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RESUMO

O ambiente marinho constitui uma complexa rede de interacdo de microrganismos com
demais espécies aquaticas. Nos Ultimos anos este intricado tipo de relagdo passou a ser
objeto de diversos estudos com especial foco nas variadas moléculas de origem bacteriana
secretadas, dentre as quais, as enzimas por desempenharem importante papel nas relacfes
ecoldgicas influenciando o crescimento de organismos no entorno do hospedeiro ao qual
estas bactérias estdo associadas. Além do papel ecoldgico, a atividade enzimatica possui
alto interesse biotecnoldgico e variado emprego nos processos industriais. Este trabalho
teve como objetivo a caracterizacdo da atividade enzimatica e antibacteriana dos isolados de
bactérias obtidos de tecidos do coral Siderastrea stellata sadio e com pigmentacao alterada
(roxa) nos recifes de Cabo Branco, Paraiba. Os isolados foram avaliados com relacdo a
atividade proteolitica, amilolitica, lipolitica e celulolitica extracelular, bem como a
capacidade antagonistica frente a linhagem Vibrio harvey, espécie potencialmente
patogénica aos corais. Das 69 linhagens estudadas, 10 linhagens foram celuloliticas e
consistiam de bastonetes Gram +, com enddsporos, bastonetes Gram +, sem enddsporos e
bactérias filamentosas; a atividade proteolitica foi observada em 22 linhagens, as quais eram
constituidas de bastonetes Gram + e de Cocos Gram +, sem enddsporos. Condigdes 6timas
de temperatura e pH foram avaliadas para cultivo das linhagens por meio de
espectrofotometria onde se constatou melhor crescimento na faixa do pH acima de sete
sendo escolhido o pH 7,2 para os testes de incubagéo, por meio de SDS-PAGE 12,5% foi
possivel observar a existéncia de proteinas extracelulares nos sobrenadantes das culturas
estudadas na faixa de 30-40 kDa. Além dos dados relativos a atividade enzimatica, a
linhagem SR09 demonstrou atividade antagonica frente a espécie Vibrio harvey.

Palavras-chave: Siderastrea stellata, bactérias, enzimas, celulases, atividade
antibacteriana.
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ABSTRACT

The marine environment is a complex network of interaction of microorganisms with other
aquatic species. In recent years this intricate kind of relationship became the subject of
several studies with special focus on the various bacterial secreted molecules, among which
the enzymes for its important role in ecological relationships influencing the growth of
organisms in the vicinity of the host to which these microorganisms are associated. Besides
the ecological role, the enzyme activity has high biotechnological interest and varied
employment in industrial processes. This study aimed to characterize the enzymatic and
antibacterial activity of bacterial isolates obtained from coral tissues of healthy and altered
pigmentation (purple) colonies of Siderastrea stellata in Cabo Branco reefs, Paraiba. The
isolates were evaluated with respect to its proteolytic, amylolytic, lipolytic and cellulolytic
extracellular activity as well as the antagonistic ability against one isolate of the bacteria
Vibrio harvey a potentially coral pathogenic specie. Of the 69 studied strains, 10 strains
were cellulolytic and consisted of Gram + with endospores, Gram + without endospores and
filamentous bacteria; proteolytic activity was observed in 22 strains, which were composed
of Gram + and Gram + Coco without endospores. Optimum temperature and pH were
evaluated for cultivation of strains by spectrophotometry which demonstrated better growth
in the pH range above seven, therefore pH 7.2 was chosen for incubation tests. It was
observerd by SDS-PAGE 12.5 % the existence of extracellular proteins in the supernatants
of the studied cultures in the 30-40 kDa range. In addition to the enzymatic activity data, the
SR09 strain showed antagonistic activity against the studied Vibrio harvey strain.

Keywords: Siderastrea stellata, bacteria, enzymes, celulases, antibacterial activity
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1 INTRODUCAO
1.1 Os Recifes de Corais

O ambiente marinho comporta uma pléiade de microrganismos que constituem
um complexo e intricado sistema de relacdes ecolégicas com os demais elementos da
biota, dentre os quais, destacam-se 0s corais escleractineos. Os recifes de corais estdo
entre as maiores estruturas compostas por organismos vivos do planeta (ROSENBERG
et al., 2007), comportando uma vasta gama de organismos associados, comparavel, em
termos de riqueza de espécies, com as florestas umidas (SEBENS, 1994) e com um
valor econdmico — associado as praticas de pesca em seu entorno, turismo ambiental,
protecdo as regides costeiras por suavizar a forca mecanica das ondas, dentre outras —
estimado em mais de 370 bilhdes de ddlares por ano em todo mundo (CONSTANZA et
al., 1997). Nos ultimos anos, tém-se relatado a alta diversidade de microrganismos
associados aos corais, destacando-se os procariotos, (ROHWER et al., 2001; BOURNE;
MUNN, 2005) de onde se passou a inferir a intima relacéo entre os corais escleractineos
e as bactérias a eles associados (KNOWLTON; ROHWER, 2003).

