

Sabe - se que os diferentes tipos de material vegetal existentes na natureza, apresentam
uma diferenciada composicdo quimicas (celulose, hemicelulose, lignina, pectina, polifenois),
qual ird influenciar o tempo de decomposicdo. A alta relacdo C/N e elevado teor de lignina e
de compostos polifendis inibem a ag¢do dos animais saprofagos do solo, sendo neste caso
necessdria uma etapa preliminar de atuagdo por microrganismos, capazes de metabolizar estes
compostos (Correia, 2009). Este mesmo autor relata que os artrépodes da serapilheira podem
digerir parte da biomassa microbiana ou desenvolver interagdes mutualisticas nos seus
excrementos. Nessas estruturas, os recursos organicos que foram fragmentados e umedecidos
durante a passagem pelo tubo digestivo, sdo ativamente digeridos pela microflora. Apds
alguns dias de incubagdo, os artropodes frequentemente reingerem estes excrementos e
absorvem os compostos organicos assimilaveis que foram disponibilizados pela atividade
microbiana, e ocasionalmente parte da biomassa microbiana (Hassal & Rushton, 1982).

2.2.2 Microrganismos de interesse na biodegradacao de material vegetal

Os microrganismos produzem grande variedade de enzimas intracelulares, porém em
pequenas quantidades, que sdo usadas na catalise das suas reagdes metabodlicas (Pereira Jinior
et al., 2008). No entanto, alguns microrganismos em ambientes naturais produzem enzimas
extracelulares em maior quantidade do que enzimas intracelulares, muitas dessas degradam
macromoléculas que estdo no ambiente, como celulose, amido, lignina e proteinas.



A biodegradagdo a partir de fungos decompositores inicia-se com a penetragdo de
hifas fungicas pelo limen da célula vegetal. Para se estabelecer, o fungo produz uma
variedade de metabolitos extracelulares, especialmente enzimas, atuando na degradacdo dos
componentes da parede celular vegetal (celulose, hemicelulose e lignina), ocorrendo a
conversdo destes em moléculas menores, as quais podem ser transportadas através da
membrana plasmatica fingicas e adentrar o metabolismo extracelular (Kirk & Cullen, 1998).

Os fungos que pertence a classe Basidiomycetes, sdo classificados como fungos de
decomposicdo branca (white-rot fungi) que sdo capazes de degradar os trés componentes
lignocelulosicos (celulose, hemicelulose e lignina); fungos de decomposicdo parda ou
castanha (brown-rot fungi) degradam principalmente as fragdes polissacaridicas (celulose e
hemicelulose) e os fungos de decomposicdo branda (sofi-rot fungi) sdo pertencentes as
divisdes Ascomycota e Deuteromycota, que podem degradar tanto os polissacarideos quanto a
lignina, porém em velocidade muito reduzida (Kirk & Cullen, 1998).

Os fungos produzem vérias enzimas durante a colonizagdo no material lignocelul6sico
e, basicamente, os complexos enzimdticos produzidos constituem-se dos sistemas hidrolitico e
oxidativo. Porém, as enzimas que degradam os materiais lignoceluldsicos sdo representadas
por: enzimas hidroliticas, celulases e hemicelulases, relacionadas a despolimerizagdo da
celulose e da hemicelulose, e enzimas oxidativas, que produzem perdxido de hidrogénio.

Entre as bactérias as Actinobacterias desempenham um papel crucial na decomposi¢do
de compostos organicos e poluentes ativos na natureza (Groth et al., 1999). Eles sdo ativos na
decomposicdo de materiais organicos no solo, incluindo a lignina e outros polimeros
recalcitrantes e podem degradar residuos agricolas e urbanos (Heuer et al., 1997). Em
Streptomyces e outros géneros de actinobacterias, a degradacdo da lignina ocorre durante o
crescimento primdrio e presume-se ser o resultado da atividade metabolica primaria
(Ramachandra et al., 1998). Nestas bactérias a mineralizacdo da lignina a CO; ¢ baixa, porém
a sua solubilizag@o ¢ alta e esta associada a formacdo de himus em solos e sedimentos (Ball et
al, 1990). Em Streptomyces viridosporus TTA, onde a degradagdo da lignina tem sido mais
bem estudada, observou - se a oxidagdo, despolimerizagdo e solubilizagdo da lignina com
producdo de uma lignina modificada, a lignina polimérica precipitavel em acido (Appl), como
o maior produtor de degradacdo da lignina (Thomas & Crawford, 1998). Diferente do que
ocorre em fungos, a degradacdo da lignina ndo ¢ inibida em altas concentragdes de nitrogénio
organico e inorganico a producao de peroxidase, uma enzima envolvida no catabolismo inicial
da lignina, também nao ¢ inibida por altos niveis de nitrogénio, porém esta sugeita a repressao
catabdlica da glicose (Ramachandra et al., 1998).

A capacidade celulolitica de actinobacterias ja foi verificada e envolve a agdo
sinergistica de varias enzimas, como: endoglucanase, exoglucanase e P- glucosidade. A
primeira possui a habilidade de clivar substitutos derivados da celulose, tais como
carboximetil — celulose, a segunda libera unidades de celobiose de cadeias inais nao reduzidas
de celulose microcristalina (Avicel); e a terceira catalisa a hidrdlise de celobiose e celo-
oligossacarideos a glicose (Wachinger, 1989). Micromonospora bispora parece ser a
actinobacteria termofilica mais fortemente celulolitica e possui estratégia similar a utilizada
por fungos, que ¢ a secre¢do de multiplas enzimas, incluindo celobiohidrolase, que agem de
forma sinérgica para afetar a degradagdo e permitir a ramificacdo das hifas sobre o substrato
(McCarthy & Willians, 1992). A celulase pode ser identificada na forma extracelular ou
associada ao micélio, e sua produgdo parece ser controlada por repressdo catabolica.
Wachinger (1989) observou forte inibicdo da produgdo de enzimas na presenca da glicose.

Os Streptomyces possuem a capacidade de produzir grandes quantidades de enzimas
com variada potencialidade de uso industrial. Os principais grupos de enzimas sio:
oxidoredutase, transferase, hidrolases, liases, isomerases e sintases. Na natureza eles



desempenham um papel importante na formac¢do de humus, especialmente pela producao de
enzimas extracelulares com capacidade de degradar compostos celuloliticos (Padilha, 1998).

No entanto a utilizagdo de enzimas tem ganhado bastante espaco em virtude da
crescente preocupacdo com os problemas ambientais causados pelas industrias, tais como: o
acumulo de rejeitos, descarte de produtos toxicos gerados em etapas de produgdo e uso de
compostos toxicos no combate de pragas (Schoemaker et al., 2003).

2.3  Estudos de Interagdes entre Invertebrados e Microrganismos

Durante o século XIX e XX, muitos microrganismos foram isolados a partir de
técnicas de cultura pura, com isso acarretou um rapido desenvolvimento da microbiologia
industrial (Thair et al., 2005). Atualmente, ¢ cada vez mais dificil o uso das técnicas de
cultura pura, para isolar novos microrganismos, o que limita o progresso da microbiologia.

Além do interesse intrinseco de identificar e caracterizar os organismos ¢ suas
associagdes ha um interesse especial na preservacdo desses organismos em cole¢do de
culturas, com o propdsito essencial de utiliza-los em aplicagdes biotecnologicas. A procura de
novos produtos ¢ enorme; em funcdo disso, a exaustiva exploragdo de novos habitats com
caracteristicas especifica para o isolamento de microrganismos. Um grama de solo pode
conter 10 bilhdes de microrganismos das mais variadas espécies (Knietch et al, 2003). Este
pool de microrganismos representa uma mina de ouro de genes envolvidos em aplicagdes
industriais e farmacéuticas (Van et al., 2008) e na biodegradacdo de poluentes de origem
humana e industrial (Boubakri et al., 2006).

O avango nas técnicas moleculares conduziu a ciéncias a novos paradigmas, dentre
eles, técnicas com gens 16S rRNA, com DGGE (Eletroforese em Gel com gradiente
desnaturante quimico), técnica que permite o estudo da diversidade microbiana em um
determinado habitat. De acordo com Prosser (2002), essas técnicas separam produtos de
mesmo tamanho, nas diferentes sequéncias, por desnaturagdo quimica.

Em ecossistemas naturais, a maioria dos microrganismos existentes mantém forte
relacdo com outros organismos. Sabe-se que os microrganismos intestinais desempenham
papel importante na degradagdo de componentes da dieta de invertebrados. As interacdes
entre organismos invertebrados e microrganismos vém sendo estuda hd décadas, mas teve
estudos diferenciados a partir dos anos 80 (O‘Brien & Slaytor, 1982; Tokuda & Watanabe,
2007), principalmente com térmitas superiores.

Os primeiros estudos da simbiose entre térmitas e microrganismos foram conduzidos
na década de vinte, por Cleveland, que demonstrou varios trabalhos, de simbiose entre
térmitas inferiores e protozoarios flagelados (Moore, 1969). A partir destes trabalhos, novos
estudos vém mostrando a associagdo de térmitas e outros organismos da fauna, com o intuito
de analisar os mais variados tipos de associagdes com microrganismos.

Com a utilizacdo de técnicas moleculares, Warnecke et al (2007) analisaram a
diversidade microbiana do intestino posterior de térmitas da espécie Nasutitermes sp, e
constataram a ocorréncia de representantes de 12 filos e 216 filotipos de bactérias. Foram
caracterizados mais de 100 genes, sendo que a grande maioria com fungdes celuloliticas. Os
autores ressaltaram que devido a alta quantidade de carbono presente nos residuos de madeira,
a decomposi¢do e posterior incorporagdo aos tecidos animais devia ser acrescida de
nitrogénio, para que a relacdo C/N fosse a mais proxima do organismo do térmita. Para isto os
autores avaliaram a diversidade de genes nifH na microbiota do intestino posterior, sendo
identificados 12 genes nifH homodlogos, e entre 31 ¢ 100 homologos para outros componentes
da nitrogenase com nifD, nifK, nifE ¢ nifN, comprovando a presenga de bactérias fixadoras de
nitrogénio. Lilburn et al (2001) atribuiram a FBN no intestino posterior de térmitas & bactérias
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simbidticas do género Treponema sp.e a espiroquetas de vida livre, baseando-se também na
presenca de genes nifH no DNA gendmico.

Nestas interagdes ¢ importante considerar que a espécie de invertebrado, assim como o
tipo de residuo vegetal tem forte influéncia na composi¢do da comunidade microbiana.
Ohkuma & Kudo (1999) ao investigarem as comunidades de bactérias fixadoras de nitrogénio
associadas a diferentes espécies de térmitas, concluiram que cada térmita apresentava uma
comunidade simbidtica permanente e particular da espécie, diferindo tanto das outras
espécies, como da comunidade do ambiente natural (Correia, 2009).

No caso dos diplopodes, Byzov et al (1993) iniciou os primeiros estudos de
associagdes, que demonstrou possiveis simbioses com leveduras, actinomicetos e anos mais
tarde com bactérias. No entanto, como esses estudos foram conduzidos utilizando métodos de
cultivo em placa, uma grande quantidade da comunidade microbiana, representada pelos
micror-oganismos ndo cultivaveis sequer foi detectada.

Correia (2003) avaliou o efeito de diferentes tipos de residuos sobre a interacdo
“microrganismos-diplopodes” ao avaliar a transformag@o de serapilheira por diplopodes em
trés tipos de residuo vegetal, nas camadas L e F da serapilheira. Os residuos foram das
espécies arboreas Pseudosamanea guachapele, Acacia mangium e Eucalyptus grandis, os
quais foram oferecidos a trés espécies de diplopodes: Leptogoniulus sorornus, Trigoniulus
corallinus e Rhinocricus padbergi. A interacdo com a comunidade microbiana foi avaliada em
meios de culturas para bactérias totais, fungos, actinomicetos e pseudomonas presentes na
serapilheira e nas fezes das trés espécies de diplopodes. Os resultados demonstraram que a
passagem da serapilheira pelo tubo digestivo promoveu um aumento no nimero de bactérias,
redugdo no numero de fungos e actinomicetos e dependendo da espécie de diplopodes ambos
os efeitos para pseudomonas.

Neste mesmo estudo, uma analise através da amplificacdo do gene 16s rDNA e
fingerprint feita por DGGE (Eletroforese em Gel com gradiente desnaturante quimico),
verificou-se que a microbiota bacteriana associada a serapilheira era diferente da encontrada
nas fezes das espécies de diplopodes. Além disso, as comunidades bacterianas de Trigoniulus
corallinus e Leptogoniulus sorornus foram mais similares entre si do que em relagdo a
Rhinocricus padbergi. Como estas duas primeiras espécies possuem uma grande proximidade
taxonomica e filogenética, tendo sido inclusive ja classificadas dentro do mesmo género
(Shelley & Lehtinen, 1999), é possivel que os mecanismos de regulacdo das populagdes
microbianas tenham evoluido a partir de interagdes ja existentes em um ancestral comum a
estas espécies. Ao longo do tempo evolutivo, as modificacdes que foram ocorrendo durante o
processo de especiagdo destes diplopodes estiveram mais relacionadas a forma do corpo ¢ a
estrutura dos gonopddios do que a caracteristicas anatomicas e fisiologicas do tubo digestivo.

2.4  Avaliacido da Diversidade Microbiana com Ferramentas Moleculares

O estudo da diversidade de microrganismos sempre foi analisado através de
caracteristicas fenotipicas ou genotipicas dos organismos isolados. Tradicionalmente as
identificacOes de bactérias eram feitas de acordo com os meis de obtencdo de carbono e
energi, exigéncias nutricionais, meio de cultivo para seu crescimento, ¢ observagdes diretas
através do microscopio (Kennedy et al., 1999). Entretanto, o uso dessas metologias fornecia
informagoes limitadas com necessidade de maior refinamento (Zak et., 1994). Atualmente
varias metodologias tém sido desenvolvidas, dentre as quais se destacam aquelas baseadas nas
sequéncias de nucleotideos.

Nas ultimas décadas varios métodos moleculares estdo sendo desenvolvidos
aprimorados no avanco de estudos na variabilidade genética de microrganimos. Dentre as
técnicas mais utilizadas destacam-se: ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction
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Analysis) que consiste na analise de restricdo do rDNA amplificado; RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) que se baseia no polimorfismo do tamanho do fragmento;
RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) amplifica¢do aleatéria do DNA polimoérfico;
RISA (Ribosomal Intergenic Spacer Analisis) andlise do espago ribossomal intergénico;
DGGE (Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis) eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (Fagbola & Abang, 2004).

Associada as analises do gene 16S rDNA, a Metagendmica, surge nesse contexto, com
uma perpectiva de analise genomica de comunidades microbiana que independe de cultivo
(Schloss & Handelsman, 2005). Esta metodologia envolve extra¢do direta de DNA de
amostras ambientais, clonagem em vetor adequado, construcdo de bibliotecas gendmicas e
analise das sequéncias obtidas, que poderdo ser utilizadas para estudos filogenéticos,
distribuicdo e redundincia de fung¢des na comunidade, ligacdes génica, organizacdo do
genoma e transferéncia horizontal (Cowan et al., 2005).

Com estes avancos, o estudo da diversidade microbiana ambiental, os grupos de
microrganismos nunca antes cultivados foram detectados no ambiente pela analise das
sequencias de 16S e por meio da comparacdo com sequéncias depositadas em banco de bases
de dados publicos, observou que muitas delas perteciam a organimos filogeneticamente nao
relacionados as divisdes bacterianas ja existentes (Hugenholtz et al., 1998).

2.5 Celulases

As enzimas do grupo das celulases ¢ um complexo multienzimdatico, que clivam
ligacdes O-glicosidicas, e sdo divididas em trés grandes grupos, de acordo com seus locais de
atuacdo no substrato celulosico: Endoglucanases-EG que clivam ligagdes internas da fibra
celuldsica; Exoglucanase —EX que atuam na regido externa da celulose; e [B-glicosidadese —
BG (EC 3.2.1.21), que hidrolisa oligossacarideos soliveis em glicose (Lynd et al, 2002;
Castro &Pereira Jr, 2010).

As Endoglucanases (EG LILII e V; EC 3.2.1.4) - 1,4-B-D-glucana-4-glucano-
hidrolase. E a enzima do complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrélise (Castro
&Pereira Jr, 2010) esta enzima hidrolisa com mais afinidade as regides amorfas da fibra
celuldsica, produzindo oligossacarideos de diversos graus de polimerizagdo (GP) e
consequentemente, novos terminais, sendo um redutor (quando a glicose possui uma hidroxila
heterosidica livre) ¢ um ndo redutor (quando a hidroxila heterosidica da molécula da
extremidade participa de ligacdo com a glicose adjacente) (Lynd et al., 2002). Seu substrato
natural ¢ a celulose e xiloglicana, apresentando especificidade varidavel sobre
carboximetilcelulose (CMC), avicel (celulose cristalina), B-glicana e xilana. A estrutura das
EnGs foi estudada e revelaram a presenga de curtos lagos que criam um canal que
provavelmente permite a entrada da cadeia de celulose para a quebra (Rabelo, 2010).

Exoglucanase (EG I e II; EC 3.2.1.91): ¢ constituida por celobio-hidrolase (CBH) ¢
glucano-hidrolase (GH).

As CBHs (EC 3.2.1.91) — 1,4-B-D-glucana-celobio-hidrolase. Embora a ITUBMB
defina a CBH como catalisadora da hidrolise apenas dos terminais ndo-redutores da fibra
celulosica e oligossacarideos com (grau de polimeragdo) GP>3 em celobiose, ha relatos do
ataque de terminais redutores por enzimas (Lynd et al, 2002; Castro &Pereira Jr, 2010).

A CBH participa da hidroélise primaria da fibra e ¢ responsavel pela amorfogénese,
que ¢ um fendomeno ainda nao elucidado completamente, porem sabe-se que envolve uma
ruptura fisica do substrato, acarretando na desestratificagdo das fibras, pelo aumento das
regioes intersticiais (Castro & Pereira Jr, 2009). A amorfogénese promove aumento na taxa de
hidrdlise da celulose, por tornar amorfas as regides cristalinas do polimero, deixando-o mais
expostas as celulases (Zhang & Lynd 2004b). A CBH ainda pode ser divida em dois tipos:
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enzima do tipo (CBHI), que hidrolisa terminais redutores (R), enquanto que a enzima (CBHII)
hidrolisa terminais ndo redutores (NR) ((Lynd et al, 2002; Castro &Pereira Jr, 2010) estas
enzimas as celobio- hidrolases apresentam em sua estrutura uma regido responsavel pela
ligacdo da molécula ao substrato (CBD — cellulose binding domain) e sofrem inibi¢do pelo
seu produto de hidrolise, a celobiose (Awafo, 1998). Os modelos padrdes de inibi¢do, ou seja,
inibicdo competitiva, ndo-competitiva, ou uma mistura destas, tem se mostrado dependente do
tipo de ligagcdo com a celulase, da concentragdo de enzimas, da area de superficie da celulase
acessivel as enzimas, da razdo enzima/substrato, da natureza e concentra¢do do substrato ¢ da
variagdo da atividade de -glicosidase (Gruno et al., 2004).

As GH (EC 3.2.1.74) — 1,4-B-D-glucana-glucano-hidrolase, ¢ pouco reportada, mas

possui estratégia de hidrolise da fibra celuldsica de elevada importancia, pois € capaz de
liberar glicose diretamente do polimero (Lynd et al., 2002).
B-glucosidadeses (BG) ou B-glicosideo gluco-hidrolase —(EC 3.2.1.21) — esta enzima tem a
propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soliveis (GP<7) em glicose (Lynd &
Zhang, 2002). Assim como a CBH, também ¢ reportada com a caracteristica de sofrer inibigado
por seu produto de hidrolise (Awafo et al., 1998).

Individualmente, uma tnica enzima do complexo celulolitico ¢ incapaz de hidrolisar a
celulose de maneira eficiente, sendo necessaria a agdo complementar e sinérgica do complexo
celulolitico e da B-glicosidase (Bon et al., 2008).
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3 CAPITULO I

DIVERSIDADE BACTERIANA ASSOCIADA AO TRATO DIGESTIVO
DE INVERTEBRADOS SAPROFAGOS
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3.1 RESUMO

Interagdes entre invertebrados saprofagos e microrganismos sdo essenciais para a manuten¢ao
e funcionamento dos ecossistemas do solo. Estas intera¢des afetam diretamente a degradacdo
da matéria organica e a ciclagem de nutrientes. O trato intestinal de invertebrados ¢ habitado
por uma grande diversidade de microrganismos, ¢ esta diversidade esta intimamente associada
ao alimento ingerido por estes invertebrados. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de
procariotos associados ao trato intestinal de Trigoniulus corallinus, Cubaris murina e
Pycnoscelus surinamensis. A espécie Trigoniulus corallinus, foi coletada e incubada durante
60 dias. Dentro das diferentes dietas oferecidas incluia duas leguminosas: Flemingia
(Flemingia macrophylla) (Willd.) e Gliricidia (Gliricidia sepium) (Jacq), uma graminea:
grama (Paspalum notatum) (Fliiggé) e trés materiais recalcitrantes: papeldo, sabugo de milho
e fibra de coco. A partir destes materiais obtivemos seis tratamentos, sendo eles: Tratamento 1
(30% de flemingia + 40% de grama + 30% papeldo), Tratamento 2 (30% de flemingia + 40%
de grama + 30% sabugo de milho), Tratamento 3 (30% de flemingia + 40% de grama + 30%
fibra de coco), Tratamento 4 (30% de gliricidia + 40% de grama + 30% papeldo), Tratamento
5 (30% de gliricidia + 40% de grama + 30% sabugo de milho) e Tratamento 6 (30% de
gliricidia + 40% de grama + 30% fibra de coco). As outras duas espécies de invertebrados
também foram investigadas neste estudo: Pycnoscelus surinamensis € Cubaris murina, que
colonizaram espontaneamente o experimento. As amostras foram coletadas apos 60 dias de
incubagdo. Foram selecionados aleatoriamente cinco individuos de cada espécie, para
remover o ter¢o posterior do trato intestinal, em seguida foram tratados em ultrassom e
estocado a -60C. Procedeu-se a extragdo de DNA, que posteriormente foram realizadas
analise PCR/DGGE utilizando o gene 16S rDNA, para o dominio Bacteria foram utilizados
os primers 968 GC ¢ 1401R, para o dominio actinobactérias 243F ¢ 1401R. Bandas de DGGE
foram clonadas e sequenciadas utilizando o dominio Bacteria com os seguintes primers 341F
e 907R. Os resultados obtidos mostraram que os perfis de bandas de DGGE para os dominios
Bacterias e Actinobactéria se agruparam fortemente entre os invertebrados da mesma espécie,
apos 60 dias de incubagdo. Os perfis do tratamento T1 (flemingia + grama + papeldo)
apresentaram se mais distante dos demais, a presenca da leguminosa gliricidia na composicao
dos tratamentos, respondeu sensivelmente, apresentando uma alta similaridade entre os perfis.
E as sequéncias das bandas clonadas identificou de trés filos, Proteobacteria, Firmicutes e
Bacteroidetes, o filo Proteobacteria, apresentou o maior numero de géneros identificados,
sendo eles Enterobacter, Buttiauxella, Serratia , Kluyvera e Pantoea.

Palavras chave: Invertebrados saprofagos. Diversidade de microrganismos. Andlise de
DGGE.
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3.2 ABSTRACT

Interactions between saprophages invertebrates and micro-organisms are essential for the
maintenance and functioning of the soil ecosystem. These interactions directly affect the
degradation of organic matter and nutrient cycling. The invertebrate intestinal tract is
populated by a large variety of microorganisms, and this diversity is closely related to food
ingested by these invertebrates. The aim of this study was to evaluate the profile of
prokaryotes associated with the intestinal tract of Trigoniulus corallinus, Cubaris murine and
Pycnoscelus surinamensis. The species, Trigoniulus corallinus was collected and incubated
for 60 days. Within the different diets offered included two legumes: Flemingia (Flemingia
macrophylla) (Willd.) And Gliricidia (Gliricidia sepium) (Jacq), a grass: grass (Paspalum
notatum) (Fliiggé) and three recalcitrant materials: paperboard, corn cob and coconut fiber.
From these materials they had six treatments, as follows: Treatment 1 (30% flemingia + 40%
grass + 30% paperboard), Treatment 2 (30% flemingia + 40% grass + 30% corn cob),
Treatment 3 (30% flemingia + 40% grass + 30% coconut fiber), Treatment 4 (30% gliricidia +
40% grass + 30% paperboard), treatment 5 (30% gliricidia + 40% grass + 30% corn cob) and
treatment 6 (30% gliricidia + 40%grass + 30% coconut fiber). The other two species of
invertebrates were also investigated in this study: Pycnoscelus surinamensis and Cubaris
murine that spontaneously colonized the experiment. Samples were collected after 60 days of
incubation. Randomly five individuals of each species were selected to remove the posterior
third of the intestinal tract, and then were treated in ultrasound and stored at -60 C. Proceeded
to the extraction of DNA, which subsequently PCR / DGGE analysis were performed using
the 16S rDNA gene for the domain Bacteria primers 968 GC and 1401R were used for
actinomycetes domain 243F and 1401R. DGGE bands were cloned and sequenced using the
Domain Bacteria with the following primers 341F and 907R. The results showed that the
profiles DGGE bands for Bacteria and Actinobacteria areas heavily clustered between the
invertebrate species of the same after 60 days of incubation. The profiles of the T1 (Flemingia
+ grass + paperboard) had become more distant from the others, the presence of the legume
gliricidia in the composition of the treatments, responded significantly, presenting a high
similarity between profiles. And the sequences of the cloned bands identified three phyla
Proteobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes, phylum Proteobacteria, with the largest number
of genera identified, namely Enterobacter, Buttiauxella, Serratia, Kluyvera and Pantoea.

Key words: Saprophages invertebrates. Diversity of microorganisms. DGGE of analysis.
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3.3 INTRODUCAO

A comunidade microbiana do solo ¢ altamente diversificada (Robe et al., 2003), com o
mais alto nivel de diversidade procaridtica (Roesch et al., 2007). Assim, aspectos ecoldgicos
sdo interessantes no estudo das associa¢des de microrganismos e invertebrados do solo.

A investigacdo das relacdes simbidticas entre microrganismos e invertebrados ¢ um
dos principais campos da ecologia microbiana do solo. A simbiose envolve a coexisténcia de
duas ou mais espécies, com o mais elevado grau de associagdo, tanto na parte externa, quanto
no interior de tecidos e 6rgdos (Byzov et al., 2008).

O sistema digestivo dos invertebrados de solo apresenta uma vasta variedade de
microrganismos e envolve véarias associagdes entre eles. Uma delas é responsavel pela
manutengdo do ecossistema do solo, com os processos de decomposi¢do da matéria organica e
ciclagem de nutrientes. Um exemplo bem conhecido ¢ a simbiose do trato digestivo de
térmitas, assim como suas funcdes (Konig et al, 2006). Além dos térmitas, estudos de
simbiose com outras espécies de invertebrados e microrganismos também sdo estudas em
oligoquetos, diplopodes, isdpodes entre outros.

As interacdes entre invertebrados e microrganismos sdo reconhecidas por diversos
autores, que relatam que alguns microrganismos contribuem para a nutricdo dos invertebrados
e produzem enzimas responsaveis pela quebra de alimentos ingeridos, e em alguns casos
liberam enzimas contra patdégenos (Walker et al.,, 1999). As intera¢cdes nutricionais da
microbiota intestinal podem aumentar a sobrevivéncia dos invertebrados, sob condigdes de
dietas abaixo do ideal, e melhorar a eficacia da digestdo e fornecer enzimas digestivas ou até
mesmo vitaminas (Dillon & Dillon, 2004). Além do aspecto nutricional, as interacdes
produzem vasta variedade de enzimas digestivas do material vegetal ingerido pelos
invertebrados.

Mudancas no uso da terra e aporte de residuos vegetais alteram a dieta de
invertebrados que consequentemente ird alterar a comunidade de microrganismo no trato
intestinal, assim como as taxas do processo de decomposi¢ao.

Para estudos de avaliagdo de comunidades microbianas no trato intestinal de
invertebrados, Knapp et al (2009 a) usaram PCR- DGGE e avaliaram alteracdo da diversidade
no trato intestinal de C. Fulviceps, sob diferentes dietas. A analise de DGGE ¢ uma
ferramenta que expressa impressao digital rapida e simultdnea de varias amostras, podendo
estabelecer comparativo da diversidade local com base em perfis de banda. A técnica PCR-
DGGE ¢ muito usada nos estudos de diversidade, para caracterizar a populagdo microbiana.
Contudo a técnica mostra apenas a filogenia de organismos dominantes e as informagdes de
sequéncias obtidas por excisdo de bandas em gel sdo limitadas (Muyzer et al., 1993).

Em contraste, a clonagem do DNA genémico € mais demorada, porém proporciona
informagdes detalhadas sobre a sequéncia estendida (Ward et al., 1990). A combinagdo de
métodos moleculares, incluindo DGGE e clonagem ¢, portanto adequada para ter uma visao
profunda da comunidade microbiana, e tem sido aplicado com sucesso para o trato intestinal
de cupins e espécies de coledpteros (Schmitt -Wagner et al., 2003; Egert et al., 2005).

E importante salientar que o objetivo inicial deste trabalho era investigar somente uma
espécie de invertebrado o gongold Trigoniulus corallinus, o qual foi coletado em pilhas de
compostagem e incubado em dietas com: leguminosas sendo elas, Flemingia (Flemingia
macrophylla) (Willd.) e Gliricidia (Gliricidia sepium) (Jacq), graminea: grama (Paspalum
notatum) (Fliiggé) e materiais recalcitrantes: papeldo, sabugo de milho e fibra de coco. No
entanto, duas semanas apds o inicio do experimento, observamos a colonizagdo espontanea de
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duas espécies de invertebrados saprofagos: o tatuzinho- de- jardim Cubaris murina (Brandt,
1833) e a barata Pycnoscelus surinamensis (Linnaeus, 1758).

Referindo-se a duas espécies saprofagas de importancia na fagmentacdo de residuos
vegetais e na decomposi¢do da matéria organica, a C. murina e P. surinamensis, o objetivo
deste capitulo foi avaliar também a estrutura da comunidade bacteriana de ambas as espécies
que posteriormente foram comparadas dentro das analises realizadas neste trabalho.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia, nos
Laboratorios de Fauna do Solo, Ecologia Microbiana e Multiusudrio de Biologia Molecular
da Embrapa Agrobiologia, Seropédica, Rio de Janeiro. As analises de clones das bandas
incisadas foram realizadas no laboratério de Microbiologia, no Departamento de Ciéncia da
Vida, na Universidade de Coimbra, Portugal.

3.4.1 Coleta e descricao dos invertebrados saprofagos

Os invertebrados foram obtidos a partir de um experimento montado no Campo
Experimental da Embrapa Agrobiologia, no Sistema Integrado de Producdo Agroecologica
(SIPA) no municipio de Seropédica, RJ, (Figura 4), no periodo de janeiro a marco de 2011 e
abril a junho de 2012. Estes esperiementos foram repetidos duas vezes para fins de
comparac¢oes de dados. Os dois experimentos foram utilizados, diferentes residuos orgénicos,
com composi¢do ligninocelulosicas e relagdo C/N distintas. Os residuos adicionados eram a
base de leguminosas: Fleminga (Flemingia macrophylla) (Willd.) e Gliricidia (Gliricidia
sepium) (Jacq), graminea: grama (Paspalum notatum (Fliiggé) e materiais recalcitrantes:
papelao, sabugo de milho e fibra de coco, que posteriormente foram oferecidos e consumidos
pelos diplopodes da espécie Trigoniulus corallinus (Gervais, 1847) (Diplopoda: Spirobolida).
Neste experimento, houve a adig¢do intencional de 500 ml, aproximadamente 900 individuos
de T. corallinus, como agentes da compostagem deste residuos, pelo periodo de 60 dias, em
condi¢cdes de umidade controlada e temperatura ambiente. As outras duas espécies de
invertebrados investigadas neste estudo:  Pycnoscelus surinamensis (Linnaeus, 1758)
(Blattodea: Blaberidae) e Cubaris murina (Brandt, 1833) (Crustacea: Isopoda), colonizaram
espontaneamente o experimento. O experimento foi constituido por seis tratamentos
distribuidos em blocos ao acaso com quatro repeti¢cdes,conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos de residuos vegetais oferecidos para o diplopode da espécie
Trigoniulus corallinus (GERVAIS, 1847).

Tratamentos Leguminosas Gramineas Reﬂ?gtl:::;es ReClzlllgao
T1 Flemingia 30 % Grama 40 % Papelao 30 % 134,85
T2 Flemingia 30 % Grama 40 %  Sabugo de milho30 % 46,53
T3 Flemingia 30 % Grama 40 % Fibra de coco 30 % 47,63
T4 Gliricidia 30 %  Grama 40 % Papelao 30 % 127,67
T5 Gliricidia 30 %  Grama 40 %  Sabugo de milho 30% 39,36
T6 Gliricidia 30 % Grama 40 % Fibra de coco 30 % 40,45

Os trés invertebrados saprofagos estudados neste trabalho sdo decompositores
primarios, se alimentam de material ligninoceluldsico, e a partir de interagcdes simbidticas
realizam a digestdo deste material consumido. De modo geral a forma e complexidade do
aparelho digestivo esta relacionada com os habitos alimentares dos invertebrados.

A espécie Trigoniulus corallinus (Gervais, 1847) (Diplopoda: Spirobolida), ¢ um
diplépode, conhecido popularmente como gongolo, embua e piolho-de-cobra (Figura 5/A),
com provavel origem no sudoeste asiatico. Este invertebrado ¢ facilmente encontrado em
pilhas de compostagem e serapilheira em areas de clima tropical (Passos, 2010). Apresentam
um trato intestinal dividido em trés partes: a primeira ¢ o intestino anterior (foregut), o
segundo o intestino médio (midgut) e o terceiro € o intestino posterior (hindgut) (Figura 6/A).
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O intestino posterior ¢ um compartimento tamponado, aerdbico e onde ocorre a maior
atividade microbiana na ordem de 1,5+6,7 X10'° UFC (Cazemier et al., 1997).

Fotn: Maria Bizabath Femandes Cornsis

Figura 4. Area de experimentacio de residuos organicos oferecidos aos diplépodes no
Sistema Integrado de Produgdo Agroecologica (SIPA) Seropédica, RJ.

Cubaris murina (Brandt, 1833) (Crustacea: Isopoda), o tatuzinho-de-jardim, ¢ uma
espécie introduzida no Brasil (¢ em muitas partes do mundo; tem distribuicdo pantropical)
(Figura 5/B). Apresentam um importante papel na reciclagem de matéria organica, pois sdo
capazes de fragmentar uma grande quantidade de serapilheira. O sistema digestivo tripartite
de isopodes terrestres (Figura 6/B) consiste em um intestino anterior (foregut) compreendendo
esofago e estdbmago (proventriculo), um intestino médio (midgut) representado principalmente
pelas glandulas do intestino médio tubular (hepatopancreas) e um intestino grosso. Este
ultimo consiste em duas partes anatomicamente e funcionalmente diferentes, uma cémara
anterior e a regido papilas com reto, que sdo inervados por nervos separados (Molnar et al,
1998).

Pycnoscelus surinamensis (Linnaeus, 1758) (Blattodea: Blaberidae), ¢ uma espécie
exotica, e unica do género Pycnocelus Scudder encontrada no Brasil (Figura 5/C).

Encontra-se em ambientes tropicais e subtropicais de todo o mundo (Pallens &
Grandcolas, 2002 a). E considerada uma espécie peridoméstica, ou seja, ndo sdo encontradas
em ambientes domésticos (Grandcolas, 1998 b). Esta espécie se estabelece em areas
perturbadas por atividade antropica (construgdo, jardins, estufas, granjas) (Pallens &
Grandcolas, 2002b). No entanto ¢ frequentemente relatada que a P. surinamensis ¢ uma praga,
uma vez que pode ser facilmente transportado em vasos de plantas e € capaz de destruir
grande variedade de plantas e culturas (Bell et al., 2007). O sistema digestivo dos Blattodea ¢
muito semelhante aos dos térmitas (Figura 6/C). Em geral, compreende boca, esofago,
glandulas salivares, intestino anterior, intestino médio e intestino posterior. Seu sistema
digestivo ¢ distintamente grande (Watanabe & Tokuda, 2010) e o intestino grosso de térmitas
superiores mostra uma estrutura mais complexa em comparag@o com os de Blattodea.
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Figura 5. (A) Trigoniulus corallinus (GERVAIS, 1847) (Diplopoda: Spirobolida). (B)
Cubaris murina (Brandt, 1833) (Crustacea: Isopoda) e (C) Pycnoscelus surinamensis
(Linnaeus, 1758) (Blattodea: Blaberidae). Fotos A e B: Maria Elizabeth Fernande
Correia, Foto C: Rafael Nogueira Scoriza).

Figura 6. (A) Diagrama esquematico do trato intestinal Craspedosoma alemannicum com o
trato intestinal seccionado em Foregut, Midgut ¢ Hidgut (modificado de Kohler et al.,
1991). (B) Anatomia do sistema O sistema disgestivo de Porcellio scaber. (S) vista
dorsal do estomago, (MQG) glandula do intestino médio, (AC) hindgut consistindo de
camara anterior, com tifossole (T), (P) papilate regido e (R) reto (Kostanjsek et al.,
2006). (C) Morfologia do trato intestinal de Dictyoptera (F) intestino anterior, (M)
intestino médio, (C) colon e (R) reto (Brune, 2006).
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3.4.2 Extracao do trato intestinal posterior (hindguf), dos invertebrados saprofagos

Apbs o periodo de 60 dias os organismos foram retirados do experimento, sendo
amostrada a comunidade bacteriana associada a porg¢ao final do trato intestinal dos
invertebrados saprofagos coletados: Trigomniulus corallinus, Cubaris murina e Pycnoscelus
SUrinamensis.

Desta forma, foram selecionados ao acaso cinco individuos de cada espécie por
tratamento (Tokuda & Watanabe, 2007). Estes foram anestesiados em éter por 10 minutos e
em seguida desinfestados superficialmente com alcool a 70% e dissecados em lupa. O sistema
digestivo foi todo removido e seccionado a por¢do posterior (hindgut), o qual foi
acondicionado em 1,0 mL de solucdo de Ringer: 47 mM NaCl, 183 mM KCI, 10 mM Tris-
HCI, pH 6.8 (Cazemier et al., 1997) (Figura?7).

Figura 7. Trato digestivo de Trigoniulus corallinus. A: Diplépode ainda intacto ja
desinfestado superficialmente. B: Diplopode com carapaga retirada e o trato intestinal
ou “gut” exposto. C: Figura detalhando as divisdes do trato intestinal em intestino
media ou “midgut”, zona de tamponamento (transi¢do), intestino posterior ou
“hindgut” e anus (Final gut). (Esquema: Passos, 2010).

3.4.3 Extracdo do DNA da comunidade bacteriana associado a porc¢ao final (hindgut)
do trato intestinal dos invertebrados saprofagos

Ap6s a extracdo da porcdo final, descrita no item 3.2.2, foi retirada uma amostra de
cerca de lg para extracdo do DNA dos microrganismos aderidos em 1,0 mL de solugdo de
Ringer. As amostras foram entdo tratadas em vortex por 30 segundos a velocidade maxima,
deixadas por 15 minutos em geladeira e tratados em um ultrassom por 45 segundos. Os
microtubos foram centrifugados por 15 minutos a 9300g, sendo descartado o sobrenadante e o
“pellet” submetido a extragdo de DNA. Utilizou-se o kit comercial “Ultra Clean Soil DNA
Kit” (MoBio), seguindo-se as instru¢des do fabricante. A eficiéncia da extracio do DNA
genomico purificado foi comprovada mediante eletroforese em um gel de agarose 1%. Em
seguida o0 DNA foi amplificado por PCR, cujos procedimentos estdo descritos nos itens 3.2.7.