Segundo Lima (2002), os recifes de corais sdo construcdes biogénicas de
significativo valor geoldgico; podendo estas estruturas ser classificadas pela natureza
dos organismos responsaveis por sua construcdo ou pelas morfologias modeladas por
fatores abiodticos (WRIGTH; BURCHETTE, 1996). Tais construcdes biogénicas
desempenham papel preponderante nos ciclos biogeoquimicos marinhos, além de
possuirem consideravel importancia ecoldgica dada a riqueza de espécies marinhas
associadas constituindo um dos ecossistemas de mais elevada biodiversidade da biota;
por conta desta complexa associagdo de diversas formas de vida, os recifes fornecem
importantes dados sobre as condi¢fes abidticas como taxa de incidéncia solar (inferida a
partir das taxas fotossintéticas dos organismos fotoautotroficos associados) e
temperatura (inferida pela ocorréncia ou ndo de espécies coralineas estenotérmicas)
sendo os corais, portanto, formidaveis bioindicadores de variacdes nas condicdes fisico-
quimicas oceanicas.

Dentre as espécies de corais escleractineos formadores de recifes, as pertencentes
ao género Siderastrea destacam-se por sua distribuicdo ao longo do Sudoeste do

Oceano Atlantico conforme trabalho inicial do zoologo suico Louis Agassiz e do
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geologo canadense Charles Hartt na segunda metade do século XIX (FREITAS, 2001),
ampliado mais recentemente com a descricdo da distribuicdo simpétrica de duas
espécies do género Siderastrea ao longo da costa Nordeste Brasileira: S. radians e S.
stellata (NEVES et al., 2008). No Brasil, a distribuicdo coralinea costeira € registrada
desde o estado do Maranhao (cerca de 0°53” S, 44°16° W) até os recifes de Vigosa, na
area de Abrolhos (18°01” S, 39°17° W), destacando-Se as ilhas ocednicas de Fernando
de Noronha e o Atol das Rocas (MMA, 2006).

Dentre os representantes do género Siderastrea, a espécie Siderastrea stellata é a
que possui maior amplitude de ocorréncia no litoral Brasileiro, com distribuicédo
concentrada nas faixas de profundidade de até 10 metros, estendendo-se do estado do
Maranhdo até o Rio de Janeiro (CASTRO; PIRES 2001). Descrita inicialmente em
1968, a espécie S. stellata se caracteriza por uma consideravel resisténcia a abrasao
mecanica das ondas e demais tipos de perturbacdo do ambiente como variagdes na
turbidez da agua em seu entorno, salinidade e temperatura (LABOREL, 1970), como
carateristicas taxonémicas, a espécie S. stellata apresenta col6nias com pigmentacéo
amarronzada (Health Coral Chart D5 e D6) e didmetro meédio de 10 centimetros com
formato geralmente arredondado, aumento em diametro de acordo com a profundida de
onde ocorre (podendo apresentar didmetros superiores a 20 centimetros) e passando a
apresentar uma morfologia mais achatada a alongada (COSTA, 2006).

1.2 Microrganismos Associados aos Corais Escleractineos

A intima associacdo das linhagens bacterianas aos seus hospedeiros
escleractineos resulta numa coopera¢do onde 0s procariotos sdo favorecidos pela
guarida e disponibilidade de nutrientes e o coral resguardado de possiveis patdgenos
pela competicdo inter-especifica dos microrganismos presentes (ROHWER &
KELLEY, 2004). Um desequilibrio na microbiota por fatores estressantes como
aumento na temperatura (alteragdo climética), poluicdo, sobrepesca e alteragdo na
dindmica ecoldgica dos organismos associados direta ou indiretamente aos corais
(HARVELL et al., 2002; SZMANT, 2002; JACKSON et al., 2001) pode provocar a
baixa no fitness de um ou mais componentes da microbiota normal possibilitando assim
a colonizacdo de microrganismos potencialmente patogénicos como as espécies do
género Vibrio, principalmente, V. shiloi e V. harvey ja descritas como patdgenos de