3.4.4 Iniciadores universais para DGGE, usados para a amplificacio do gene 16S
rDNA

As analises das estruturas da comunidade de bactérias do trato intestinal dos animais
saprofagos estudados foram realizadas por PCR-DGGE. O DNA template, foi utilizado para a
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amplificacdo da regido varidvel V6 - V8, utilizando-se os iniciadores 968GC e 1401R da
regido do genel6S rDNA (Tabela 2).

A reacdo de PCR foi realizada para um volume final de 30ul, contendo 3ul de DNA
template, 1,25uM de MgCl,, 0,25uM de dNTP; 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase, Kit
PCR - Master Mix 2X (Promega ®);0,2uM de cada oligonucleotideos iniciador. A reagdo foi
conduzida em um termociclador nas seguintes condicdes: desnaturagdo inicial de 93°C por 5
minutos, 35 ciclos com desnaturacdo de 93°C por 1 minuto, anelamento a 62°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 2 minutos e extensdo final a 72°C por 10 minutos.

3.4.5 Iniciadores para o grupo Actinomicetos para DGGE, usados para a amplificacido
do gene 16S rDNA

Para a amplificagdo do grupo dos Actinomicetos em reacdo de PCR-DGGE. O DNA
template, foi utilizado para a amplifica¢do, utilizando-se aos iniciadores 243F e 1401R
(Tabela 2).

A reacdo de PCR foi dimensionada para volume final de 30pl contendo 3ul de DNA
template, 1,25uM de MgCl,. 0,25uM de dNTP; 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase, Kit
PCR - Master Mix 2X (Promega ®); 0,2uM de cada oligonucleotideos iniciador. A reagdo foi
conduzida em um termociclador nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial de 94°C por 5
minutos, 25 ciclos com desnaturacdo de 93°C por 1 minuto, anelamento a 63°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 2 minutos e extensao final a 72°C por 10 minutos.

3.4.6 Iniciadores dominio Bacteria para DGGE, usados para a amplificacio do gene
16S rDNA e clonagem de bandas

Para o0 DGGE e Clonagem de bandas foi utilizado o par de primers 341F-GC/907 e para
a reamplificacdo de bandas do gel de DGGE, foi utilizados o mesmo par de primers, porém,
sem a cauda de GC (Tabela 2).

A reagao de PCR foi dimensionada para volume final de 30ul contendo 3ul de DNA
template, 1,25uM de MgCl,. 0,25uM de dNTP; 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase, Kit
PCR - Master Mix 2X (Promega ®); 0,2uM de cada oligonucleotideos iniciador.

A reacdo foi conduzida em um termociclador nas seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial de 95°C por 5 minutos, 32 ciclos com desnaturacao de 95°C por 1 minuto, anelamento
a 53°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos ¢ extensao final a 72°C por 10 minutos.
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Tabela 2. Sequéncias de nucleotideo e grupo alvo dos primers utilizados para a
amplificacdo de PCR/DGGE do fragmento do gene 16S rDNA.
Grupo Alvo

Primer Sequéncia (5° - 3°) (Eubacterias) Referéncia
27F ?gé ngg KgA Tee RNAr 16S/Bacteria Lane, 1991
1492R ﬁ?,l(.,jAG g (g{ éTCTC T1G Universal/16S Lane, 1991
968F*GC é’?’l("j AGg GAAG AAC Universal/16S Heuer et al., 1997
1401R (C}gg Egé ggz%%% Bacteria Heuer et al., 1997
243F ggé g?ﬁ GCC CGC Actinomycetales Heuer et al., 1997
341F*GC iggi%G GGA GGC Bacteria Muyzer et al.,1993
907R %’? ((}} zgﬁ? ,?,E TeeT Universal/16S Muyzer et al.,1998

*Para estabilizar a migracao das bandas durante 0 DGGE, uma sequéncia rica em GC foi unida a
extremidade 5° do primer: 5> CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3’.
(Muyzer et al.,1993)

3.4.7 Eletroforese em gel de agarose

Os acidos nucleicos, tais como extratos de DNA gendmico e produto de PCR, foram
analisados mediante eletroforese horizontal. Para isto foram preparados géis de agarose 1%
em TBE 0,5X (89 mM Tris base, 89 mM Acido bérico e 2,0 mM EDTA, pH 8,0) e utilizando-
se 2 ulL da amostra e 2 uL de corante (0,5% azul de bromofenol, 40% sacarose, 0,1 mol/L de
EDTA, 5% de SDS). Para determinar o peso molecular e a concentragdo do DNA foi utilizado
o marcador de 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram corados em solu¢do de brometo
de etidio 10ppm e fotografados em sistema Kodak GL100.

3.4.8 Anailises por PCR-DGGE (Gel de eletroforese em gradiente de desnaturante)

O acesso a comunidade de bactérias independentemente de isolamento e cultivo foi
feito pela técnica de PCR-DGGE, no qual amostras de trato intestinal de invertebrados
saprofagos tiveram o DNA total extraido e a regides do 16S rDNA de bactérias amplificadas
por PCR para analise de DGGE. Para a obtencdo do DNA total e amplificagdes,
procedimentos descritos nos itens (3.2.4), (3.2.5) e (3.2.6). Apos a confirmagdo da
amplificacdo das amostras, 30 pL de cada amostra amplificada foi aplicado ao gel, adicionada
de 5 pL de corante (0,5% azul de bromofenol, 40% sacarose, 0,1 mol/L de EDTA, 5% de
SDS) e submetidos a eletroforese em gradiente de desnaturante quimico. O gradiente de 45%
- 65% desnaturacdo de uréia-formamida TAE 0,5X (120 V - 70 mA) por 16 horas (ZILLI et
al., 2003), com o equipamento Bio-Rad. Como marcador para normalizagdo dos géis foi
utilizada uma amostra formada pela mistura da amplificacdo do DNA do gene 16S de quatro
microrganismos (Sinorhizobium fredii, Azospirillum brasilense, Burkholderia sp., Rhizobium
tropici 11A) cujas posicdes das bandas no gel sdo conhecidas.

Os géis forma corados em brometo de etidio (1pug/mL) por trinta minutos, lavados em
agua destilada por cinco minutos e logo depois observados em um transiluminador com luz
ultravioleta. A imagem do gel foi digitalizada e com o auxilio do programa BioNumerics, foi
montado dendrograma de similaridade entre os tratamentos, utilizando-se o coeficiente de
similaridade Jaccard ¢ o método de agrupamento UPGMA (“Unweighted pair-group
method”).
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3.4.9 Amostras para clonagem em vetor

Para a clonagem foram utilizados os primers 341F-GC e 907R. As bandas que
apresentaram maiores contraste, ou seja, os padroes de bandas de DGGE mais evidentes,
foram recortadas e novamente amplificadas, seguindo o mesmo protocolo descrito no item
(3.2.6), exceto para o primer 341F sem a cauda GCclamp. Apos a confirmacdo da
amplificagio, estas foram purificadas com o Kit OMEGA Bio-Tek" conforme orientagdo do
fabricante.

A clonagem foi realizada segundo o protocolo do pGEM-T easy vector (Promega,
Madison, Estados Unidos). O sistema se baseia na inser¢do do fragmento a ser clonado, neste
caso o rDNA / 16S, em um vetor plasmidial. A enzima T4 DNA ligase foi utilizada para
catalisar a ligacdo entre as extremidades adesivas do plasmidio aberto (timina) e os residuos
de adenina das extremidades do inserto gerado durante a amplificagdo pela Taq polimerase.
Os produtos das ligagdes vetor/inserto foram introduzidos em células quimicamente
competentes de Escherichia coli e plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB)/ ampicilina. Nas
placas de Petri que apresentam coldnias brancas, contém os plasmideos com os genes
clonados de RNAr 16S e as azuis, que contém os plasmideos sem os genes do rDNA / 16S.
Cinco colonias brancas de cada placa foram inoculadas em 5ml de meio -liquido LB, e
incubadas em agitagdo a 37 C durante 12 horas, para obter o DNA plasmidial a partir destes
cultivos. A extragdo do DNA plasmidial foi purificada com o Kit Plasmid OMEGA E.ZN.A”
seguindo orientagdo do fabricante.

3.4.10 Analise filogenética das sequéncias

As sequéncias de DNA dos isolados e o DNA plasmidial, foram sequenciados na
Macrogen (Holanda).

As sequéncias obtidas apos o sequenciamento, foram comparadas com o banco de dados
NCBI, utilizando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para a
identificacd das sequéncias mais proximas e em seguida a confec¢do da arvore filogenética.

As amostras foram alinhadas com outras sequéncias de mesma afiliagdo taxondmica
em nivel de filo ou classe. A partir deste alinhamento, foi construida uma arvore filogenética
aplicando-se o método Neighor-Joining no Programa Mega 5.1, Anélise de Bootstrap com
100 réplicas.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Analise de diversidade através do 16S rDNA utilizando iniciadores universais

A partir do extrato bruto do trato intestinal das trés espécies de invertebrados
saprofagos Trigoniulus corallinus, Cubaris murina e Pycnoscelus surinamensis, foi realizada
a extracdo de DNA, da comunidade microbiana. O DNA extraido foi utilizado, para a
amplificacdo dos fragmentos especificos da regido V3 do rDNA 16S de microrganismos de
dominio Bacteria, utilizando - se os seguintes pares de iniciadores: 968F/GC e 1401R. Estes
iniciadores amplificaram um fragmento do DNA de 433pb. Para confirmar a amplificacdo e
concentragdo DNA suficiente para serem utilizadas nas técnicas de DGGE, as amostras foram
submetidas em gel de agarose a 1% como mostra a (Figura 8), onde foi possivel visualizar
bandas com tamanho correspondente para o par de iniciadores utilizados, indicando que os
fragmentos de DNA amplificados podem ser empregados na realizagdo da técnica proposta.

O método da PCR-DGGE ¢ um método utilizado para analisar a diversidade de um
modo geral. Varias amostras podem ser analisadas simultaneamente, tornando possivel
acompanhar a evolug@o da populacdo microbiana, em um sitio de interesse (Muyzer &Smalla,
1998). A PCR- DGGE pode detectar apenas 1-2% da populagcdo microbiana representando
espécies dominantes (Muyzer et al., 1993). Andlises de clones do 16S rDNA foram abordadas
para ser mais representativo em termos qualitativos. A PCR-DGGE revelou complexos perfis
de bandas, nas diferentes amostras avaliadas.

E
=
B

Figura 8. Gel de agarose a 1,0% contendo DNA amplificado das seguintes amostras:, A -
Trigoniulus corallinus: Marcador 1Kb, 1 (T1T), 2(T2T), 3(T3T), 4(T4T), 5(T5T),
6(T6T), B - Cubaris murina: Marcador 1Kb,1(T1C), 2(T2C), 3(T3C), 4(T4C),
5(T5C), 6(T6C); C - Pycnoscelus surinamensis: Marcador 1Kb; 1(T1P), 2(T2P),
3(T3P), 4(T4P), 5(T5P), 6(T6P).

O agrupamento dos diferentes perfis ¢ apresentado na figura 9. De acordo com o
dendrograma, o principal fator que contribuiu para o agrupamento dos perfis foi a origem do
DNA microbiano, ou seja, a espécie de invertebrado. E possivel observar a formagio de
agrupamentos em niveis distintos de similaridade (indicados pelas setas). Esses resultados
relevam diferencas nos graus de intimidade e complexidade da comunidade dos
microrganismos associados no trato intestinal dos diferentes saprofagos.

Uma analise global da diversidade bacteriana associada ao trato intestinal das trés
espécies de invertebrados revela uma sobreposi¢do muito baixa entre as comunidades (10 %
de similaridade). E possivel identificar trés grupos distintos (1,2 ¢ 3). O grupo 1 é formado
por perfis de amostras do trato intestinal de Trigoniulus corallinus, submetido as seis
diferentes dietas. Este grupo apresenta similaridade interna minima de 30%. Os perfis T5T e
T6T apresentaram a maior similaridade de 75% dentro do grupo. Esta similaridade entre estes
perfis pode estar relacionada a composicdo da dieta oferecida, embora sejam diferentes,
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ambos apresentam relacdo C/N muito proxima (Tabela 1) estes tratamentos TS5 e T6
apresentam em sua estrutura materiais recalcitrantes diferentes (sabugo e fibra de coco) que
neste caso ndo foi sensivel para diferir os tratamentos, porém apresentam a mesma
leguminosa (Gliricidia) o que pode ter sido determinante na alta similaridade destes perfis.

O grupo 2 inclui perfis de amostras vindas do trato intestinal de Cubaris murina e um
perfil de amostra oriunda de (T1T) de Trigoniulus corallinus. Embora o perfil da amostra T1T
tenha sido agrupada juntos com os perfis de amostras de Cubaris murina, esta foi considerada
um outgroup, mostrando ser diferentes das demais amostras do grupo 2. De maneira
semelhante os perfis T5T e T6T do (grupo 1), os perfis T5SC e T6C dentro do grupo 2,
apresentaram uma alta similaridade de (85%) , confirmando que os tratamentos provenientes
de Gliricidia, podem ter influenciado sensivelmente na populagdo microbiana do trato
intestinal de Cubaris murina. Gliricidia sepium é uma espécie de leguminosa arborea, cujos
residuos apresentam baixa relagdo C/N.

Por fim o grupo 3 foi formado por amostras do trato intestinal de Pycnoscelus
surinamensis. Dentro deste grupo os perfis T3P e TSP foram os que apresentaram a maior
similaridade de (84%), embora sejam tratamentos com composi¢des diferentes T3 e T5
(Tabela 1), ambos apresentam uma baixa relagdo C/N, que neste caso, pode ter ocasionado um
equilibrio na populacdo bacteriana no trato intestinal de Cubaris murina aproximando estes
perfis. Entretanto, a comunidade microbiana de P. surinamensis mostrou-se mais distinta
quando comparada a comunidades dos grupos 1 e 2, apresentando similaridade de 10% com
os demais grupos. Por outro lado, o T. corallinus (grupo 1) e C.murina (grupo 2), possuem
comunidades bacterianas intestinais mais semelhantes. Onde foi possivel verificar que elas
possuem 28% de similaridade, no entanto mesmo sendo mais semelhantes, entre os trés gupos
formados, € considerada uma similaridade baixa.

Nota-se que o perfil T1P, uma amostra proveniente das comunidades microbianas
associadas ao trato intestinal de P. surinamensis, apareceu isolado, sem agrupamento
consistente. Este perfil T1P apareceu distante do seu grupo 3, apresentando somente 10 % de
similaridade, e com maior similaridade com os perfis das comunidades vindas dos tratos
intestinais de 7. corallinus (grupo 1) e C.murina (grupo 2). Este resultado de distanciamento
do perfil, do tratamento T1 flemingia + grama + papeldo, juntamente com os outros perfis de
T1T e T1C, pode estar relacionado a composi¢do do tratamento, com a alta relacdo C/N de
134,85, onde as comunidades bacterianas mostram-se mais sensiveis a esta dieta. Com base
nestes padrdes, ¢ possivel deduzir que as comunidades bacterianas dos tratamentos T1T e
T1P, durante 60 dias, foram sensiveis a dieta T1 oferecida.

A maior semelhanga entre os perfis de comunidades bacterianas das espécies T.
corallinus (grupo 1) e C.murina (grupo 2), pode estar relacionada, ao fato que estas duas
espécies apresentam habitos alimentares e sistema digestivos mais semelhantes entre si, em
relagdo a espécie P. surinamensis (grupo 3). Outro fator importante ¢ a mobilidade mais
reduzida em busca de alimentos da espécie P. surinamensis, comparado com as demais
espécies. Pertencente a ordem Blattodea a espécie P. surinamensis, apresenta um sistema
digestivo mais especializado. De acordo com Kunkel JG (1981) ao estudar uma espécie de
barata alema, Blattella germanica, avaliaram que esta espécie ¢ altamente sensivel as
privacdes de alimentos e a limita¢ao de nutrientes especificos, em particular proteinas.

O teor de nitrogénio no material vegetal ¢ um fator atrativo para a fauna do solo que
preferencialmente se alimenta de material rico em N (Mangenot & Toutain, 1981). Estudos de
preferéncia alimentar de diplopodes tem sido bem documentados por (Warren & Zou, 2002;
Ashwini & Sridhar, 2005) podendo ser importante na regulagdo de popula¢des microbianas,
na degradacdo do material consumido. Dados presentes na literatura afirmam que,
invertebrados teriam uma habilidade fragmentadora limitada sobre residuos vegetais mais
lignificados, no entanto uma colonizagdo prévia por microrganismos facilitaria esta
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fragmentagcdo. Embora isto seja parcialmente verdadeiro, j& que ha uma preferéncia por
residuos vegetais mais ricos nutricionalmente, isso nao significa que haja um comportamento
alimentar restrito a residuos com menores valores de relacdo C/N (Correia, 2009).

De modo geral, os perfis de bandas obtidas, ndo reveleram fortes diferencas entre as
dietas, pela técnica de DGGE. As maiores similaridades no dendrograma (Figura 9Error!
Reference source not found.) foram entre os perfis de individuos da mesma espécie de
invertebrados. Uma hipdtese para a baixa influéncia da dieta entre os perfis das comunidades,
¢ que o periodo de coleta das amostras (60 dias de incubagdo) talvez ndo seja o ideal para
verificar este efeito. Neste caso, o longo periodo de incubagdo, ocorreu um Stand-by que, no
entanto pode ter proporcionado uma estabilizacdo da populagdo microbiana dos tratos
intestinais dos trés invertebrados estudados.

Similaridade (%)
? R B 8§ B 8 B B8 R

Figura 9. PCR-DGGE de amostras de DNA total isolado a partir do trato intestinal de trés
espécies de invertebrados saprofagos, submetidos a seis diferentes dietas.
Trigoniulus corallinus: (T1T), (T2T), (T3T), (T4T), (T5T), (T6T); Cubaris
murina: (T1C), (T2C), (T3C), (T4C), (TSC), (T6C); Pycnoscelus surinamensis:
(T1P), (T2P), (T3P), (T4P), (T5P), (T6P). Dendrograma de similaridade foi
calculado pelo método UPGMA utilizando o coeficiente de correlagdo Pearson. A
analise foi conduzida no programa Gel Compare (BioNumerics Applied Maths).

Dados semelhantes foram encontrados por Passos (2010) em analisar a diversidade
bacteriana do trato intestinal de espécies Trigoniulus corallinus, submetido a duas diferentes
dietas (sabid e grama), em um periodo de incubacdo de 15 a 75 dias. O mais interessante € que
nos tratamentos de 75 dias de incubagdo e o tratamento controle foram agrupados juntos,
manifestando a capacidade de resiliéncia da comunidade microbiana do trato intestinal da
espécie Trigoniulus corallinus. Sendo que os tratamentos de 30 e 45 dias foram similares, ndo
ocorrendo diferenga, enquanto o tempo de incubagdo 15 dias se distanciou dos demais, fato
este resultante da mudanga e adaptacdo da comunidade bacteriana em funcdo da fonte
alimento. Outros resultados similares, foram demonstrados por Knapp et al (2009 b), ao
analisar Cylindroiulus fulviceps, uma espécie de diplopode encontrada em regides de clima
temperado. Os autores analisaram comunidade bacteriana de C. Fulviceps incubados por 45
dias em esterco bovino e com dois diferentes residuos vegetais de Vaccinium gaultheroides e
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Luzula sp. Estes autores mostraram que aos 45 dias um perfil de DGGE do gene 16S rDNA
com grupamentos condicionais por trato intestinal e fonte de alimento. Obtiveram também
uma correlacdo da dieta, condicionando a comunidade microbiana no trato inestinal.

As analises de géis por DGGE mostrou que a microbiota intestinal dos invertebrados,
detém grupos bacterianos distintos. Pode se inferir neste ponto, que apesar das comunidades
possuirem perfis de DGGE similares, como as espécies de Trigoniulus corallinus e Cubaris
murina, 0s grupos que compdem estes perfis mostram-se diferentes entre as espécies de
invertebrados.

3.5.2 Anadlise de diversidade através do 16S rDNA utilizando iniciadores para
Actinobactérias

Esta analise foi feita utilizando-se o extrato bruto do trato intestinal de trés espécies de
invertebrados. A partir deste extrato foi realizada a extracdo de DNA, para a amplificagdo. As
amostras de DNA foram submetidas a técnica de PCR, utilizando os iniciadores 243F/1401R.
A figura 10 mostra que o produto de amplificagdo do DNA ¢ suficiente para ser utilizado na
técnica de DGGE.

Apos a amplificagdo do 16S rDNA das amostras, o produto foi submetido a anélise de
DGGE. No dendrograma Figura 11 é mostra os perfis das comunidades de actinobactérias
associadas ao trato intestinal das trés espécies em estudos. E possivel observar que os perfis
das comunidades de Actinobactérias se agruparam em diferentes grupos (indicados pelas
setas) em resposta & comunidade dos microrganismos associados.

Figura 10. Gel de agarose a 1,0% contendo DNA amplificado para actinobacteria das
seguintes amostras: A - Trigoniulus corallinus: Marcador 1Kb, 1 (T1T), 2(T2T),
3(T3T), 4(T4T), 5(TST), 6(T6T), B - Cubaris murina: Marcador 1Kb,1(T1C),
2(T2C), 3(T3C), 4(T4C), 5(T5C), 6(T6C); C - Pycnoscelus surinamensis: Marcador
1Kb; 1(T1P), 2(T2P), 3(T3P), 4(T4P), 5(T5P), 6(T6P).

Considerando a diversidade geral de Actinobactérias associadas ao trato intestinal das
trés espécies de invertebrados, foi possivel identificar que as trés espécies de invertebrados
formaram grupos assim representados, Pycnoscelus surinamensis (grupo 1), Trigoniulus
corallinus e Cubaris murina (grupo 2).

Os perfis representados pela comunidade microbiana do trato intestinal de P.
surinamensis (grupo 1) apresentou 30 % de similaridade com o grupo 2, uma similaridade
baixa. Entretanto os perfis oriundos das amostras de 7. corallinus e C.murina, formaram um
subgrupo, se agruparam com pouco mais de 50% de similaridade. Este resultado reforga o que
foi encontrado ao avaliar a diversidade de bactérias item 3.3.1, em que os perfis oriundos de
Trigoniulus corallinus e Cubaris murina se agruparam com 30% de similaridade, ao modo
que sdo organismos que apresentam habitos alimentares e palatabilidade muito semelhante. O
grupo 1, representado pelos perfis da comunidade de actinobactérias do trato intestinal de
Pycnoscelus surinamensis, apresentaram os perfis T4P e TSP, com a maior similaridade de
70% dentro deste grupo, os tratamentos T4 e TS apresentam em sua estruturas materiais
recalcitrantes e relacdo C/N bem diferentes, porem apresentam a mesma leguminosa, mais
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uma vez de Gliricidia, podendo ter respondido sensivelmente a populagdo microbiana do trato
intestinal de Pycnoscelus surinamensis. O perfil TIP apareceu distante do grupo 1,
apresentando somente 15 % de similaridade com os grupos 1 e 2. Este resultado também foi
observado ao avaliarmos bactérias (item 3.3.1), confirmando que a dieta T1 (flemingia +
grama + papeldo), pode ter influenciado na comunidade de actinobactérias em relacdo aos
demais tratamentos.

O grupo 2 foi agrupado a partir dos perfis de Trigoniulus corallinus e Cubaris murina.
Dentro deste grupo os perfis que com maior similarida entre si, foram os perfis oriundos da
mesma espécie de invertebrados T3C e T4C com 75% de similaridade. Dentro da espécie de
T. corallinus os perfis que apresentaram uma alta similaridade foram T5T e T6T com 70% de
similaridade. Estes elevados valores de similaridade dentro dos tratamentos TS5 e T6 também
foram observados no item 3.3.1.

Assim como dados obtidos anteriormente para o dominio Bacteria, que manifesta a
variagdo de toda a comunidade microbiana; as bandas obtidas pelo dominio Actinobactéria,
ndo reveleram fortes similaridades entre as dietas pela técnica de DGGE, somente entre os
grupos de invertebrados, levantando a mesma hipoétese de que o tempo de incubagdo promove
a estabilizagdo da comunidade microbiana dos tratos intestinais dos trés invertebrados
estudados. As amostras das espécies 7. corallinus e C.murina apresentaram um maior numero
de bandas no gel, comparando-se com o material oriundo da espécie P. surinamensis.
O numero elevado de bandas do gene 16S rDNA de actinobactérias, também foram
encontrados por Passos (2010), ao estudar a espécie T. corallinus, ao submeter este organismo
a dietas com serapilheira da leguminosa arbdérea conhecida como sabia, (Mimosa
caesalpinifolia), e com grama (Papalum notatum) durante 75 dias.

Lefebvre et al., (2009) utilizando primers especificos para Actinobacteria,
obeservaram varias sequéncias de actinobacterias no trato intestinal de térmitas da espécie
Nasutitermes corniger. Estes mesmos autores relatam a hipotese que a comunidade de
actinobactérias no trato intestinal deste térmita foi totalmente inflenciada pela microbiota
presente na dieta oferecida.

De acordo com Byzov (2008), a maioria das bactérias isoladas do intestino de
diplopodes pertence a subclasse de gama-proteobactérias e do filo actinobacteria. Entre as
proteobacterias estdo as bactérias anaerobias facultativas da familia Enterobacteriaceae, dos
géneros Klebsiella, Enterobacter, Plesiomonas, Salmonella, Erwinia, Escherichia, ¢ a familia
Vibrionaceae, género Vibrio. E o segundo grupo de bactérias mais nimerosos, que habitam o
intestino de diplopodes, sdo as do filo actinobactéria. Entre eles estdo representandas as
familias Promicromonospora, Cellulomonadaceae, Streptomycetaceac e o grupo de
Nocardioform actinomycetes, sendo que os Streptomyces sao predominantes.

Uma vez que a PCR-DGGE proporciona uma melhor descricdo das comunidades
microbianas do que o previsto por métodos baseados em cultivo, a comunidade de
actinobactéria descrita neste estudo pode dar uma imagem sutil da diversidade deste grupo
bacteriano especifico no trato intestinal das trés espécies de invertebrados. No entanto, a
abundancia dos taxons, exibidos por bandas pode nao refletir uma composi¢ao quantitativa
absoluta da comunidade de actinobacteria devido as polarizacdes do método em PCR (Von
Wintzingerode et al., 1997).

Membros do filo Actinobacteria que habitam o intestino de invertebrados, sdo diversos
e amplamente distribuidos entre as diferentes familias da ordem Actinomycetales. A maioria
das sequéncias relacionadas com actinobacterias revelou a presenca de novas espécies
bacterianas que resultam a partir do intestino de invertebrados (Lefebvre et al., 2009).
Investigacdes adicionais s2o necessarias, para explorar mudang¢as na comunidade de
actinobacteria no intestino de invertebrados, com respeito aos componentes alimentares,
tempo de dieta e determinagdo do impacto resultante na degradagdo de residuos vegetais.
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Apesar de uma alta diversidade de actinobactérias, isoladas a partir do trato intestinal
de diferentes especies de térmitas (Davison & Blaxter, 2005), eles representam apenas uma
pequena fracdo presente (Demura & Fukuda, 2007). No entanto, a comunidade de
actinobacteria no trato intestinal de térmitas parece depender mais da origem geografica do
que da proximidade taxonOmica entre as espécies (Tamaru, 1998). Um provavel papel das
actinobactérias no trato intestinal dos cupins, esta relacionado a nutricdo, atrdves da
degradacdo de compostos lignocelulosicos (Demura & Fukuda, 2007).

Similaridade (%)
R 8 8 g £

\

T

2

v

Figura 11. PCR-DGGE dominio actinobacteria, de amostras de DNA total isolado a partir do
trato intestinal de trés espécies de invertebrados saprofagos, submetidos a seis
diferentes dietas. Trigoniulus corallinus: (T1T), (T2T), (T3T), (T4T), (T5T), (T6T);
Cubaris murina: (T1C), (T2C), (T3C), (T4C), (T5C), (T6C); Pycnoscelus
surinamensis: (T1P), (T2P), (T3P), (T4P), (T5P), (T6P). Dendrograma de
similaridade foi calculado pelo método UPGMA utilizando o coeficiente de correlagao
Pearson. A andlise foi conduzida no programa Gel Compare (BioNumerics Applied
Maths).

3.5.3 Analise de sequéncias de bandas extraidas dos géis de DGGE

Esta analise ocorreu através do extrato bruto do trato intestinal de trés espécies de
invertebrados. A partir deste extrato foi realizada a extracdo de DNA, para a amplificacdo. As
amostras de DNA foram submetidas a técnica de PCR, utilizando os iniciadores 341F/907R.

Apo6s a amplificacdo do gene 16S rDNA as amostras, foram submetidas a analise de
DGGE Figura 12, é possivel observar que a baixa resolucdo de algumas amostras ndo
forneceram a nitidez necessaria, restringindo o uso deste gel na analise de dendrograma, no
programa Gel Compare (BioNumerics).

Das 132 bandas visualizadas no gel, 52 foram incisadas, e em seguida tratadas em
TEA-BUFFER, para a remo¢do do DNA aderido no gel na poliacrilamida, para realizar a
segunda amplificagdo por PCR. Apos a confirmacdo da PCR, apenas 23 foram amplificadas.
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A Figura 12 estd numerada as bandas obtidas na segunda amplificagdo bem sucedida,
utilizando estas amostras para a clonagem.
TIT. T2T, TAT, T4T. T3T, TaT, T1C, T2, TAC, T4, TAC, T TIP. TIR. TP, T4R, TR, TP

Figura 12. PCR-DGGE dominio Bacteria, de amostras de DNA total isolado a partir
do trato intestinal de trés espécies de invertebrados saprofagos, submetidos a
seis diferentes dietas. Trigoniulus corallinus: (T1T), (T2T), (T3T), (T4T),
(TST), (T6T); Cubaris murina: (T1C), (T2C), (T3C), (T4C), (TS5C), (T6C);
Pycnoscelus surinamensis: (T1P), (T2P), (T3P), (T4P), (T5P), (T6P).

Os produtos da reacdo de PCR foram purificados, para inseri-los no vetor de clonagem
pGEMgem-T. Os plasmideos recombinantes, foram inseridos por choque térmico em
bactérias E. coli DH5 o competentes. As bactérias transformadas foram semeadas em placa de
Petri contendo meio LB, agar, ampicilina, X-gal e ITPG e crescidas overnight em estufa por
incubacdo a 37C. A Figura 13, mostra exemplo dos resultados obtidos com a transformagao
das bactérias DHS o.

Virias colonias brancas e azuis cresceram na placa. A selecdo dos transformantes foi
realizada pela capacidade de crescer em presenca do antibidtico ampicilina e através da
coloracdo branca de algumas coldnias transformantes indicativas da presenca do inserto
dentro da regido codificadora. As colOnias brancas resistentes foram escolhidas
aleatériamente, inoculadas em tubos estéreis contendo meio LB liquido com ampicilina e
submetidas a incubagdo overnight em estufa por incubacdo a 37°C sob agitagdo. Apds o
crescimento individual destas colonias seus plasmideos foram extraidos, quantificados,
clivados por enzimas de restricao para checar a presenga do inserto, para serem sequenciados.
A figura 14 mostra algumas amostras que foram submetidas ao protocolo de restricdo. Os
clones foram comparados com base de dados de sequéncias de rDNA 16S do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e foram classificadas, mediante a criacdo de grupos de
afiliagdo filogenética.
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Figura 13. Placa de meio LB/ampicilina. As coldnias brancas, indicada pela seta,
indicam a presenca do vetor/ inserto nas células competentes de E.coli DHS a.

Figura 14.Separacao dos plasmideos digeridos pGEM.

As amostras foram alinhadas com outras sequéncias de mesma afiliacdo taxonomica
em nivel de Género, Filo e Familia mais proximos. Tais valores estdo apresentados na Tabela
3, bem como as unidades taxonOmicas, cobertura, identidade, tamanho do fragmento e
nimero de acesso. Nota-se que algumas sequéncias foram muito similares, isto ocorreu
porque as amostras de amplificacdo da reacdo de PCR pode produzir mais de uma banda de
DGGE devido aos multiplos e heterogéneos operons de rDNA.

Na tabela 3, constam os resultados de dois Hits, o primeiro Hit identificado com a letra
(A), sdo sequéncias na sua maioria, de bactérias ndo cultivaveis e o segundo Hit identificados
com a letra (B), sdo sequéncias de bactérias cultivaveis. Estes estdo ilustrados nas e figuras 15
e 16. E possivel observar que as sequéncias de bactérias cultivaveis Hits 2, obtiveram
coberturas mais baixas porém uma alta identidade, isto significa que sdo regides do 16S
altamente conservadas e que os organismos presentes nas amostras oriundas do trato intestinal
dos invertebrados estudados estdo fortemente relacionados a estas sequéncias. No entanto as
sequéncias de bactérias ndo cultivaveis Hits 1, apresentram uma alta coberturas, e identidades
baixas. Apesar dos clones encontrados terem apresentado alta identidade com bactérias
cultivaveis no segundo Hif, a maior parte foi relacionada a bactérias ndo cultivaveis.
Entretanto, neste caso, as informagdes produzidas pela andlise molecular sdo relativas, e nao
permitem estabelecer uma identidade exata das sequéncias. Quando os microrganismos mais
préximos ndo estdo descritos ¢ dificil deduzir o possivel papel metabolico/ funcional da sua
posicao filogenética (Kdchling, 2007).

Algumas amostras, provenientes do primeiro e segundo Hifs, que apresentaram baixa
identidade entre (88 e 97%) possivelmente pertencem a novos géneros ou espécies. No
entanto, esta analise revela que o trato intestinal de invertebrados, apresenta uma diversidade
de microrganismos ainda desconhecidos, podendo eventualmente, ser realizada uma analise
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mais detalhada das bactérias cultivaveis (envolvendo a aplicacdo de varios meios de cultivo,
incluindo os meios anaerobios).

Das sequéncias obtidas no segundo Hif representado pela letra (B) foram identificados
membros de trés linhagens filogenéticas, afiliadas ao dominio Bacteria, sendo eles:
Proteobacteria (Gamma e Alpha), seguido de Bacteroidetes e Firmicutes. Desta forma
ocorrendo uma baixa diversidade filogenética. Dentro dos filos, foram identificados nove
géneros, sendo eles: Enterobacter (nove sequéncias), Chitinophaga (quatro sequéncias),
Buttiauxella (uma sequéncia), Ochrobactrum (duas sequéncias), Serratia (uma sequéncia),
Kaistia (trés sequéncias), Bacillus (duas sequéncias), Kluyvera (uma sequéncia) e Pantoea
(duas sequéncias).

Para obter arvores filogenéticas mais robustas, ¢ necessario que ocorram sequéncias
acima de 1000 pares de base. No entanto as amostras deste estudo apresentaram sequéncias
pequenas, com apenas 447 pares de base, ndo permitindo uma inferéncia filogenética.
Entretanto estas sequéncias foram excelentes para inferéncias entre os grupos (familia). Por
esta razao foram utilizadas apenas as sequéncias de bactérias cultivaveis para a construgdo da
arvore filogenética, como mostra a figura 17. As amostras pertencem as familias
Enterobacteriaceae, Brucellaceae, Rhizobiaceae, Bacillaceae e Chitinophagaceae.

Dentro da classe y- Proteobacteria, representada pela familia Enterobacteriaceae, t€ém
sido reconhecidos por dominar intestinos de varios invertebrados do solo. Alguns
representantes da classe 6-Proteobacteria, que consiste principalmente de bactérias redutoras
de sulfato de enxofre, também eram filiados a sequéncias provenientes de térmitas (Warneck
et al., 2007). Dentro da y- Proteobacteria, conhecido por sua capacidade de metabolizar
diversos compostos de carbono (Kersters et al., 2006), os membros da familia
Enterobacteriaceae foram relatos como abundantes na flora intestinal de invertebrados (Dillon
et al., 2008; Lee et al., 2008) e é suposto pertencente as familias predominantes dentro do
trato intestinal de diplopodes (Byzov et al., 1996).

Primero Hit

B Bactérias nido Cultivaveis H Cultivaveis

Figura 15: Primeiro Hit, das sequéncias de clonagem para o dominio Bacteria, das bandas de
DGGE.
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A)

Segundo Hit
Filo

H Proteobacteria (Gamma)
B Proteobacteria (Alpha)
© Bacteroidetes

B Firmicutes

B)

Familia

H Enterobacteriaceae
H Brucellaceae
@ Rhizobiaceae

H Bacillaceae

E Chitinophagaceae
©)
Genéro
B Enterobacter
B Chitinophaga
B Buttiauxella

B Ochrobactrum
B Serratia

¥ Kaistia

= Bacillus

= Kluyvera

Pantoea

Figura 16. Segundo Hit, das sequéncias de clonagem para o dominio Bacteria das bandas de
DGGE. A) Filo, B) Familia e C) Genéro.
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Os géneros pertencentes a familia Enterobacteriaceae, encontrados neste trabalho, ja
foram identificados em outros trabalhos em simbiose com minhocas e cupins (Byzov et al.,
2008, Konig et al., 2007 e Konig et al.,, 2013). Da mesma forma, o género Pantoea, foi
encontrado em intestino de larva de uma espécie de Coleoptera (Vasanthakumar et al., 2008).
Numerosos filotipos atribuidos a Bacteroides foram intimamente relacionados com os clones
resultantes a partir do trato intestinal de térmitas (Hongoh et al.,2003; Yang et al., 2005;
Nakajima et al., 2006) e Coledptera (Egert et al., 2003). Juntamente com os membros do Filo
Firmicutes, foi demonstrado como dominantes no intestino de térmitas (Shimitt & Wagner et
al., 2003; Yang et al., 2005; Hongoh et al.,2006), incluindo representantes com o
metabolismos fermentativo dos filo Bacteroidetes e Firmicutes, assumindo-se entdo a sua
contribuicdo na decomposi¢@o de residuos vegetais (Hongoh et al.,2006).

No entanto, a abundancia de Proteobacteria, Bacteroides e Firmicutes entre bactérias
cultivadas, em bibliotecas de clones podem ser atribuidas a sua preferéncia por ambientes
cosdo microaerofilia (baixissimas concentracdes de oxigénio) previamente detectados no
intestino de diplopodes (Byzov et al., 2006).

Schrott et al., (2009) analisando amostras do intestino derivados do trato intestinal de
uma espécie de diplopodes, C.fulviceps, em condigdes de cultivo anaerdbicas, isolaram
bactérias anaerdbias facultativas do filo Firmicutes (Bacillales e Clostridiales), mas nenhum
representante da Bacteroides e  — Proteobacteria.

Nao identificados nas sequéncias de clones, o filo Actinobacterias, que estdo bem
representadas em colegdes de culturas, muitas vezes, sdo sub - representadas em bibliotecas
de clones (Hugenholtz et al., 1998). Devido a dificuldade de lise celular e o seu elevado
conteudo de GC, a extracdo de DNA, bem como sua amplificagdo por PCR pode ser
dificultada (Miihling et al., 2008; Feinstein et al., 2009). Por estas razdes a falta de
Actinobacteria dentro de bibliotecas de clone, pode ser atribuida a sua restricdo metodologica
(Knapp et al., 2010), porém em métodos de cultivo, este resultado ja se mostra oponente,
como mostrados no Capitulo 2.