corais e relacionadas a corais que sofriam processos de alteracdo na pigmentagéo
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(KUSHMARO et al., 1996; 1997). Ao serem submetidos a uma nova condicdo
ambiental, os corais passam a sofrer com o fendmeno de sucesséo ecoldgica por conta
da diminuicdo do fitness de sua microbiota associada com a concomitante elevacdo da
capacidade de competicdo por sitios de adesdo e da viruléncia de alguns patogenos; tal
processo leva a uma insercdo de outros microrganismos na microbiota do coral
acarretando modificacdo da diversidade e desestabilizando o equilibrio mutualistico
entre os procariotos e 0 hospedeiro que, por sua vez, torna-se ainda mais susceptivel por
conta da agressdo dos patogenos agora presentes e pelo desenvolvimento da viruléncia
em linhagens outrora ndo-patogénicas, fatores estressores estes que culminam por
favorecer ainda mais a sucessdo dos microrganismos originais levando a um circulo
vicioso capaz de comprometer de forma cronica a homeostase coralinea acarretando em
um déficit qualitativo na associacdo mutualistica entre o coral e 0 componente
fotobionte da associacdo que, frequentemente, sdo algas do género Symbiodinium
(referidas comumente como zooxantelas) (ROSENBERG et al., 2007) fato causador da
alteracdo da pigmentacdo responsavel pela sindrome de branqueamento (bleaching) do
coral.

Uma analise preliminar das bactérias cultivaveis presentes nos tecidos dos corais
demonstra notéavel diferenca tanto na riqueza como na abundancia quando comparado a
coluna d’agua na regido do entorno coralineo, tal constatagao evidencia que a relagédo
entre microrganismos e o coral hospedeiro vai além das conveniéncias locais, mas
reflete uma associacdo intricada ao longo do tempo. De fato, estudos recentes
demonstram que populacdes bacterianas especificas estdo relacionadas a corais
especificos, sugerindo uma relagdo de coevolucdo entre as espécies (ROSENBERG,
2007).

Dentre as variadas interacdes ecoldgicas presentes nos recifes coralineos, as
associacfes com 0s microrganismos desempenham preponderante papel nos processos
de prevencdo de infecgbes que se da, geralmente, pela ocupacdo destes nas areas de
superficie do coral, pela competicdo de nutrientes e na secre¢cdo de moléculas com
atividade bactericida, enzimatica dentre outras (ROHWER; KELLEY, 2004)
acarretando o insucesso da colonizagdo de outros microrganismos com menor
capacidade de competicdo potencialmente virulentos para o coral. Similar a barreira
imposta pela microbiota comensal que coloniza o tegumento, mucosa e demais
estruturas nos seres humanos, protegendo-os — lato sensu — pela competigdo aos sitios

de aderéncia e nutrientes com os microrganismos “exogenos”, as bactérias associadas
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aos corais desempenham importante funcdo na manutencdo da homeostase destes
organismos, protegendo-os da patogenicidade de demais microrganismos.

E sabido que uma infima parcela dos microrganismos pode ser isolada e
cultivada pelos métodos tradicionais, e mesmo para estes, ndo € possivel acessar a
filogenia das espécies unicamente a partir de seu isolamento. Contudo, a utilizacdo de
bibliotecas gendmicas construidas para o gene do rRNA 16S, depositadas em grandes
bancos de dados mundiais e disponiveis para o livre acesso de diversos pesquisadores,
torna possivel ndo somente o levantamento completo da diversidade bacteriana bem
como estabelece de maneira objetiva as relagdes evolutivas entre os organismos
amostrados; por tal motivo, o uso de ferramentas moleculares e de bioinformatica para a
classificacdo de microrganismos bem como a descoberta de novas espécies a partir do
sequenciamento genémico tem permitido uma mais ampla compreensdo dos

mecanismos evolutivos por tras das relacdes ecoldgicas encontradas na natureza.

1.3 Enzimas Extracelulares Bacterianas

As enzimas sdo catalisadores biologicos capazes de acelerar a velocidade das
reacGes quimicas tornando-as viaveis para a manutencao da homeostasia dos sistemas
bioldgicos que, quando em condi¢des ndo catalisadas, demorariam tanto para acontecer
que tornariam termodinamicamente invidvel toda a estruturacdo de organismos
complexos. Além de formarem a base dos sistemas metabolicos, as enzimas
proporcionam enormes oportunidades as industrias por efetuarem conversdes
biocataliticas com altissimo rendimento e confiabilidade (GODFREY; WEST, 1996).