Para concluir, simbioses entre invertebrados saprofagos e microrganismos, atuam
como um filtro no solo, o que implica na regula¢do da ciclagem de nutrientes e no ciclo do
carbono. Embora esta simbiose ja seja conhecida, a funcdo especifica no organismo do
hospedeiro, devem ser mais bem investigadas. A estrutura e dinamica da comunidade
microbiana do trato intestinal de invertebrados, ndo podem ser apenas avaliadas por um nico
método, € necessaria uma verificacdo cruzada dos resultados obtidos por diferentes métodos.
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Figura 17. Arvore filogenética dos clones identificados oriundos do Trato da Intestinal de
Animais Saprofagos. A diversidade correspondente ao sequenciamento parcial de
447pb do gene 16S rDNA. A similaridade entre as sequéncias dos isolados e as
existentes no GenBank foram correlacionadas a partir de suas similaridades e
agrupadas pelo método Neighbor-joining. Os valores de bootstrap também sdo
apresentados, sendo calculados por 1000 sub-amostragem no grupo das sequéncias.
Foi utilizando o programa MEGA 5.1.
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3.5 CONCLUSOES

Neste trabalho, os resultados sobre a diversidade de Bactérias e Actinobactérias no

trato intestinal de trés espécies de invertebrados Trigoniulus corallinus, Cubaris murina e
Pycnoscelus surinamensi, nos levaram as seguintes conclusoes:

a.

Os perfis de bandas de DGGE para os dominios Bacterias e Actinobactéria foram
diferentes entre si, no entanto os perfis de invertebrados da mesma espécie se
agruparam fortemente, apds 60 dias de incubacao;

As dietas influenciaram de forma sutil a diversidade. A presenca da Leguminosa
Gliricidia, na composicdo das diectas oferecidas aos invertebrados, respondeu se
sensivelmente, nos perfis de DGGE para os dois dominios, Bacterias e Actinobactéria,
apresentando similaridades superiores a 70%, dentro das espécies Trigoniulus
corallinus e Cubaris murina. Perfis com baixa similaridade foram encontrados com o
tratamento T1 (flemingia + grama + papeldo) que se distanciou dos demais
tratamentos, separando as espécies Trigoniulus corallinus e Pycnoscelus surinamensi
de seus grupos;

A partir de clones de bandas incisadas, foram encontradas sequéncias afiliadas a trés
filos, Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes;

O filo Proteobacteria, apresentou o maior numero de géneros identificados por
sequenciamento, sendo eles Enterobacter, Buttiauxella, Serratia , Kluyvera e Pantoea;

A partir dos dados aqui relatados a diversidade bacteriana esta fortemente relacionada
ao proprio invertebrado. Que apresentam em seu trato digestivo, bactérias
especializadas para sua nutrigio e importantes na producdo de compostos
antimicrobianos em defesa contra patogenos presentes no alimento ingerido.
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4 CAPITULO 11
IDENTIFICACAO FILOGENETICA E AVALIACAO DE ENZIMAS

CELULOLITICAS DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DO TRATO
INTESTINAL DE INVERTBRADOS SAPROFAGOS
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41 RESUMO

Em geral os macro e microrganismos presentes no solo fragmentam e decompdem o material
vegetal, também chamado de biomassa residual como, por exemplo, raizes, folhas, trocos,
galhos, palhas, sabugo de milho, bagaco de cana-de-acticar entre outros. Para que ocorra esta
decomposicdo € necessario um sinergismo entre os organismos presentes no solo. Bactérias
com acdo celulolitica, isoladas do trato intestinal de invertebrados saprofagos foram
identificadas e analisadas para avaliar seu potencial quanto a producdo de celulases em
resposta a presen¢a de carboxi-metil-celulose (CMC) como a tnica fonte de carbono. Para o
teste de indice enzimatico foi utilizada a técnica de coloragdo vermelho Congo. As bactérias
foram inoculadas em meio de cultura solido, durante 5 dias a 28C. As bactérias que
apresentaram os maiores indices enzimaticos, tiveram seu gene 16S sequenciado. Apds a
confirmagdo da posicdo filogenética das bactérias, foram realizados testes para determinar a
atividade das endoglucanases (CMCase) e endo e exoglucanases (FPase). A fim de comparar
duas fontes de carbono para crescimento, as bactérias foram inoculadas em dois meios
liquidos diferentes: 1) com 1% carboxi-metil-cellulose (CMC) e 10% de MMBH, e 2) com
5% de Pennisetum purpureum (Capim-elefante) moido, com adi¢do de 0,5% de extrato de
levedura. As bactérias foram mantidas durante 12 dias de incubacdo, sob agitagdo a 120 rpm a
30C. Para determinar a massa molecular e atividade das enzimas foram realizadas corridas
com g¢éis de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Zimograma. Para este teste as bactérias foram
crescidas apenas em meio CMC 1% com adi¢do de 0,5% de extrato de levedura e incubadas
durante 7 dias. Vinte e trés isolados de bactérias, provenientes do trato intestinal das espécies
de invertebrados, Trigoniulus corallinus, Cubaris murina, Pycnoscelus surinamensis,
apresentaram no teste de hidrolise; valores de indice enzimatico superiores a 3,0 Ie,
considerado uma Otima atividade hidrolitica. Através da andlise filogenética, foi possivel
identificar as 23 espécies de bactérias. Dois filos distintos Actinomicetos ¢ Firmicutes, o
maior género identificado foi Streptomyces, seguido de um isolado para Bacillus,
Paenibacillus e Staphylococcus. O trato intestinal das trés espécies de invertebrados
saprofagos se mostrou um ambiente propicio a prospeccdo de bactérias com eficiéncia
celulolitica, evidenciando seu potencial, para futuros estudos biotecnologicos.

Palavras chave: Celulases. Zimograma. Streptomyces.
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4.2 ABSTRACT

In general the macro and microrganisms in the soil fragment and decompose the plant
material, also called residual biomass, eg, roots, leaves, loose change, twigs, straw, corn cobs,
bagasse from sugarcane others. For this decomposition occurs synergism between soil
organisms is necessary. Bacteria with cellulolytic action isolated from the intestinal tract of
saprophages invertebrates have been identified and examined to assess their potential to
produce cellulolytic enzymes in response to the presence of carboxy methyl cellulose (CMC)
as a sole carbon source. For the enzymatic index test technique Congo red stain was used.
Bacteria were inoculated in solid culture for 5 days at 28 C. Bacteria that showed the highest
enzyme levels, had their 16S gene sequenced. After confirming the phylogenetic position of
bacteria, testing to determine the activity of endoglucanase (CMCase) and endo-and
exoglucanases (FPase) were performed. In order to compare two carbon sources for growth,
bacteria were inoculated into two different liquid media: 1) with 1% carboxymethyl cellulose
(CMC) and 10% MMBH, and 2) 5% Pennisetum purpureum (elephant grass) ground, with
0.5% yeast extract. Bacteria were maintained for 12 days of incubation under agitation at 120
rpm at 30C. To determine the molecular weight and activity of enzymes races with
polyacrylamide gels (SDS-PAGE) and zymography were performed. For this test bacteria
were grown in medium with 1% CMC addition of 0.5% of yeast extract and incubated for 7
days. Twenty-three isolates of bacteria from the intestinal tract of the invertebrate species,
Trigoniulus corallinus, Cubaris murine, Pycnoscelus surinamensis showed the hydrolysis
test; enzymatic index values greater than 3.0 Ie, considered a great hydrolytic activity.
Through phylogenetic analysis, it was possible to identify 23 species of bacteria. Two distinct
actinomycetes and Firmicutes phylum, the largest genus Streptomyces identified was followed
for an isolated Bacillus, Paenibacillus, and Staphylococcus. The intestinal tract of three
species of invertebrates saprophages proved an environment conducive to prospecting for
bacteria with cellulolytic efficiency environment, demonstrating their potential for future
biotechnological studies.

Key words: Cellulases. Zymography. Streptomyces.
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43 INTRODUCAO

A biodegradacdo da biomassa lignocelulosica, ¢ um processo natural da reciclagem da
matéria orgdnica que, consequentemente, desempenha um papel importante no ciclo natural
do carbono, que tem inicio na biossintese dos seus constituintes a partir de H,O, CO,, energia
solar e finaliza com a mineralizacdo e liberacdo destes constituintes, em decorréncia da
decomposicdo causada por organismos que apresentam eficiéncia na biodegradacdo (Arante
& Milagres, 2009). E importante salientar que a biodegradagio de materiais
ligninocelulésicos ocorre no solo, um sistema aberto, local onde os polissacarideos se
acumulam em grande quantidade. Onde se encontra uma ampla diversidade de
microrganismos e invertebrados saprofagos responsaveis pela decomposicdo de materiais
vegetais ali expostos.

A biomassa lignocelulosica ¢ referida como a fonte renovavel mais abundante
encontrada na natureza. A sua degradacdo se dd por um vasto numero de bactérias e fungos
aerdbios e anaerobios, mesofilos e termofilos, que conseguem utilizar os produtos resultantes
da hidrolise da parede vegetal como fonte de carbono e energia, sendo capazes de degradar de
forma sinérgica a celulose, hemicelulose e lignina, a partir da liberacdo de enzimas
hidroliticas e oxidativas (Pérez et al., 2002). Do ponto de vista filogenético, a capacidade
bacteriana celulolitica tem uma ampla distribui¢do, no solo estas bactérias sdo bastante
heterogéneas e pertencem a varios filos, incluindo Firmicutes, Actinobactérias, Bacteroidetes
e Proteobacteria (Lynd et al., 2002).

H4 microrganismos que apresentam funcionalidades especificas atuando na
transformagdo da biomassa, alguns monstram eficiéncia em produzir metabolitos com
atividade enzimatica especifica, por exemplo: celulase e protease entre outras (Arias et al.,
2005). No solo, as enzimas acumuladas sdo primariamente provenientes de células
microbianas (Ladd, 1978), entretanto um pequeno percentual pode ser originado de residuos
vegetais e animais (Tabatabai, 1994). As enzimas sdo encontradas no solo na forma livre
excretadas por células vivas (exoenzimas), ou liberadas por células que se rompem
(endoenzimas) e enzimas ligadas a constituintes celulares (Moreira & Siqueiral, 2006).

A diversidade de microrganismos que produzem celulases ¢ extraordindria, mas
apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, capazes de degradar a
celulose natural (Ruegger & Tauk-Tornisielo, 2004). Dentre esses microrganismos, estio os
actinomicetos ou actinobactérias, que sdo bactérias filamentosas, gram-positivas, citadas na
literatura como produtoras de importantes enzimas industriais e envolvidas na degradacdo da
biomassa lignoceluldsica (Flores et al., 1997).

Os micro-oganismos secretam numerosas enzimas celuloliticas, denominadas
celulases, que sdo muitas vezes descritas como complexos enzimaticos, que atuam de forma
sinérgica. Este grupo retine trés principais enzimas que estdo envolvidas na degradagdo da
celulose para glicose, que sdo: endoglucanases (endo-1,4B-D-glucanase, EC 3.2.1.4),
celobiohidrolases (exo-1,4-B-D-glucanase, EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (1,4-pB-D-glicosidase
EC 3.2.1.21). A endoglucanase age de forma aleatdria, clivando a beta- endoglucanase,
dentro da molécula da celulose; a celobiohidrolase remove as unidades de celobiose a partir
das extremidades da cadeia da celulose e a B-glicosidase quebra a celobiose em duas unidades
de glicose (Lee et al., 2002).

Acreditava-se que a maioria dos animais, nao poderia utilizar celulose em sua dieta, no
entanto, ha evidéncias que enzimas celuloliticas estdo distribuidas em uma variedade de
animais vertebrados (Davison & Blater, 2005, Watabanabe & Tokuda, 2001), e que alguns
vertebrados herbivoros utilizam biomassa celulésica com ajuda de simbiontes intestinais.
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Esses chamados ruminantes consomem principalmente vegetais, como gramineas e até
mesmo plantas lenhosas. Em contraste, invertebrados xilofagos e saprofagos e (algumas
espécies de coleopteras e térmitas) sdo bem adaptados a alimentagdo de materiais mais
recalcitrantes (Ryan et al., 2012). Suas habilidades incluem a mastigagdo, estrutura do
intestino, enzimas digestivas, e sistemas simbidticos especializados, que lhes permite ingerir
matériais com diferentes relagdes de C/N. Neste contexto, invertebrados saprofagos que
habitam o solo, possuem interagdes com microrganismos presentes no trato digestivo
eficientes na bioconversdo de biomassa celuldsica ingerida.

O objetivo deste capitulo foi identificar bactérias com propriedades celuloliticas, para
fins de aplicacdo biotecnoldgica. As quais foram isoladas do trato intestinal de Trigoniulus
corallinus, Cubaris murina e Pycnoscelus surinamensis. A partir da identificacdo
filogenética, foram realizados experimentos, para quantificar a produ¢cdo de CMCase e FPase
dos isolados em meio liquido de cultivo com (Carboxi-Metil-Celulose) CMC e (Pennisetum
purpureum) Capim — Elefante, como substratos. Andlise de atividade enzimadtica e peso
molecular, através de Zimograma e SDSpage com (carboxi-metil-celulose) CMC, também
foram realizadas.
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44  MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido nos Laboratorio de Ecologia Microbiana e de
Bioprocesso da Embrapa Agrobiologia, Seropédica, Rio de Janeiro. As analises filogenéticas,
e eletroforese de Zimograma e SDS-PAGE, foram realizadas no laboratorio de Microbiologia,
no Departamento de Ciéncia da Vida, na Universidade de Coimbra.

4.4.1 Selecdo de microrganismos com capacidade celulolitica

Durante a coleta do conteudo do trato intestinal, uma aliquota de 100 uL obtida apos a
fase de tratamento em ultrasom foi plaqueada em meio de cultivo mineral minimo Bushnell-
Haas (MMBH) — 0,2g MgS0Os; 0,02g CaCly; 1,0g KH,PO4; 1,02 KoHPO4; 1,02 NH4NOs3;
0,05g FeCls; H,O destilada g.s.p. 1,0L, contendo como tnica fonte de carbono o carboxi-
metil-celulose (CMC) a 1 %, mais o inibidor fingico cicloheximida na concentracdo de 10
ng.mL", adaptado por Pointing (1999). As placas foram incubadas a 28°C por cinco dias em
condicdes de aerobiose e anaerobiose. O processo de repicagem foi repetido até o isolamento
de colonias individuais, baseando-se na andlise visual. As colonias ja isoladas foram
estocadas em tubos de 1,5mL contendo 1% CMC, 10% de MMBH e 50% de glicerol e
mantidas a -60° C.

4.4.2 Identificacao de atividades celuloliticas

Para esta analise foram escolhidos aleatoriamente 90 isolados. Esses isolados foram
novamente crescidos em placas de Petri contendo o meio CMC, como descrito no item
anterior. O teste de atividade hidrolitica foi realizado em triplicata, conduzido em capela de
fluxo vertical constituindo-se de incubacdo das placas em solugdo de vermelho congo 0,1%
por 30 minutos (Saleh-Rastin et al., 1991), seguida de duas lavagens com &agua destilada
estéril para retirar o excesso de corante. Adicionaou 5 mL por placa de solugao de NaCl 1,0M
por 5 min (2x) para retirar todo o corante que nao estivesse preso as ligagdes f1-4 da celulose.
Utilizou- se como revelador o acido acético glacial a 1,0M, aumentando a nitidez da
visualizacdo.

Os resultados foram detectados pela formacdo de halos de degradacdo dos substratos
ao redor das colonias. Os diametros dos halos e das colonias foram medidos e expressos em
indices enzimaticos (IE) — relagdo entre o diametro do halo de degradacdo dos substratos e os
diametros das respectivas colonias. A partir do teste atividade hidrolitica, os isolados que
obtiveram maiores indices enzimaticos, foram selecionados para, as analises de identificacdo
filogenética a partir do gene 16S rDNA.

4.4.3 Extracdo de DNA

O DNA bacteriano, extraido a partir dos isolados puros, mantido em microtubos de
estoque a -6(0° C. De cada microtubo retirou-se, com o auxilio de uma alga estéril descartavel,
uma aliquota da suspensdo congelada que foi estriada em uma placa contendo o meio LB ¢
incubada a uma temperatura de 28 C por quatro dias. O DNA gendmico das bactérias foi
extraido através da adaptacao do protocolo proposto por Pitcher et al.(1989), como se segue:

1%- Passo: Com o auxilio de uma alga estéril descartavel, adicionou-se uma porgao de
uma coldnia a um microtubo tipo Eppendorf, contendo 100ul de Lisozima (10 mg/ml de TE
1x), esta solugdo ¢ para romper a parede celular das bactérias Gram positivas, as células
foram mantidas nesta solugdo por 2 horas a 37C;

2% Passo: O microtubo foi transferido para um recipiente resfriado e foram
adicionados 500ul de GES (60g de Guanidina-Tiocianato, 20g de EDTA 1M pH 8,0, 1g de N-
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lauril-sarcosina e completado com 100ml de dgua Milli-Q), as células foram mantidas nesta
solucdo durante 10 minutos em gelo, esta solucdo ¢ utilizada para a quebra celular;

3%~ Passo: Para remover as proteinas adicionaram-se 250ul de acetato de amonio (7,5
M), mantidos em gelo por 10 minutos;

4*- Passo: Foram adicionados 500ul de solucdo de cloroférmio/ élcool isoamilico
(24:1), homogeneizando-se manualmente e entdo centrifugou por 15 minutos a 14.000 rpm.
Apo6s esta centrifugagdo transferiu-se a fase aquosa da solugdo para um novo microtubo
1,5ml onde foram novamente adicionados 500ul de solu¢do de cloroféormio/ alcool
isoamilico, repetindo-se o procedimento;

5% Passo: Transferiu-se aproximadamente 700ul do sobrenadante obtido no passo
anterior, e adicionacionaram 600ul de isopropanol na temperatura de (-20C). Procedeu-se
uma leve homogeneizagao até se tornar monofasico sendo entdo centrifugado novamente por
15 minutos a 14.000 rpm. Neste passo ocorre a precipitagdo do DNA;

6"~ Passo: Apos a centrifugacdo foi descartado todo o sobrenadante e o precipitado foi
lavado com 200l de solugdo de etanol (70%), repousando por 1 minuto; procedendo-se uma
centrifugacdo por 3 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante restante foi descartado com o
auxilio de uma micropipeta e o microtubo contendo o DNA precipitado foi incubado em uma
estufa a 50C. Apos seco o DNA foi hidratado com a adi¢do de 30ul de agua ultra pura e
mantida em temperatura ambiente durante 2 horas.

7%~ Passo: Ao término do processo o microtubo contendo o DNA extraido foi
armazenado em freezer (-20C). A confirmagdo do processo de extracdo foi realizada em gel
de agarose a 1% e amplificado por PCR, cujos procedimentos estdo descritos nos itens 4.2.4 e
4.2.5.

4.4.4 Amplificacio do gene 16S rRNA

O gene 16S rRNA das amostras de DNA dos vinte e trés isolados e dos DNA da
comunidade bacteriana, foram amplificados por PCR com os seguintes oligonucleotideos
iniciadores para o dominio Bacteria: 27F e 1492R.

A reacdo de PCR foi realizada para um volume final de 30ul, contendo 2ul de DNA,
1,25uM de MgCl,. 0,25uM de dNTP; 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase, Kit PCR -
Master Mix 2X (Promega ®); 0,2uM de cada oligonucleotideos iniciador. A reagdo foi
conduzida em termociclador nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial de 95°C por 5
minutos, 30 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 52°C por 30
segundos, extensdao a 72 C por 2 minutos e extensdo final a 72 °C por 10 minutos.

4.4.5 Eletroforese em gel de agarose

Os 4cidos nucleicos, tais como extratos de DNA gendmico e produto de PCR, foram
analisados mediante eletroforese horizontal. Para isto foram preparados géis de agarose 1%
em TBE 0,5X (89 mM Tris base, 89 mM Acido bérico e 2,0 mM EDTA, pH 8,0) e utilizando-
se 2 uL da amostra e 2 uL de corante (0,5% azul de bromofenol, 40% sacarose, 0,1 mol/L de
EDTA, 5% de SDS) Para determinar o peso molecular e a concentragio do DNA foram
utilizados o marcador de 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram corados em solucgao
de brometo de etidio 10ppm e fotografados em sistema Kodak GL100.