As enzimas hidroliticas sdo largamente utilizadas em diferentes processos nas
principais inddstrias como a farmacéutica, téxteis, de detergentes, alimenticia e de
biocombustiveis empregando diferentes classes de enzimas como as proteases,
pectinases, lipases, celulases, e etc. Num campo tdo requisitado por novas moléculas
bioativas, os microrganismos isolados de novos ambientes despontam como potenciais
fontes para novas moléculas de emprego na industria por conta da versatilidade
metabdlica e estabilidade em condigdes ambientais extremas (de temperatura, salinidade

e etc.) em que estes organismos habitam.
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1.3.1 Proteases

As proteases sao importantes catalisadores bioldgicos, estando envolvidas com a
hidrélise das proteinas por meio da quebra de ligacBes peptidicas na extremidade da
cadeia polipeptidica (no caso de exopeptidades) ou no interior da cadeira
(endopeptidases) e a liberacdo dos residuos de aminoacidos, por tal propriedade o
emprego destas enzimas é crescente nos processos industriais principalmente correlatos
a producdo de laticinios por sua acdo da degradagdo de proteinas como a caseina, mas
também na inddstria farmacéutica e téxtil (HAKI; RAKSHIT, 2003), perfazendo — esta
classe de enzimas — cerca de 60% do mercado global de catalisadores biolégicos (RAO
etal., 1998).

1.3.2 Celulases

As celulases (ou B-amilases) sdo capazes de hidrolisar as ligagdes do tipo O-
glicosidicas entre residuos de glicose dispostos em configuracdo isomérica do tipo Beta
como ocorre no polissacarideo mais abundante na biosfera que é a celulose, este
glucano, embora abundante, pode ser degradado apenas por infima parcela de
organismos que sdo capazes de realizar sua catalise em moléculas de glicose que
poderiam, entdo, ser utilizadas em diferentes processos como para a producgéo de etanol.
Além deste potencial emprego na industria de biocombustiveis, as celulases séo
atualmente amplamente utilizadas nas industrias de papel, téxtil e de detergentes
(TURNER; MAMO; KARLSSON, 2007).

1.3.3 Amilases

Diferentemente da celulose, o amido é um polissacarideo formado por ligacdo
entre residuos de D-Glicose em configura¢do al—4, sendo o principal material de
reserva nos vegetais e existindo na forma ramificada (ligacdes al—6) denominada de
amilopectina e na forma linear com estrutura em forma de a-hélice denominada amilose

(BERG; TYMOCZO; STRYER, 2004). As amilases sdo as enzimas capazes de
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hidrolisar o amido em diferentes pontos de sua estrutura linear ou ramificada sendo
utilizadas em processos da industria acucareira a partir da liquefacdo (por conta da
quebra de extremidades ndo redutoras) do amido. (SOLIMAN, 2008).

1.3.4 Lipases

As hidrolases que atuam sobre as ligages éster atribui-se o termo genérico de
lipases que agem na interface dleo-agua desfazendo as ligagdes éster-carboxilicas de
acilglicerdis liberando cadeias de acidos graxos livres e glicerol (JAEGER; REETZ,
1998). As lipases possuem alta aplicacdo industrial alimenticia, oleoquimica,
cosmeéticos e detergentes além de participarem no processo de elaboracdo de polimeros
sintéticos (SHARMA et al., 2011).

1.4 Moléculas Microbianas com Atividade Bactericida

Dentre os principais géneros de microrganismos presentes do ambiente marinho,
0 género Bacillus destaca-se por sua distribuicdo ubiqua e por ser uma riquissima fonte
de moléculas bioativas. As bactérias do género Bacillus sdo pertencentes a familia
Bacilaceae e compde-se de um enorme grupo de bactérias heterogenicamente
diversificada. As células pertencentes a esse género apresentam-se com morfologia de
bastonete cuja suas extremidades sdo retas ou arredondadas com o tamanho médio que
varia entre 0,5 x 1,2 pum a 2,5 x 10 um de espessura (RIBEIRO, 2011). A utilizagdo de
bactérias do género Bacillus como biocontroladores de fitopatdgenos e patdgenos
humanos tém sido bastante pesquisada recentemente, haja vista que varias espécies
desse género sdo responsaveis pela producdo ndo sé de bacteriocinas, mas também de
peptidios antifungicos e antibacterianos (SCHULZ et al., 2005); o sequenciamento de
regibes génicas largamente distribuidas neste género de bactérias tem revelado que
cerca de 8% dos genes sdo destinados a producdo de antibioticos (MONDOL et al.,
2013).

Entre as moléculas promissoras, pode-se citar a Entomocina 1X que vem se
mostrando biologicamente ativa contra patdgenos significativos como Pseudomonas
aeruginosa e varios fungos. Essa bacteriocina manteve 72% de sua atividade
antimicrobiana quando incubada a 121°C. Sendo estavel na faixa de pH de 3a 9, e s
perdendo sua atividade quando tratada com proteinase K, com baixa toxicidade as
linhagens de células Vero (CHERIF et al., 2003).
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A evolucdo e a propagacdo de patdgenos bacterianos resistentes a antibidticos é
uma crescente ameagca a saude publica global. As taxas de resisténcia em bactérias sdo
crescentes em todo o mundo resultando em mortes por patdgenos outrora controlaveis
por meio de terapia antibiotica. A esperanca para a resolucdo desta crise (cada vez mais
assemelhavel a era anterior ao uso clinico de medicamentos antibioticos) reside na
prospeccdo de novas fontes de moléculas bioativas com diferenciadas estruturas
quimicas. Assim sendo, a prospec¢do de organismos com considerdvel atividade
antagonista frente a patdgenos de interesse constitui uma estratégia de melhor custo-
beneficio quando comparado com a engenharia quimica de variadas moléculas sintéticas
de potencial atividade bactericida que podem, ao cabo, mostrarem-se inécuas a
patdégenos multirresistentes pois, como estas moléculas sintéticas tem suas estruturas
“inspiradas” em modelos pré-existentes, correm o alto risco de serem neutralizadas por
mecanismos de resisténcia ja desenvolvidos nos organismos alvo, como ocorre a mitde
no processo de desenvolvimento de novos antibidticos B-lactamicos (ANDERSSON et
al., 2001; WILKE et al., 2005).

1.5 Caracterizacdo dos Microrganismos

As bactérias, termo genericamente utilizado para descrever 0s organismos
pertencentes ao dominio Bactéria e Eubactéria, sdo procariotos unicelulares surgidos
aproximadamente a 3,5 bilhGes de anos atrds no planeta. Apesar de constituirem dois
dos trés Dominios da Vida existente na Biosfera, com uma ordem de grandeza de 10%°
(JANSSON; PROSSER, 2013) bactérias perfazendo o correspondente a 4.1 petagramas
(Pg) de C e aproximadamente 0.6% da biomassa total da Terra (KALLMEYER et al.,
2012), pouco se conhece de sua filogenia e diversidade que se reflete nas abundantes
estratégias de vida que vdo dos organismos anaerébios quimiolitotroficos ou
fotoautotréficos até as formas aerdbias heterotréficas.

Os métodos utilizados para a descricdo e classificagdo dos microrganismos
baseiam-se, classicamente, nas caracteristicas fenotipicas destes organismos como sua
morfologia resposta aos corantes especificos bem como capacidade de oxidagdo de
determinados compostos. Quanto a morfologia, 0s microrganismos podem ser estudados
quanto a sua forma — seja em bastonetes, cocos ou formas espiraladas — e arranjo que €
0 modo como as formas bacterianas se agrupam que variam desde a auséncia de arranjo

até formas complexas.
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Ainda, a resposta que cada bactéria apresenta a coloracdo de Gram €
amplamente utilizada na classifica¢éo, separando os microrganismos capazes de reter a
coloracdo (bactérias Gram positivas) daquelas incapazes de fazé-lo (bactérias Gram
negativas); sendo possivel inferir a partir desta reacdo a macroestrutura do envoltério
celular destes organismos que geralmente apresentam parede espessa de peptidoglicanos
na parede celular dos representantes Gram positivos e uma delgada camada de
peptidoglicano com uma membrana externa adicional nos representantes Gram
negativos.

As condicdes de crescimento também sdo classicamente utilizadas para a
caracterizacdo de linhagens de procariotos, a capacidade de utilizar uma determinada
fonte de carbono ou a propriedade intrinseca de reagir com peroxido de hidrogénio ou
possuir a enzima citocromo oxidase permite separar organismos indistinguiveis do
ponto de vista morfolégico e em relacdo a coloracdo de Gram por aspectos fisioldgicos
como a aerobiose ou anaerobiose facultativa.

Contudo, tais caracteristicas fenotipicas muitas vezes séo incapazes de fornecer
uma classificacdo inequivoca por limitagdes naturais do proprio método: uma
determinada bactéria que naturalmente ndo oxida um dado substrato pode, por exemplo,
passar a fazé-lo caso possua um plasmideo que carregue a informacao para a sintese de
uma enzima capaz de metabolizar o dado substrato utilizado para o teste fenotipico,
gerando, assim, imprecisdes unicamente corrigidas com o refinamento molecular no
processo de caracterizacdo. Nos Ultimos anos, as técnicas moleculares adquiram
importancia fulcral no processo de identificagdo de microrganismos por eliminar as
potenciais ambiguidades dos métodos fenotipicos, bem como por ampliar a quantidade
de amostras que podem ser analisadas num menor espaco de tempo; com o
estabelecimento da reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction —
PCR) tornou-se exequivel o estabelecimento de filogenias dos grandes grupos de
microrganismos baseadas em crondmetros moleculares como, por exemplo, o gene do
rRNA 16S para os procariotos e 0 rRNA 18S para 0s eucariotos.