4.4.6 Purificacio do rDNA 16S presente nas “bandas” do gel de agarose

Depois da confirmagao da amplificagdo dos fragmentos de DNA de cada amostra dos
isolados, as “bandas” foram cortadas e acondicionadas individualmente em microtubos de
(2,0mL). Em seguida cada “banda” foi purificada em Kit OMEGA Bio-Tek®, seguindo se
instrucdes do fabricante. O processo de purificacdo, foi necessario para separar os fragmentos
de rDNA 16S do gel e também retirar os residuos dos reagentes utilizados na reacdo, pois este
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ultimo podem interferir no sucesso das etapas de sequenciamento. Apos a purificacdo das
bandas, as amostras foram encaminhadas para sequenciamento na Empresa Sequenciamento
MACROGEN-HOLANDA.

4.4.7 Analise das sequencias do gene 16S rDNA

As sequéncias obtidas apds o sequenciamento, foram comparadas com o banco de
dados NCBI, utilizando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para
comparar a homologia e em seguida a confeccao da arvore filogenética.

As amostras foram alinhadas com outras sequéncias de mesma afiliagdo taxondmica
em nivel de filo ou classe. A partir deste alinhamento, foi construida uma arvore filogenética
aplicando-se o método Neigbor-Joining no Programa Mega 5.1, Andlise de Bootstrap com
100 réplicas.

4.4.8 Curva de crescimento

Para determinar o tempo de crescimento necessario para a produgdo de enzimas dos
1solados, foi realizada a curva de crescimento. Onde um pré- indculo de 5 ml, crescido por 24
horas, foi adicionado em Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio de cultivo,
suplementado com 1% de glicose. Os frascos foram incubados a temperatura de 30C a 120
r.p.m., durante dez dias. Em intervalos de 24 horas uma aliquota de 2ml das amostras eram
centrifugadas, o sobrenadante descartado e o pellet era pesado determinando a massa do peso
fresco das amostras provenientes dos isolados de Streptomyces, para os demais géneros foi
obtido a densidade Optica em espectrofotdmetro a 600 nm.

4.4.9 Producao de enzimas em CMC (carboxi-metil-celulose)

Para cada isolado foram utilizados dois frascos de Erlenmeyer de 250 ml com 50 ml
de meio de cultivo mineral minimo Bushnell-Haas (MMBH) — 0,2g MgSOy; 0,02g CaCly;
1,0g KH,PO4; 1,0g K;HPO4; 1,0g NH4NO;; 0,05g FeCls; H,O destilada g.s.p. 1,0L, contendo
como Uunica fonte de carbono o carboxi-metil-celulose (CMC) a 1 %. Em cada frasco, foram
inoculados os isolados pré- crescidos por 24 horas, utilizando um branco como controle
negativo. As culturas foram crescidas em agitacdo a 30°C a 120 r.p.m durante 12 dias, os
frascos nao inoculados foram incubados nestas mesmas condi¢des. Em dias alternados eram
realizadas coletas do sobrenadante, para as posteriores analises.

4.4.10 Producio de enzimas em capim-elefante (Pennisetum purpureum)

Para cada isolado foi empregado dois frascos de Erlenmeyer de 250 ml com 50 ml de
meio de cultivo mineral minimo Bushnell-Haas (MMBH) — 0,2g MgSOy; 0,02g CaCl,; 1,0g
KH,POy; 1,0g K,HPO4; 1,0g NH4NO3; 0,05g FeCls; 5g de extrato de levedura, H,O destilada
g.s.p- 1,0L, contendo como Unica fonte de carbono o (Pennisetum purpureum) Capim —
Elefante a 5 % (triturado e sem prévio tratamento). Em cada frasco, foram inoculados os
isolados pré - crescidos por 24 horas, utilizando um branco como controle negativo. As
culturas foram crescidas em agitacdo a 30C a 120 r.p.m durante 12 dias, os frascos nao
inoculados foram incubados nestas mesmas condigdes. A cada 24 horas eram realizadas
coletas do sobrenadante, para as posteriores analises.

4.4.11 Determinacao da atividade de CMCase

Esse método determina a atividade de CMCase, que representa a dosagem de
endoglucanases, no sobrenadante das culturas, através da determinacdo da concentragdo de
agucares redutores liberados durante a degradagdo da carboxi-metil-celulose (CMC), diluida
previamente na solu¢do de citrato de sdédio com pH4,8. Os ensaios foram conduzidos em

47



microtubos (tipo eppendorf), adicionando-se 0,5ml de solucdo tampdo de citrato de sodio e
CMC, 0,5ml de extrato enzimatico dos indculos. Em outro tubo o “branco” continha , 0,5 ml
de DNS ¢ ,0,5 ml se solugdo tampdo. As amostras foram incubadas em banho-maria a 50C
por 10 minutos, e a reag¢do foi interrompida com a adi¢do de 0,5 ml de DNS. Os microtubos
foram submergidos em agua fervente a 100 C por 5 minutos, sendo em seguida resfriados a
temperatura ambiente para posterior medigdo de absorbancia em 540nm realizada em
espectrofotometro.

4.4.12 Determinacio da atividade de FPase

Esse método determina a atividade filter paper celulose (FPase) e avalia a acdo
sinérgica das enzimas celuloliticas Endoglucanases, Exo- glucanases e - glicosidase sobre a
degradagdo de uma tira de papel de filtro Whatman n°® 1 medindo 1,0 cm x 6,0 cm. Em
microtubos, foi adicionado 0,5ml de solugdo tampdo de citrato de sdédio com o pH 4,8 a
50mM, 0,5 ml de extrato enzimatico e uma tira de papel filtro. No controle negativo foi
adicionando 0,5ml de DNS ¢ 0,5ml de solucdo tampdo e, 0,5 ml de extrato enzimatico (sem
inoculacdo). As amostras foram incubadas em banho-maria a 50°C por uma hora e a reacdo foi
interrompida com a adicdo de 1 mL DNS. Os tubos foram alocados em 4gua fervente por 5
minutos, logo apés foram resfriados a temperatura ambiente para posterior medicdo de
absorbancia em 540 nm. Este método foi adaptado do procedimento descrito por Ghose
(1987).

4.4.13 Curva de calibracao

A curva padrio foi feita a partir da determinacdo de glicose nas concentragdes de 0,0 a
0,8 g/l pelo método do acido 3,5-dinitrossalicilico DNS (Miller, 1959). A unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol
de agucares redutores, por minuto a 50°C, onde a atividade enzimatica expressa em U por
grama de substrato (U/g). A absorbancia foi medida no espectrofotdmetro a 540 nm.

4.4.14 Anailise através de zimograma para celulase e protease

Zimograma ¢ uma técnica eletroforética que permitir observar a atividade de enzimas
intra e extracelulares, utilizando um gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes
(Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel —SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), ao qual foi
adicionado um substrato especifico de acordo com a atividade da enzima (Heussen &
Dowdle, 1980).

O conteudo proteico (proteinas totais) e as atividades celuloliticas das amostras foram
avaliados dos sobrenadantes livres de células, em gel de poliacrilamida. A massa molecular e
a atividade das celulases produzidas pelos isolados foram determinadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12% em condigdes desnaturantes (PAGE/SDS). Para detectar a
atividade das celulases empregou-se um gel de poliacrilamida (12%) com 0,2% CMC para
determinar Enzimas Totais. Uma aliquota de 30ul das amostras foi empregada, sendo
adicionado tampao de corrida. A migracdo eletroforética foi realizada em tampao Tris/Glicina
a uma voltagem 120 Volts a 4 C, durante 4 horas. Para a determinagdo de celulases o gel foi
corado com uma solugdo de azul de Coomassie Blue R-250, para visualizacdo das zonas de
hidrdlise das enzimas produzidas.

4.4.15 Analise através de eletroforese desnaturante SDS-PAGE

Foi analisado o perfil de proteinas separadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida, desnaturante. O gel separador foi preparado nas concentragdes de 15%. O gel
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concentrador foi preparado a 4%. Uma aliquota de 20ul das amostras foi fervida em banho-
maria por 5 minutos, resfriadas e aplicadas nas canelatas, bem como o marcador molecular
(Kit MSW/SDS/200 e Promega V8499A). Inicialmente a voltagem aplicada foi de inicial de
200V durante 1 hora. Apds a eletrofore, os géis de poliacrilamida foram fixados e corados por
20 minutos com azul de Coomassie R-250, em seguida descorados com solu¢ao de Metanol,
durante 12 horas. Ap6s a descoloracdo foi possivel observar o padrio de proteinas separadas
através da eletroforese, incluindo na maioria dos casos, as proteinas expressas.

4.4.16 Analise estatistica

Para o teste de Homogeneidade e Normalidade dos dados, foi aplicado o Teste de
Cochran ¢ Barttlet e Teste de Lilliefors. Diante da constatacdo da ndo normalidade dos dados
foram utilizados ferramentas da estatistica ndo paramétrica. Assim para a comparacao de trés
ou mais tratamentos foi utilizado o Teste de Kruskal- Wallis & 5%. E para a comparacao de
dois tratamentos foi usado o Teste de Lilliefors.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Selecao dos microrganismos com capacidade celulolitica em placas com carboxi-
metil- celulose (CMC)

Apods o periodo de incubagdo de cinco dias em meio CMC 1%, observou-se a
formacao de halos em 90 isolados avaliados, isolados estes associados a por¢ao final do trato
intestinal (hindgut), das trés espécies de invertebrados Trigoniulus corallinus (Gervais, 1847),
Cubaris murina (Brandt, 1833) e Pycnoscelus surinamensis (Linnaeus, 1758).

A formagdo de halos em meio CMC solido resulta da quebra da CMC, gera
fragmentos menores que celohexose, a qual o vermelho Congo nao se liga. Esta quebra da
CMC que gera fragmentos pequenos o suficiente para serem removidos da placa de Petri,
durante o processo de lavagem, como mostrado na figura 18. Neste teste apenas a atividade da
endoglucanases pode ser esperada para produzir zonas de hidrélises (Wood, 1980). O
vermelho Congo apresenta forte afinidade pelas ligacdes B1-4 (polissacarideos), ligados em
unidade D-glucopiranosil fornecendo a base para um ensaio sensivel para a detec¢do de
coldnias de bactérias produtoras de celulase (Teather & Wood, 1982).

Figura 18. Coldnias bacterianas com cinco dias de crescimento em meio de
carboximetilcelulose.

Vinte e trés isolados foram capazes de hidrolisar a carboxi-metil-celulose. A Tabela 4
mostra o resultado dos 23 isolados que apresentaram os maiores valores de IE o indice
enzimatico extracelular relativo a atividade celulolitica. Este indice ¢ uma relagdo entre o
diametro médio do halo de degradacao (Jh) e o didmetro médio da colonia (D¢), de tal modo
que quanto maior o indice (fe), maior a capacidade do micror-oganismo degradar celulose.

Os 23 isolados associados a por¢do final (hindgut) do trato intestinal dos animais
saprofagos, que apresentaram maior atividade celulolitica, corresponderam a indices
enzimaticos variando entre 3,0 a 5,0. Os isolados T2T3, T4T3, T3C5 e¢ T1P1 foram os
isolados que apresentaram os maiores valores para o indice enzimatico, ou seja, 5,0 (Tabela
4). Em geral, quanto maior o indice, maior a quantidade ou variedade de celulases liberadas
no meio. Os demais isolados apresentaram indices que variaram de 3,0 a 4,5.
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Tabela 4. Indices enzimaticos dos isolados mais promissores, obtidos do trato
intestinal de Trigoniulus corallinus, Cubaris murina e Pycnoscelus

SUrinamensis.
Trigoniulus Cubaris Pycnoscelus
corallinus murina surinamensis
Isolados fe Isolados ie Isolados 1le
TIT1 4,0 TI1C1 3,0 T1P1 5,0
TI1T2 4,0 T1C4 4.0 T2P2 4,0
T2T3 5,0 T2C3 3,5 T3P3 4,5
T3T4 3,0 T2C4 3,5 T3P4 3,0
T3TS 4,0 T3C5 5,0 T4P5 4,0
T4T3 5,0 T4C4 4,0 T1P5 4,0
T5T3 3,0 T5C1 4,0 T6P4 4,0
T6T4 4,0 T6C2 3,5

Tratamentos: T1(Flemingia +Grama +Papeldo); T2(Flemingia +Grama + Sabugo de
milho); T3(Flemingia +Grama + Fibra de coco); T4 (Gliricidia +Grama +Papeldo);
T5(Gliricidia +Grama +Sabugo de milho); T6 (Gliricidia +Grama + Fibra de coco). T:
Trigoniulus corallinus, C: Cubaris murina e P: Pycnoscelus surinamensis.

Resultados semelhantes foram observados por Passos (2010) ao estudar isolados
provenientes do trato intestinal de Trigoniulus corallinus, quando o autor obteve 19 bactérias
com potencial celulolitico onde os indices enzimaticos variaram de 1,33 a 3,5. Alguns autores
relatam que a producdo de enzimas, pode estar relacionada aos compartimentos do trato
intestinal dos invertebrados. Taylor (1982), ao estudar espécies de diplopodes, Orthoporus
ornatos ¢ Comachelus sp. observou que a degradagdo de celulose e xilano ocorreram no
intestino médio (Midgut), enquanto a degradag@o de pectina foi encontrada no intestino grosso
(Hidgut). No intestino anterior (Foregut) de uma heteroptera Deraeocoris nebulosus, foi
encontrado a — glicosidade e pectinase (Boyd et al., 2002). Haloi et al (2011) ao estudar trés
espécies de invertebrados: baratas (Periplenata americana), térmitas (Odontotermes obesus) €
bicho da seda (Philosomia ricini) mostrou a relevancia em nivel biotecnoldgico da prospeccao
de enzimas oriundas destes invertebrados, encontrando altos niveis de atividade celulolitica,
com valores superiores a 125U/mg.

Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004) utilizaram este indice na avaliacdo de atividade
celulolitica de alguns fungos isolados de solo da Estacdo Ecologica de Juréia-Itatins— SP e
utilizando também a CMC como fonte de carbono os indices enzimaticos variaram de 1,2 a
5,9. Das 80 linhagens avaliadas 15 ndo cresceram no meio com CMC e 29 ndo apresentaram
atividade celulolitica, perfazendo um total de 55% dos isolados sem atividade. O teste de
atividade hidrolitica, ¢ realizado em diversos trabalhos quando se busca a eficiéncia
celulolitica de fungos e bactérias de ambientes naturais como solo e agua (rios, lagos, mares)
e também oriundos de residuos agricolas e industriais.

No ambiente natural o mecanismo de hidrolise enzimatica da celulose atua em
sinergismo, onde varios microrganismos ficam aderidos ao substrato, podendo produzir
enzimas extracelulares com diferentes modos de aderéncia para diferentes configuragdes do
substrato, o que chamamos de modos de ligacdo. Isso pode significar que uma populagdo de
microrganismos pode adotar estratégias distintas na produgdo enzimatica e até mesmo inibir a
producdo e atuacdo de outras enzimas. O mesmo pode acontecer no trato intestinal de
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invertebrados saprofagos, que ao se alimentarem de residuos vegetais inoculam bactérias e
fungos havendo uma competicdo no crescimento e inibicdo de excre¢des do componente
metabolico dos microrganismos que compde o micro-habitat.

4.5.2 Identificacio filogenética do gene 16S rDNA dos 23 isolados

As analises de extragdo de DNA genomico, utilizando o protocolo de Pitcher et
al.(1989) foi eficientes para todas as amostras. Apos a purificagdo os extratos de DNA, foram
submetidos a técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para a amplificagdo de seus
genes 16S rDNA, utilizando os seguintes iniciadores 27F e 1492R. A Figura 19 mostra a
amplificacdo do 16S rDNA. As amostras foram submetidas em gel de agarose a 1%, onde foi
possivel visualizar bandas com tamanho correspondente para o par de iniciadores utilizados,
indicando que os fragmentos de DNA amplificados poderiam ser sequenciados
posteriormente.

Com base na andlise de sequéncias foi estabelecida a relacdo filogenética dos isolados
que tiveram a regido do 16S rDNA sequenciada. A arvore filogenética contendo as diferentes
sequéncias de bactérias associadas ao tubo digestivo dos trés invertebrados saprofagos
estudados pode ser observada na Figura 19 e na Tabela 5. O filo mais frequénte foi
Actinobacteria, sendo observadas bactérias pertencentes ao género Streptomyces € em menor
frequéncia foram identificadas bactérias do filo Firmicutes, dos géneros Bacillus,
Paenibacillus, Staphylococcus. E possivel observar também que as sequéncias de bactérias
oriundas do trato intestinal dos invertebrados obtiveram uma alta similaridade comparadas
com as sequéncias do GenBank (Tabela 2) e que as sequéncias do isolados, comparadas com
as sequéncias do banco de dados, apresentaram valores de bootstrap altos, isto justifica, que
os microrganismos estudados estdo fortemente relacionados a estas sequéncias.

O género Streptomyces, pertencente ao filo Actinobacteria, compreendem um grupo
diverso de bactérias filamentosas, muitas das quais sdo importantes ecologicamente e
possuem potencial para a produgdo de enzimas, antibioticos, vitaminas, substancias inibidoras
da atividade enzimadtica e entre outros componentes biologicamente ativos (Berdy, 2005).
Alguns actinomicetos podem degradar a celulose e solubilizar lignina, e sdo capazes de tolerar
temperaturas e pH mais elevados do que os fungos, sendo agentes indispensdveis na
degradagdo de materiais ligninoceluldsicos durante o processo de compostagem.

Por ocorrerem em uma grande variedade de habitats os Streptomyces crescem em uma
vasta diversidade de substrato. Existem estudos a respeito desses microrganismos em
diferentes locais, no deserto (Takahashi et al., 1996; Okoro, 2009), em esponjas marinhas
(Jiang et al., 2007; Zhang et al., 2008), em plantas (Vasconcellos, 2008; Khamna, 2009), em
amostras de solo da Floresta Amazonica (Souza; Moriya; Souza, 2009), na Terra Preta do
indio (Garcia, 2006), em salamandras (Lauer, 2008). Além disso, sio encontrados no trato
intestinal de varias espécies de invertebrados incluindo cupins, besouros, diplépodes,
minhocas e baratas (Watanabe et al., 2003; Jayasinghe & Parkinson , 2009; Zhou et al., 2011).

Apesar de serem encontrados facilmente em diferentes invertebrados, verificou-se que
na sua maioria, produzem endoenzima especificas, com atividade antibacteriana e antifingica
in vitro (Gebhardt et al., 2002; Krastel et al., 2002). Ainda n3o se sabe ao certo a
funcionalidade deste simbiodtico em vivo, ou seja, suas atividades dentro do trato intestinal dos
invertebrados (Ryan et al, 2012). As espécies de Streptomyces encontradas no trato intestinal
de invertebrados apresentam uma alta similaridade com as espécies que habitam o solo,
entretanto, o trato intestinal dos invertebrados é um ambiente anaerébio e altamente
tamponado.

Vale ressaltar que as trés espécies estudadas 7. corallinus, C. murina e P.
surinamensis, ndo sdo filogeneticamente aparentadas, deste modo deduz-se que a origem
filogenética, ndo tenha tanta influéncia na estrutura da comunidade de Streptomyces no
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intestino dos invertebrados. O que levanta a questdo da relacdo entre a composicdo da
comunidade bacteriana associada aos alimentos ingeridos pelos invertebrados, ou até mesmo
na defesa contra patdgenos presentes no alimento.