Com base no estudo das sequéncias do gene de rRNA 16S, 12 filos do dominio
Bacteria foram determinados inicialmente (WOESE, 1987), estando as bactérias
classificadas, atualmente, em 52 filos incluindo representantes unicamente conhecidos
por sua sequéncia de nucleotideos, por serem impossiveis de se cultivar e classificar
pelos métodos tradicionais (RAPPE & GIOVANNONI, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

1. Caracterizacdo da atividade enzimatica e antibacteriana das bactérias
associadas aos corais escleractineos da espécie Siderastrea stellata da regido
costeira do Estado da Paraiba.

2.2 Objetivos Especificos

1. Deteccdo de linhagens bacterianas produtoras de celulases e proteases

extracelulares;

2. Determinar o pH 6timo para o crescimento das bactérias celuloliticas;

3. Analisar gradualmente a producdo de celulases para as linhagens

celuloliticas mais relevantes;

4. Avaliar o perfil proteico das linhagens celuloliticas;

5. Bioprospeccdo de linhagens antagonistas frente a bactéria Vibrio harvey,

causadora de doencas em corais.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta e Caracterizacao das Linhagens Bacterianas

As cepas bacterianas estudadas foram isoladas de tecidos do coral escleractineo
Siderastrea stellata sadio (figura 3) e com sinais de alteracdo de pigmentacao (colonias
roxas) (figura 4) nos recifes de Cabo Branco (Figura 1), (7°08°50”S; 34°47°51”W),
situados na proximidade da falésia da Ponta do Seixas no municipio de Jodo Pessoa,
Paraiba, Brasil (Figura 2) em Maio de 2010; com ajuda de martelo e cinzel, pequenas
amostras dos corais coletados foram transportados em sacolas plasticas contendo agua
do mar filtrada da regido do estudo para o laboratério onde foram entdo processadas, 0s
tecidos foram removidos, em meio estéril, através da utilizacdo de jatos de compressdo
a ar, segundo descrito por Dustan (1979). A caracterizacdo das bactérias, realizada em
trabalhos anteriores a este por Medeiros (2012), se deu em base a sua morfologia,
coloracdo de Gram e capacidade de formar, ou ndo, endosporos e prova da catalase e
seguiram, para a coloracdo de Gram, a metodologia proposta por Huecker modificada
(SMIBERT; KRIEG, 1994) e 0 método descrito por Gerhardt et al. (1994) modificado
para deteccdo de enddsporos. As amostras de tecidos extraidos de ambas as amostras de
coral (sadio e com pigmentacdo alterada) foram homogeneizadas, separadamente, e
diluidas serialmente em agua do mar filtrada e estéril proveniente da regido do estudo e
inoculadas em meio de cultivo Agar marinho (pH 7,6) constituido de 5g de peptona
(Difco), 2,5 g de extrato de levedura (Difco), 15 g de agar, 1000 mL de 4gua do
mar filtrada coletada no local do estudo. As culturas em placas de Petri foram incubadas
a 30° por 5 dias. As col6nias bacterianas obtidas foram entdo isoladas e plaqueadas em
novos meios de cultivo estéreis até a confirmacdo do isolamento e, posteriormente,
depositadas num banco de linhagens proveninentes de cada uma das amostras de coral
amostrado. As linhagens bacterianas obtidas a partir do coral com aspecto macroscépico
sadio foram catalogadas com o cogido “SS” e as linhagens bacterianas obtidas a partir
do coral com aspecto macroscopico apresentando sinais de despigmentacgdo, catalogadas
com o codigo “SR”. Ao total, foram estudadas 29 cepas do coral sadio (linhagem SS_) e

40 cepas do coral roxo (linhagem SR_).
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Tabela 1. Biotipos das linhagens bacterianas isoladas do coral Siderastrea stellata

sadio.
COLORAGAO CARACTERISTICAs ~ROPHEAC L INHAGENS
DE GRAM MORFOLOGICAS 1Al asE BIOTIPOS
SS02, SS12,
Bastonetes, sem SS13, SS14,
G+ Endésporos Catalase + A SS16, SS19,
SS20, SS25,
SS30, SS35,
SS36
SS03, SS04,
Bastonetes, sem Catalase - SS08, SS09b,
G+ Endésporos B SS10, SS11,
SS15, SS21a,
SS21b, SS24,
SS27, SS29,
SS33, SS37
G+ pastongtes jcoim Catalase + c 5518
endosporos
G+ Cocos Catalase + E 55098, 5522,
SS28

Tabela 2. Bidtipos das linhagens bacterianas isoladas do coral Siderastrea stellata com
pigmentacdo alterada (roxa).

COLORAGAO CARACTERISTICAs FRODJCAC L INHAGENS
DE GRAM MORFOLOGICAS CATALASE BIOTIPOS
SR01, SR09,
Bastonetes, sem SR13, SR17,
Enddsporos Catalase + A SR19, SR21,
G+ SR24, SR27,
SR30, SR34,
SR51, SR54,
SR62
Bastonetes, sem SR08, SR15,
G+ Endésporos Catalase - B SR25, SR39,
SR50, SR55
SR02m, SRO3,
Bastonetes, com Catalase + C SRO05, SR11,
&F Endosporos SR22, SR29,
SR41, SR60,

SR61
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G+ Bastoqetes, com Catalase - D SR04
enddsporos
SR02B, SR26,
G+ Cocos Catalase + E SRA5
G+ Cocos Catalase - F SR38
G+ Filamentosos Catalase - G SR14, SR31
SR18, SR20
- + i) )
G Bastonetes Catalase H SR35, SR37
G- Bastonetes Catalase - | SRO7

Todos os testes foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Biologia
de Microrganismos do Departamento de Biologia Molecular da UFPB.

Figura 1. Recifes costeiros da Ponta do Figura 2. Falésia da Ponta do Seixas,
Seixas, Jodo Pessoa—PB. Fonte: Daianne Jodo Pessoa —PB. Fonte: Daianne
Medeiros, 2012. Medeiros, 2012.

Figura 3. Aspecto macroscopico do coral Figura 4. Aspecto macroscopico do coral
Siderastrea stellata sadio. Fonte: Daianne Siderastrea stellata com sinais de mudanca
Medeiros, 2012. na pigmentacdo natural. Fonte: Daianne

Medeiros, 2012.
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3.2 Deteccéo da Atividade Enzimética Extracelular em Meio Sélido

Para os experimentos de deteccdo de atividade enzimatica extracelular em meio
solido, as linhagens isoladas foram cultivas em meio Agar Marinho (constituido de 4gua
do mar filtrada, 0,5% de Peptona (Difco), 0,1% de Extrato de Levedura (Difco) e 1,5%
de Agar) por 48 h a 37 °C e entdo semeadas para 0os meios contendo o polimero-alvo
(gelatina, celulose, amido e Oleo vegetal) de degradacdo por 96 horas a 37 °C. A
producdo de celulases e proteases foi avaliada em todas as linhagens (69) e, aquelas que
apresentaram atividade celulolitica, também foram testadas em relacdo a producdo de

lipases e amilases.

3.2.1 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi detectada seguindo a metodologia descrita por
Smibert; Krieg (1994), com modificacGes, onde as linhagens sdo inoculadas em meio
constituido de 20 g de Gelatina; 0,5 g de K;HPO4; 0,25 g de MgSQO,4-7H,0; 0,01 g de
FeSO4-7H,0; 0,16 g de CaCly,-6H,0 e 15 g de Agar (Difco) para 1000 mL (pH 7,0).
Para melhor emular as condi¢cBes ambientais nativas, utilizou-se dgua do mar filtrada
estéril como solvente do meio. A atividade é observada pela formacdo de halos de
degradacdo do substrato presente em cultura apds a adicdo do reativo de Frazier (12 g

de HgCl,; 16 mL de HCI concentrado para 80 mL de dgua destilada).

3.2.2 Atividade Celulolitica

Este teste foi realizado de acordo com Theather; Wood (1982), as linhagens
foram semeadas em meio contendo 1 g de Carboximetilcelulose (CMC); 0,5 g de
NaNOs; 1 g de KoHPOy; 0,5 g de MgSO,4-7H,0; 0,01 g de FeSO4-7H,0; 1 g de Extrato
de Levedura (Difco) e 15 g de Agar para 1000 mL de agua do mar filtrada, pH 7. Apds
0 periodo de incubacdo (96 horas a 37 °C) o meio de cultura foi corado com uma
solugédo de vermelho congo (1 mg/ml) por 30 minutos e descorado com a adi¢do de
NaCl 1 M por igual periodo de tempo. A formagéo de halos amarelados ao redor das

coldnias indica degradacdo da celulose.
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3.2.3 Atividade Amilolitica

A deteccdo de amilases em meio sélido se deu de acordo com Smibert; Krieg (1994)
semeando as linhagens, selecionadas ap0s o0s testes de atividade celulolitica e
proteolitica, em meio contendo 2 g de Amido; 0,5 g de NaNos; 1 g de Ko;HPOy; 0,5 g de
MgSQO,-7H,0; 0,01 g de FeSO47H,0; 1 g de Extrato de Levedura (Difco) e 15 g de
Agar para 1000 mL de agua do mar filtrada, pH 7.A formago de halos de degradagio
foi revelado com a adicdo de uma solucéo contendo 0,66 g de I,; 1,22 g de Kl para 1000

mL de agua destilada.