Kaltenpoth (2009) relata em uma revisdo, que o género Streptomyces € outras
actinobactérias sdo bem adaptados a viver em simbiose com invertebrados, onde a maioria
deles desempenha um papel na prote¢do, produzindo antibidticos que sdo usados para
defender hospedeiros contra infeccdo por patdgenos presentes no ambiente e no alimento
ingerido. Além de formar simbiose com invertebrados, as actinobactérias também formam
associacdes estdveis com invertebrados marinhos (Kaltenpoth, 2009). Esta area de pesquisa
tem sido em grande parte estimulada pela busca de novas classes de antibidticos naturais e
agentes de controle bioldgico contra patégenos (Piel 2009 e Gulder & Moore, 2009).

Tanaka et al (2006) demostraram que a variacdo de fontes de carbono em dietas
artificiais resulta em mudangas na comunidade microbiana do trato intestinal de cupins. Um
estudo in vitro, demostrou que actinobactérias presentes no intestino de diplépodes da espécie
Pachyurus flavipes podem inibir o crescimento e proliferagdo de Debarymyces hanseniida,
uma espécie de levedura comumente distribuida em ambiente natural e predominante no
intestino de diplopodes (Byzov, 2006).
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Figura 19. Gel de agarose a 1,0% contendo DNA amplificado dos seguintes isolados: A -
Trigoniulus corallinus: Marcador 1Kb, 1 (TI1T1), 2(T1T2), 3(T2T3), 4(T3T4),
5(T3T5), 6(T4T3), 7(T5T3), 8(T6T4); B - Cubaris murina: Marcador 1Kb,1(T1C1),
2(T1C4), 3(T2C3), 4(T2C4), 5(T3CS5), 6(T4C4), 7(T5C1), 8(T6C2); C - Pycnoscelus
surinamensis: Marcador 1Kb; 1(T1P1), 2(T2P2), 3(T3P3), 4(T3P4), 5(T4P5),
6(T5P5), 7(T6P4). (1500pb).
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O filo Firmicutes representado por B. siamenses, P. chondroitinus e S. saprophyticus,
contém géneros frequentemente associados aos invertebrados saprofagos. Este filo ¢
comumente encontrado no trato intestinal de diplopodes (Szabd et al., 1983), fezes de
diplopodes (Byzov et al., 1996), no trato intestinal de minhocas (Kristiifek et al., 1999) e
também esporos de Bacillus sao encontrados nas fezes de minhocas (Fischer et al., 1994);

Assim como os Streptomyces, o género Bacillus ¢ bem conhecido como produtores de
antibidticos, com atividade contra fungos e bactérias patogénica (Krebs, 1998). Eles formam
esporos que podem ser facilmente formulados, e tem alta viabilidade comparada com células
vegetativa (Bochow et al., 1995). Outra intera¢do ¢ que algumas espécies de Streptomyces e
Bacillus, presentes em ninhos de formigas e térmitas, produzem compostos antimicrobianos
para proteger as colonias (Currie et al., 1999;. Barbosa, 2004; Favarin, 2005).

Algumas espécies de Streptomyces e Bacillus foram avaliadas como interferentes no
ciclo dos fitonematoides apresentando potencial para utilizagdo no controle dos parasitas no
solo (Kavitha et al., 2007). Espécies de Bacillus presentes no solo proporcionaram a reducao
na reproducdo de nematdides na raiz da cana-de-acucar (Cardozo & Araujo, 2011). Estudando
o mesmo efeito do Bacillus, agora sobre Meloidogyne incognita, em beterraba acgucareira,
Kavitha et al.(2007), concluiram que o aumento na atividade de enzimas de defesa em plantas
tratadas com a bactéria pode ter contribuido para o controle do parasita.
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Algumas espécies do género Bacillus apresentam espécies com alta produgdo de
enzimas celulolitica, muitas destas espécies foram isoladas do trato intestinal de térmitas
(Kuhnigk et al., 1995; Pasti & Belli 1985; Wenzel et al., 2002; Li et al., 2006). No trato
intestinal de térmitas encontra-se uma diversidade de bactérias estritamente anaerdbias
celuloliticas que pertencem aos géneros Ruminococcus, Butyrivibrio e Bacteroides, na sua
maioria sdo bactérias anaerdbias facultativas ou microaerodfilia (Konig et al., 2013).

Dezesseis isolados celuloliticos de Dyella sp., Chryseobacterium sp. e Bacillus sp.
foram isolados do intestino de térmitas (Reticulitermes speratus). Todos os isolados
apresentaram valores baixos de EG (endoglucanases) em meio artificial e os autores
afirmaram que as bactérias podem ndo produzir celulases no sistema intestinal devido a
atividade celuloliticas de protozoarios presentes no trato intestinal (Cho et al., 2010). Por
outro lado a andlise metagenomica da microbiota bacteriana do intestino de Nasutitermes sp,
exibiu um conjunto diversificado de genes para a atividade de bactérias celuloliticas e
xilanoliticas (Warnecke et al., 2007). A partir de outra espécie de térmita superior de
(Microceroterme sp) foi isolado um Bacillus subtilis do trato intestinal com alta capacidade
hidrolitica (endoglucanases, FPase, 3-glucosidade) (Teachapoempol et al, 2011).

Tabela 5. Caracteristicas genética de isolados bacterianos oriundos do Trato Intestinal de
Invertebrados Sapréfagos, sequéncias do gene 16S rDNA, obtidas e comparadas
com o banco de dados NCBI (www.nlm.nih.gov) utilizando o programa BLAST.

Identidade Tamanho Numero de
Isolado  Correspondente (%) do Fragmento  Acesso
TITI1 Streptomyces parvulus 99,58 1463 JX457345
TIT2 Streptomyces griseoaurantiacus 100 1461 NR 041186
T2T3 Streptomyces griseoaurantiacus 100 1461 NR 041186
T3T4 Streptomyces werraensis 100 1465 JX860344
T3TS5 Streptomyces viridodiastaticus 99,72 1463 KC685563
T4T3 Streptomyces griseoaurantiacus 100 1461 NR 041186
T5T3 Staphylococcus saprophyticus 99.79 1511 JN392797
T6T4 Streptomyces albogriseolus 99,62 1485 KC685563
TIC1 Streptomyces carnosus 100 1461 KC522300
T1C4 Streptomyces thinghirensis 98,59 1462 HM235463
T2C3 Streptomyces yanglinensis 99,49 1425 HQ537066
T2C4 Paenibacillus chondroitinus 99.02 1416 JX221440
T3C5 Bacillus methylotroohicus 100 1508 KC790325
T4C4 Streptomyces althioticus 99,78 1473 EU368810
T5C1 Streptomyces collinus 99,9 1484 JQ689078
T6C2 Paenibacillus chondroitinus 99.02 1416 HQ236042
T1P1 Streptomyces viridochromogenes ~ 99.24 1463 AB297932
T2P2 Streptomyces griseoaurantiacus 100 1461 NR 041186
T3P3 Bacillus methylotroohicus 100 1508 KC790325
T3P4 Streptomyces griseoaurantiacus 100 1461 NR_041186
T4P5 Streptomyces coerulescens 99,31 1436 AB444070
T5P5 Streptomyces mexicanus 100 1450 JN617215
T6P4 Streptomyces coerulescens 99,3 1436 AB444070
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Figura 20. Arvore filogenética dos isolados identificados oriundos do Trato da Intestinal de
Animais Saprofagos. A diversidade correspondente ao sequenciamento parcial de
1423pb do gene 16S rDNA. A similaridade entre as sequéncias dos isolados e as
existentes no GenBank foram correlacionadas a partir de suas similaridades e
agrupadas pelo método Neighbor-joining. Os valores de bootstrap também sio
apresentados, sendo calculados por 1000 sub-amostragem no grupo das sequéncias.
Foi utilizando o programa MEGA 5.1 ¢: Isolados do trato intestinal de 7. corallinus,

: C. murina e ¢: P. surinamensis.
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4.5.3 Selecio dos isolados e curva de crescimento

A partir da identificagdo filogenética, foram escolhidos dezesseis isolados para as
analises enzimadticas. Dos dezesseis isolados, treze sdo pertencentes ao género Sreptomyces,
seguidos de Staphylococcus, Paeniebacilllus e Bacillus conforme mostra a (Tabela 36)
Tabela 6. Isolados selecionados para as analises enzimaticas.

Origem Numeracido Isolado Identificacio Filogenética

1 TIT1 Streptomyces parvulus

2 TIT2  Streptomyces griseoaurantiacus
Trigoniulus corallinus 3 T3T4 Streptomyces werraensis

4 T3T5 Streptomyces viridodiastaticus

5 T5T3 Staphylococcus saprophyticus

6 T6T4 Streptomyces albogriseolus

7 TIC1 Streptomyces carnosus

8 T1C4 Streptomyces thinghirensis

9 T2C3 Streptomyces yanglinensis
Cubaris murina 10 T2C4 Paenibacillus chondroitinus

11 T3C5 Bacillus methylotroohicus

12 T4C4 Streptomyces althioticus

13 T5C1 Streptomyces collinus

14 TIP1  Streptomyces viridochromogenes
Pycnoscelus surinamensis 15 T4P5 Streptomyces coerulescens

16 T5P5 Streptomyces mexicanus

Com o objetivo de se estabelecer as condigdes de crescimento em culturas submersas,
os dezesseis isolados, foram crescidos no meio liquido com 1% de CMC complementado com
meio minimo mineral (MMBH). Para a andlise da atividade enzimatica ¢ necessario
primeiramente determinar o tempo de reagdo do ensaio, no qual a velocidade de formagao do
produto deve ser constante. No entanto a partir dos dados obtidos pela curva de crescimento
estabeleceu-se o tempo de crescimento de 12 dias (264 horas), e intervalos em dias alternados
para realizar os ensaios. Para avaliar a atividade de celulases, a concentragdo de agucares
redutores nas amostras foi determinada, empregando glicose como padrao.

Por serem microrganismos diferentes a curva de crescimento foi determinada a partir
da média dos isolados do género Streptomyces, além disso, a curva foi determinada pelo peso
fresco devido ao crescimento granulado deste género. Os valores dos demais géneros foram
determinados através da densidade optica a 600 nm em espectrofotdmetro, como mostra a
Figura 21 A/B. O crescimento exponencial dos microrganismos foi observado por um longo
periodo de tempo, iniciado logo apds as 24 horas de incubagdo e finalizando apos as 144
horas. A partir deste tempo, a velocidade do crescimento foi reduzida e as culturas entraram
em declinio. Durante esta fase, quando as culturas ja haviam alcangado o maximo crescimento
ou at¢ mesmo a maxima produtividade enzimatica, a atividade de celulases pode ter sido
reduzida drasticamente, o que sugere que a produgdao de enzimas pode estar associada ao
crescimento ¢ que a mesma foi produzida quando a cultura estava metabolicamente ativa
(Delatorre, 2009).

As celulases, assim como as demais enzimas extracelulares de hidrolise, sdo induzidas
quando ha a necessidade de serem secretadas pelos microrganismos, para que estes crescam
em celulose (Kubicek et al., 1993). A atividade de celulase foi realizada através de analise de
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atividade enzimatica de CMCase e¢ FPase do sobrenadante com o intuito de verificar
quantidade de dias ideais para a produgdo de enzimatica dos isolados testados.
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Figura 21. Curva de crescimento dos isolados em com 1% CMC (carboxi-metil-celulose),
em agitacdo de 120 r.p.m, por durante 11 dias a 30° C. A) Absorbancia dos isolados
do género Staphylococcus saprophyticus, Paenibacillus chondroitinus e Bacillus
methylotroohicus. B) Média da massa celular dos isolados do género Streptomyces.

4.5.4 Producio de CMCase e FPase dos isolados submersas em CMC (carboxil- metil-
celulose) e (Pennisetum purpureum) capim- elefante

A escolha de substrato adequado, normalmente, compdem o primeiro passo na
otimizacdo de um processo, ¢ € importante para a obtencao de elevada produgdo enzimatica
(Grise, 2011). O substrato, além de ser fonte de carbono, fornece para o microrganismo
diversos compostos indutores, que agem por um prolongado periodo, propiciando uma
extensao da fase de producdo que pode resultar em um aumento da produtividade do processo
(Kulkarni et al., 1999).

Com o intuito de verificar a producdo de enzimas liberados pelos isolados em meio
liquido, foi realizada analise de atividade enzimatica do sobrenadante para determinar
CMCase ¢ FPase. A produgao de celulases pelos dezesseis isolados foi realizada utilizando
duas diferentes fontes de carbono, uma sintética carboxil- metil- celulose (CMC) e outra
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natural Pennisetum purpureum (Capim- elefante). A atividade celulolitica, da CMCase
(endoglucanases) e FPase (exoglucanases /celulase total) foram avaliadas em dias alternados e
os valores da atividade foram expressos em UAE/ ml (Unidade de atividade enzimatica).

Durante o processo de fermentacdo ocorre a sacarificagdo, esse processo consiste na
conversao enzimatica de polissacarideos em agucares fermentaveis. A celulose por sua vez, ¢
hidrolisada inicialmente pelas endoglucanases, que ao decomporem os polissacarideos, de
forma aleatoria produzem terminais para as exoglucanases atuarem (Balat & Balat, 2008).
Nas tabelas 7, 8, 9 e 10 sdo apresentados os valores de endoglucanases e exoglucanases de
cada isolado ao longo dos doze dias de incubacao.

Nas tabelas 7 e 8, estdo os valores de CMCase (endoglucanase). Na Tabela 7 esta
apresentando os valores do meio de cultivo CMC (carboxi-metil-celulose) e na Tabela 8
valores do meio de cultivo Capim — Elefante (Pennisetum purpureum), as tabelas expressam
os valores de cada isolado para cada dia de avaliagdo.

A expressao maxima da atividade de CMCase foi obtida apds 6 dias de incubagdo com
capim-elefante (3,86 UAE/ml) e (3,04 UAE/ml) em CMC, ambos os valores foram
encontrados para o isolado T5P5 (Streptomyces mexicanus). Este isolado manteve valores
altos de atividade até o dia 12 no final da incubag¢do. Com o mesmo comportamento, porém
com valores inferiores, o isolado T4C4 Streptomyces althioticus que apresentou valores de
(2,96 UAE/ml) em capim-elefante e (2,91 UAE/ml) em CMC.

Para os isolados T3CS5 (Bacillus methylotroohicus) e T2C4 (Paenibacillus
chondroitinus), os maiores valores de CMCase, nos dois tratamentos, foram elevados nos
dias inicias com picos de (1,93 UAE/ml) e (2,84 UAE/ml), apos este periodo ocorre uma
queda significante na atividade enzimatica dos dois isolados.

O isolado T5T3 (Staphylococcus saprophyticus), apresentou valores iniciais baixos
comparados com os demais isolados do filo Firmicutes, porém suas maiores taxas de
atividade foram detectadas a partir do dia 8 com (2,04 UAE/ml) em CMC ¢ dia 10 com (2,40
UAE/ml) em Capim-elefante. Os demais isolados apresentaram valores de atividade
enzimatica de CMCase nos dias iniciais variando entre (0,35 ¢ 0,95 UAE/ml) nos dias finais
(1,09 e 2,00 UEA/ml).
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Na Tabela 9 e na Tabela 10, estdo os valores de FPase (Celulase total - endoglucanases
e exoglucanases), a tabela 9 esta representada pelo meio de cultivo CMC (carboxi-metil-
celulose),e na tabela 10 pelo meio de cultivo Capim — Elefante (Pennisetum purpureum)
respectvamente. E interessante notar que todos os isolados apresentaram valores significantes
de FPase, mesmo sendo valores de nivel baixo. O que sugere que mais de uma celulase esta
sendo produzida por estes isolados, visto que os ensaios apresentam picos de atividade em
dias diferentes. Os resultados analisados no gel de zimograma permitem caracterizar a massa
molecular das enzimas produzidas.

A maxima atividade observada na producdo de FPase, foi no dia 6 com o isolado T5P5
(Streptomyces mexicanus), em capim-elefante apresentou o valor de (2,24 UAE/ml) e com
CMC de (1,88 UAE/ml). Para o isolado T4C4 (Streptomyces althioticus) os valores de FPase,
nos substratos utilizados foram muito préximos, em capim-elefante (1,97 UAE/ml) e com
CMC (1,93 UAE/ml) .

Assim como a maioria dos isolados, T3T5 (Streptomyces viridodiastaticus),
apresentou no dia 4 a maior atividade de (1,69 UAE/ml) em CMC e os maiores valores em
capim-elefante foram a partir do dia 8 (1,72 UAE/ml) e dia 10 (1,65 UAE/ml).

O isolado T3C5 Bacillus methylotroohicus, apresentou o maior valor em CMC no dia
6 (1,51 UAE/ml), e para o capim-elefante, no dia 8 (1,76 UAE/ml).

O isolado T2C4 (Paenibacillus chondroitinus), apresentou valores em CMC no dia 6
de (1,73 UAE/ml) e em capim-elefante (além disso, apresentaram uma alta atividade de FPase
até o dia 8 (2,06).

Do mesmo modo, da atividade de CMCase o isolado TS5T3 Staphylococcus
saprophyticus apresentou em FPase valores baixos comparados com os demais isolados do
filo Firmicutes, porem suas maiores taxas de atividade foram detectadas a partir do dia 6 com
(1,32 UAE/ml) em CMC ¢ dia 8 com (1,76 UAE/ml) em Capim-elefante.

Os demais isolados apresentaram valores de atividade enzimatica de FPase nos dias
iniciais variando entre (0,32 ¢ 0,97 UAE/ml) nos dias finais (0,82 ¢ 1,28UEA/ml).
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A Figura 22 mostra a atividade da CMCase (endoglucanases) nas culturas de bactérias
que obtiveram os maiores valores como descritos nas tabelas 7 e 8. Verifica-se que os picos
de atividade enzimatica variaram em funcdo de cada espécie de bactéria e do meio de cultivo.
Para Staphylococcus saprophyticus (A), a atividade de CMCase, foi maior no cultivo com
Capim-elefante em que seu pico de atividade foi maior nos ultimos dias de incubag@o. Nestas
condicdes, podemos observar que o isolado Streptomyces yanglinensis (B), obteve
comportamento semelhante, porém com uma menor atividade comparada com S.
saprophyticus.

Para Bacillus methylotroohicus (C) os picos de atividade de CMCase foram nos dias
iniciais de incubag¢@o, ocorrendo posteriormente, uma queda na atividade da enzima, nota-se
também que para este isolado os meios de cultivo ndo influenciaram na atividade de CMCase.
O mesmo comportamento ¢ observado em Paenibacillus chondroitinus (D), entretanto com
valores de atividade bem inferiores. Segundo Keum & Li (2004), a instabilidade das enzimas
celuloliticas pode ser atribuida a varios fatores, como desnaturagdo por valores muito baixos
de pH, degradacdo por proteases e desnaturagdo irreversivel pela exposi¢do prolongada a
radicais produzidos pelas as enzimas. Trabalhos recentes de isolamento de Bacillus, com
prospeccao celulolitica, sdo relatado na literatura, em solos da caatinga (Soares et al., 2012), ¢
em solos agricolas e florestais (Kim et al., 2012). De acordo com o nosso trabalho o género
Paenibacillus também foi encontrado, e na literatura algumas espécies apresentam potencial
celulolitico e xilanolitico, tais espécies foram encontradas no intestino de minhocas (Pavana et
al., 2010), solos agricolas (Alves et al., 2010) e em solos florestais ricos em humus (Lee et
al.,, 2010). Neste trabalho a Paenibacillus chondroitinus apresentou um desempenho
interessante na producgdo de endoglucanases e exoglucanases.

Resultados interessantes foram os encontrados com os isolados de Streptomyces
mexicanus (E) e Streptomyces althioticus (F), que apresentaram altos valores de CMCase,
nota-se que os maiores picos se estenderam ao longo dos dias, do quarto dia até o décimo dia
de incubagdo. Na literatura encontram-se diferentes valores de producdo de endoglucanases
por actinomicetos, em especial Streptomyces, em diferentes substratos, os resultados mostram
que esta variacdo esta intimamente associada com a estirpe em avaliagdo ¢ com o meio de
cultivo utilizado. Gupta & Gautam (2010), ao estudarem um estirpe eficiente de Streptomyces,
a T3-1, uma estirpe transformante, esta produziu 40,3 U/ml em 1,5% de CMC e juntamente
com peptona, os nutrientes utilizados nao eram substratos de custo.

Em outro estudo Streptomyces sp. isolada de solo do Canada foi cultivada em um
solucdo salina de sais de Mandel contendo peptona e celulose cristalina, produziu 11,8 U/ml
de CMCase (Jorgensen & Olsson, 2006). A espécie Thermomonospora sp., um actinomiceto
alcalotermofilico, quando cultivado em meio contendo celulose de papel em pd e extrato de
levedura, apresentou um pico de atividade de 23 U/ml, enquanto que cultivada em farelo de
trigo a atividade foi de 8,5 U/ml (Alani et al., 2008).
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Figura 22. Atividade enzimatica de CMCase ao longo do crescimento bacteriano utilizando
duas fontes de carbono, CMC e Capim- elefante. A figura esta representada com seis
isolados sendo eles: (A) Staphylococcus saprophyticus, (B) Streptomyces yanglinensis,
(C) Bacillus methylotroohicus, (D) Paenibacillus chondroitinus, (E) Streptomyces
mexicanus (F) Streptomyces althioticus. Cultivados por 12 dias.

A Figura 23, mostra a atividade da FPase (Celulase total) das culturas das bactérias
Staphylococcus saprophyticus, Streptomyces viridodiastaticus, Bacillus methylotroohicus,
Paenibacillus chondroitinus, Streptomyces mexicanus e Streptomyces althioticus, ambas
apresentaram os maiores valores de FPase como descritos nas tabelas 9 e 10. Assim como o0s
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valores encontrados para CMCase os picos de atividade enzimatica variaram em funcdo de
cada espécie de bactéria e do meio de cultivo.

A atividade de FPase, constitui um fator importante na avaliacdo para a escolha da
melhor condi¢do de produgdo de enzimas celuldsicas, quando esta presente vai apresentar
uma atividade de (endoglucanases) e outra de (exoglucanases) celulase e portanto, ¢ capaz de
atuar tanto nas regides cristalinas como nas regides amorfas da celulose. E bem relatado na
literatura que a maioria dos microrganismos celuloliticos apresenta atividade de CMCase
(endoglucanases) (Bhat & Bhat, 1997), entretanto nem sempre apresentam exoglucanases e
por conseguinte, a atividade de FPase ¢ um diferencial (Franco, 2009).

Staphylococcus saprophyticus (A), apresentou um pequeno pico de atividade
enzimatica, no oitavo dia de incubacdo em meio de cultivo em Capim-elefante. Entretanto ao
longo dos dias a atividade apresentou uma flutuagdo, de modo que para esta bactéria os dias
tiveram pouca influéncia sobre a atividade de FPase.

Para Streptomyces viridodiastaticus (B), obteve comportamentos diferentes com os
meios de cultivo utilizado, em CMC obteve um pico acentuado no quarto dia de incubagio,
apos este periodo ocorreu uma queda, estabilizando a atividade de FPase ao longo dos dias
restantes. Porem em meio de Capim-elefante a atividade foi exponencial até oitavo dia.

Para Bacillus methylotroohicus (C) e Paenibacillus chondroitinus (D) obtiveram picos
semelhantes aos encontrados para CMCase, os maiores picos foram até o oitavo dia de
incubacgdo, depois ocorreu uma queda na atividade de FPase. Além disso, os maiores valores
foram em culturas crescidas em Capim-elefante.

O isolado Streptomyces mexicanus (E) foi o isolado que apresentou a maior atividade
de FPase, tendo seus maiores picos no sexto e oitavo dia de incubagdo. E por ultimo
Streptomyces althioticus (F), que apresentou os maiores valores no sexto dia em meio de
Capim-elefante. Em trabalhos envolvendo a quantificacdo da atividade de FPase por fungos,
observam-se valores mais baixo desta atividade enzimatica. Jorgensen & Olsson (2006)
obtiveram para Penicilium brasilianum IBT 20888, quando cultivado em biorreator em meio
contendo extrato de levedura e madeira de um tipo de pinheiro submetido a explosdo a vapor,
os valores variaram entre 0,56 € 0,59 U/ml de FPase. Tricoderma viride NCIM 1051 em 1,0%
de bagaco de cana tratado com NaOH, com 10 dias incubagdo resultou em uma atividade
FPase de 0,4/ml (Adsul et al., 2004). A estirpe Streptomyce sp. M23 forneceu atividade de
61,2 U/L em meio contendo farelo de trigo, ¢ de 37,8 U/L quando cultivada em meio
contendo bagago de cana, durante 3 e 4 dias de incubacdo (Franco, 2009).

66



(A)Staphylococcus saprophyticus (B) Streptomyces viridodiastaticus

—#—CMC —#3—Capim-elefante 0.25 —#=CMC =#=Capim-elefante
9
0,25
g1 0,20
 pao s M—
= . =
Ui 15 " = 0.15 -/ N
gl“” i M T P
g go,lo iéi/ S 0:10 ~4é
% 5,05 0,05 *
0,00 0,00
dia2 diad4 dia6 dia8 dia 10 dia12 Dia2 Dia4 Dia6 Dia8 Dial0 Dia12
(O) Bacillus methylotroohicus (D) Paenibacillus chondroitinus
—%=CMC =—W— Capim-clefante —#—CMC =—#—_Capim-elefante
0,25
0,25
g E, - 0,20 .
A0,20 /i/*’ o —
g PO 1 - - 0,15 /i’ 1'\
s |
g L i/ N "~ o0 | / N
. b
g £0,10 | demw '*\‘_g "
B go,os 0,05
0,00 0,00
dia2 diad dia6 dia8 dia10dia12 dia2 dia4 dia6 dia8 dial0 dial2
(E) Streptomyces mexicanus (F) Streptomyces althioticus
—#%—CMC =—W—Capim-elefante —#=CMC =#=Capim-elefante
0,25
g1 L 0,25
i ?’20 = 0,20 * W
b foas * 0,15 -
§ L
{ u
§ 50,10 " 0,10 |
b g(]),os . 0,05
0.00 0,00
b

dia2 diad4 dia6 dia8 dia10 dial12
dia2 dia4 dia6 dia8 dia10dia12

Figura 23. Atividade enzimatica de FPase (Celulase Total) ao longo do crescimento
bacteriano utilizando duas fontes de carbono, CMC e Capim- elefante. A figura esta
representada com seis isolados sendo eles: (A) Staphylococcus saprophyticus, (B)
Streptomyces viridodiastaticus, (C) Bacillus methylotroohicus, (D) Paenibacillus
chondroitinus,(E) Streptomyces mexicanus (F) Streptomyces althioticus. Cultivados
por 12 dias
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4.5.5 Influéncia dos tratamentos sobre a atividade enzimatica produzida pelos isolados

Para comparar os resultados referentes a atividade das enzimas nos diferentes meios de
cultivo CMC (carboxi-metil-celulose) e Capim — Elefante (Pennisetum purpureum), foi
montada a Figura 24, que mostra a média da atividade de CMCase e FPase nos tratamentos.

A atividade das enzimas celuloliticas foi maior nas culturas crescidas sobre Capim —
Elefante. E importante lembrar que neste meio de cultivo foi adicionada extrato de levedura, o
que provavelmente também, tenha favorecido estes resultados. O extrato de levedura ¢ um
ingrediente muito importante na maioria dos meios de cultura concebido para actinomicetos,
sendo uma fonte rica de nitrogénio e outros nutrientes (Lima et al., 2005). Existem poucos
dados na literatura sobre o uso da CMC como fonte de carbono para a produgdo de
endoglucanases por actinomicetos. Um estudo recente mostrou que a CMC a 1% foi melhor
do que outras fontes de carbono, tais como glicose para a producdo de endoglucanase por um
Streptomyces sp.(Jan & Chen, 2003). No entanto, as comparacdes neste estudo sdo dificeis,
devido as diferencas nas varias condigdes utilizadas. Além disso, estudos sobre o uso de
Capim-elefante com adi¢do de extrato de levedura para a producdo de celulases por
Streptomyces, Bacillus, Paenibacillus e Staphylococcus, ndo sdo encontradas na literatura,
porém Malek (1988) avaliaram a produgdo de celulases por Bacillus, Pseudomonas e
Streptomyces na presenca de substratos naturais e comerciais (bagago de cana, juta, avicel e
CMC), analisaram que a méaxima atividade celulases foi atingida no crescimento com
substrato natural, o bagaco de cana, para as Streptomyces atingiu o maior valor (22 UAE/ml)
comparado a produgao de Bacillus e Pseudomonas (20 e 18 UAE/ml). No substrato CMC os
valores foram respectivamente (20, 14, 2 e 17 UAE/ml).
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Figura 24. Média de atividade enzimatica de CMCase ¢ FPase, com os diferentes meios de
cultivo CMC : carboxi-metil-celulose e Capim- Elefante (Pennisetum purpureum) por
cada dia de incubagdo. Barras de erro representam o erro padrdo, letras iguais nao
diferem seguido teste de Wilconxon a 5% de similaridade.

Jecu et al (2000) testaram farelo de trigo para a producao de celulases por um fungo,
Aspergillus niger, com resultados de atividades superiores a 11,5 UAE. A produgdo de
celulases por Aspergillus niger, utilizando diferentes residuos agroindustriais tais como
substrato foi investigado por Farinas et al., (2009). De acordo com estes autores o substrato
que proporcionou maior atividade das celulases foi o farelo de soja, os outros substratos
avaliados forneceram valores bastante inferiores provavelmente, devido a composi¢ao dos
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diferentes substratos, uma vez que a hemicelulose e a lignina conferem uma limitagdo para
assimila¢do da fonte de carbono pelo microrganismo agente da fermentacdo. De acordo com
Karunanandaa et al., (1995), a celulose de plantas ¢ composta por estruturas cristalinas e
amorfas, sendo que a primeira é mais resiste a degradacdo microbiana. Estudos realizados por
Silva (2001) mostram que o bagago de cana nao foi uma boa fonte de carbono para a
producdo de enzimas celuloliticas pelas linhagens do género Pleurotus.

Na literatura s@o reportados muitos trabalhos de produgdo de celulases na presenga de
celulose microcristalina por diferentes géneros de actinomicetos como Streptomyces,
Thermomonospora e Thermoactinomyces, sendo esta producao extremamente dependente da
origem do substrato, do seu grau de cristalinidade e de pureza (H&gerdal et al., 1978).
Entretanto, neste trabalho observamos que a produgdo de celulases na presenca dos dois
substratos utilizados mostrou-se variavel ndo somente entre os diferentes grupos, mas também
entre diferentes espécies pertencentes a0 mesmo género.

Conclui-se que, a utilizacdo do Capim-elefante como substrato natural, induziu a
sintese das enzimas endoglucanases ¢ exoglucanases em niveis de atividade superiores aos
observados com CMC. Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que ¢
possivel a produgdo de enzimas celuloliticas a partir do cultivo das bactérias estudadas,
juntamente com a suplementagdo do meio com solugdo de sais e fonte de nitrogénio.

4.5.6 Analises das enzimas pela técnica eletroforética de zimograma e SDS-PAGE

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) ¢ muito utilizada para
caracterizar proteinas e baseia-se na migracdo de moléculas de diferentes tamanhos (massa
moleculares) em meio gelatinoso poroso, que age como uma peneira moléculas menores.
Sendo assim, as moléculas maiores ficam localizadas na parte superior, enquanto que as
moléculas menores, que migram mais facilmente, sdo encontradas em sua parte inferior
(Castro, 2006). A técnica de Zimograma pode ser associada a eletroforese em gel de
poliacrilamida para a detec¢do da atividade especifica de enzimas (Benoliel et al., 2010), que
neste trabalho detectamos as (Enzimas Totais).

Para a determinacdo da atividade das enzimas celuloliticas e da massa molecular, das
celulases produzidas pelas bactérias isoladas do trato intestinal dos invertebrados saprofagos,
foram visualizados em géis de poliacrilamida (12%), em condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE), corados com azul de Coomassie para visualizar a massa molecular. O mesmo foi
utilizado para o Zimograma, devido a baixa resolug@o na coloracdo com vermelho Congo que
visualiza a atividade enzimatica de (Celulase e Xilanase) adotamos o azul de Coomassie que
visualiza a atividade enzimatica de (Enzimas Totais).

Nesta analise, os isolados foram crescidos apenas no meio CMC 1% juntamente com
5% de extrato de levedura. Como relatado anteriormente em que o maiores picos de atividade
celulolitica foram aos dias 6 ¢ 8, sendo assim optamos pelo tempo incubagao 7 dias para todos
os isolados, neste ensaio. Apds a corrida Eletroforética, a qual seguiu as condigdes descritas
no item 4.2.14, obtivemos dois géis o primeiro (Figura 25) que determina a massa molecular e
o segundo (Figura 26) a atividade enzimatica.

Na figura 25, € possivel identificar bandas correspondentes a proteinas com cerca de
10 a 66 kDa. Na figura 26 gel de zimograma representa a atividade enzimatica (Enzimas
Totais), o interessante € que todas as amostras apresentaram uma alta atividade, com bandas
bem distintas, ¢ com tamanhos diferentes para cada isolado, possivelmente por existirem
varios tipos de enzimas produzidas por cada bacteria estudada. As produgdes de celulases
apresentam massa molecular com altas variagdes. Mesmo algumas bactérias apresentanto o
mesmo género, como ¢ o caso das Streptomyces a variagado foi alta.

As celulases produzidas por bactérias, como as espécies pertencentes ao género
Bacillus, possuem massa molecular de 40kDa (Mawadza et al., 2000), no entanto estes
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valores podem varias entre as espécies deste género. Samuel et al., (2010) verificaram uma
celulase produzida por Bacillus isolado de residuos, a qual apresentou massa molecular entre
6 ¢ 20 kDa. Li et al., (2008) verificou uma endoglucanase produzida por B. pumilus, que foi
purificada a qual apresentou massa molecular de 74,98 kDa. Uma celulase obtida de B.
circulans apresentou 72 kDa, que apresentava atividade em CMCase e Avicelase (Kim et al,
1995). Para B. subtilis subsp. Subtilis A- 53, uma CMCase purificada apresentou massa
molecular estimado em 56 kDa (Kim et al., 2009).

Apesar destas variantes encontradas entre as massas moleculares, ainda nao foi
estabelecida uma correlgao entre a atividade enzimatica e o tamanho da enzima, mas sabe-se
que enzimas de baixo peso molecular, composta de uma tinica cadeia polopeptidica e que
possua pontos dissulfetos sdo geralmente mais estaveis ao calor do que enzimas oligoméricas,
de alta massa molecular (Furigo & Pereira, 2012).

A massa molecular de celulase purificadas produzidas por Streptomyces LX foi de 48
kDa com uma tnica banda segundo Li et al. (1998). Endoglucanases de massa molecular de
23 kDa e 38 kDa foram reportadas por Geroge et al. (2001).

S. rochei produz celulases com 29 e 43 kDa (Perito, 1994), S. lividans tem massa
molecular de 36 kDa (Wittmann, 1994). Thermomonospora fusca produz seis celulases, trés
endo, dois exo e um com atividade de endo/exo (Spiridonov & Wilson, 1999)

De acordo com a literatura, sabe-se bem que os géneros Streptomyces Bacillus e
Paenibacillus sdao capazes de degradar os residuos agroindustriais, incluindo a ligninocelulose
através de enzimas celuloliticas. No entanto, trabalhos que descrevem produg@o de enzimas
celuloliticas de isolados bacterianos oriundos do trato intestinal de invertebrados, com
afinidade biotecnologica, ainda sdo poucos. Os resultados obtidos neste trabalho apresentam
uma perspectiva futura de isolados bacterianos de amostras do trato intestinal de
invertebrados.
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25. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE -12%), (M) Marcador molecular, (1)
Streptomyces parvulus, (2) Streptomyces griseoaurantiacus, (3) Streptomyces
werraensis, (4) Streptomyces viridodiastaticus, (5) Staphylococcus saprophyticus,
(6) Streptomyces albogriseolus, (7) Streptomyces carnosus, (8) Streptomyces
thinghirensis, (9) Streptomyces yanglinensis, (10) Paenibacillus chondroitinus, (11)
Bacillus methylotroohicus, (12) Streptomyces althioticus, (13) Streptomyces collinus,
(14) Streptomyces viridochromogenes, (15) Streptomyces coerulescens, (16)
Streptomyces mexicanus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 26. Gel de poliacrilamida (Zimograma -12%), (M) Marcador molecular, (1)

Streptomyces parvulus, (2) Streptomyces griseoaurantiacus, (3) Streptomyces
werraensis, (4) Streptomyces viridodiastaticus, (5) Staphylococcus saprophyticus,(6)
Streptomyces albogriseolus, (7) Streptomyces carnosus, (8) Streptomyces thinghirens
,(9) Streptomyces yanglinensis, (10) Paenibacillus chondroitinus, (11) Bacillus
methylotroohicus, (12) Streptomyces althioticus, (13) Streptomyces collinus, (14)
Streptomyces viridochromogenes, (15) Streptomyces coerulescens, (16) Streptomyces

mexicanus.
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44 CONCLUSOES

De forma geral, os isolados apresentaram atividade enzimatica, incluindo os principais

complexos de celulase, com capacidade para liberar glicose da CMC e do Capim-elefante.

a.

Vinte e trés bactérias, provenientes do trato intestinal das espécies de invertebrados
Trigoniulus corallinus, Cubaris murina, Pycnoscelus surinamensis, apresentaram em
teste de hidrolise, valores de indice enzimatico superiores a 3,0 e, considerado uma
otima atividade hidrolitica;

Através da analise filogenética, foi possivel identificar as 23 espécies de bactérias,
pertencentes a dois filos distintos, Actinomicetos e Firmicutes;

O maior género identificado foi Streptomyces, seguido de um isolado para Bacillus,
Paenibacillus e Staphylococcus;

Dos dezesseis isolados selecionados para as analises de CMCase e FPase, todos
apresentaram atividade, durante os 12 dias de incubagao;

Os maiores valores de CMCase foram apresentados por Streptomyces mexicanus,
Streptomyces althioticus, com picos que variaram do dia 4 até o dia 10 de incubagao;

Bacillus methylotroohicus, também apresentou valores significativos de CMCase e
FPase, porém os maiores picos foram nos primeiros dias de incubagao;

O meio de cultivo Capim — Elefante (Pennisetum purpureum), apresentou os maiores
valores de atividade enzimatica, comparado com CMC (carboxi-metil-celulose);

O trato intestinal das trés espécies de invertebrados saprofagos se mostrou um
ambiente propicio & prospeccdo de bactérias com eficiéncia celulolitica, evidenciando
seu potencial, para futuros estudos biotecnologicos.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados s3o muito interessantes uma vez que representam microrganismos
oriundos do trato intestinal de invertebrados saprofagos, sobre os quais ainda nio se sabe ao
certo sua funcionalidade dentro do intestino dos invertebrados.

No Capitulo I foi abordada a diversidade de microrganismos do trato intestinal das trés
espécies de invertebrados e se observou a estrutura de comunidade através de técnicas
moleculares.

No Capitulo II foi utilizada a técnica de cultivo em meio seletivo, a qual premitiu
identificar dois filos, Firmicutes e Actinobactérias. Esses resultados destacam a importancia
da abordagem de métodos moleculares para investigar a composi¢ao estrutural de habitats
complexos, como ¢ o casos do trato intestinal de invertebrados e podem ser util para o estudo
de vias metabolicas e habilidades funcionais de espécies bacterianas.

De modo geral, ainda sdo poucos os trabalhos que caracterizam bactérias isoladas do
trato intestinal de invertebrados do solo, para conhecimento ou até mesmo aplicagdes
biotecnoldgicas. No entanto, muitos dos trabalhos encontrados abordam a producdo de
celulases de fluidos oriundos do trato intestinal de invertebrados. Neste caso as celulases
produzidas sdo dependentes de varios organismos presentes no trato intestinal do
invertebrado.
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