3.2.4 Atividade Lipolitica

O teste seguiu a metodologia proposta por Kouger; Jaeger, (1987). As linhagens
foram incubadas em meio contendo 8 g de Caldo Nutriente (NB); 4 g de NaCl; 3% (v/v)
de Oleo Vegetal e 0,001% (m/v) do corante Rodamina B. As linhagens foram incubadas
por 96 h a 37 °C e posteriormente analisadas sob incidéncia de radiacao ultravioleta a
350 nm (SHELLEY et al.,1987), o aparecimento de coldnias com um halo alaranjado ao

seu redor indica atividade lipolitica.

3.3 Avaliacéo do Crescimento Bacteriano

O Crescimento das linhagens selecionadas nos experimentos de atividade enzimética
extracelular celulolitica em meio s6lido bem como as linhagens escolhidas para os
experimentos de cultivo em meio liquido foram acompanhadas por meio de
espectrofotometria a 600 nm (utilizando-se cubetas de vidro) para a determinacdo da
faixa 6tima de pH para crescimento (selecionados os valores 4,6,7,8 e 10) . Durante 0s
experimentos de cultivo em meio liquido (meio CMC sem &gar de acordo com o item
3.2.2) a absorbéancia diaria das culturas foi medida durante quatro dias para um

acompanhamento detalhado do crescimento das linhagens estudadas.

3.4 Avaliacéo da Producéo de Celulases em Meio Liquido

A analise guantitativa da atividade celulolitica foi determinada para as linhagens que

apresentaram alta producéo de celulases no meio solido. As linhagens SR05, SR31 e
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SR41, selecionadas com base na intensidade da atividade celulolitica, condi¢bes de
crescimento e diversidade de bidtipo, foram cultivas em Agar Marinho sélido
(constituido de &gua do mar filtrada, 0,5% de Peptona (Difco), 0,1% de Extrato de
Levedura (Difco) e 1,5% de Agar) e apds incubacdo por 48 h a 37 °C, transferida uma
alcada de uma col6nia para 10 mL de Caldo Marinho estéril e levado a incubacédo, sob
agitacdo constante de 150 rpm, por 48 h a 37 °C, posteriormente, uma aliquota de 0,5
mL foi inoculado em 50 mL de meio liquido contendo CMC (conforme descrito no item

3.2.2) e incubado, sob agitacdo constante a 150 rpm, por 120 h a 40 °C.

3.4.2 Dosagem de Acucares Redutores Totais

Os acUcares redutores totais dos experimentos de cultivo de bactérias em meio
liquido foram quantificados, a cada 24 h, pelo método descrito por Miller (1959) com o
uso do &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). Aliquotas de 1 mL do cultivo em meio liquido
foram centrifugadas a 8 000 rpm, 4 °C, por 15 minutos e 0,5 mL do sobrenadante
incubado com 1,5 mL do reagente contendo DNS por 10 minutos a 100 °C,
posteriormente o resultado foi observado em espectrofotdmetro (Spectrum SP-2000) a
520 nm e comparado com uma curva padrdo previamente construida com concentracdes
determinadas de D-Glicose nas mesmas condigdes experimentais descritas. Os
experimentos de espectrofotometria foram realizados em cubetas de quartzo e em

triplicatas.

3.4.3 Quantificacdo de Proteinas Sollveis Totais

Para a quantificacdo de proteinas solUveis durante os experimentos de cultivo em
meio liquido, a cada 24 h, utilizou-se a metodologia proposta por Bradford (1976).
Aliquotas de 0,5 mL, obtidas a partir do sobrenadante da centrifugacdo a 8 000 rpm, 4
°C, por 15 minutos de 1 mL do cultivo em meio liquido, foram diluidas em 1,5 mL do
Reagente de Bradford e suas absorbancias lidas em espectrofotdmetro a 595 nm e
comparadas com uma curva padrdo previamente construida com concentracdes
determinadas de Albumina Bovina Sérica (BSA). Os experimentos de foram realizados

em cubetas de quartzo e em triplicatas.
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3.4.4 Avaliacéo do pH 6timo para a atividade celulolitica

Com o intuito de observar a taxa de degradacdo do substrato celulose pelas celulases
extracelulares secretadas, pH Otimo de catalise, e termoestabilidade, realizou-se um
experimento de atividade enzimatica, com as trés linhagens celuloliticas selecionadas,
onde trés tampdes a base de Acetato de Sodio (200 mM) foram preparados nos pHs 5, 7
e 9 contendo 4% (m/v) de Carboximetilcelulose. Os tampdes foram esterilizados e
procedeu-se a reacdo enzimatica com a adicdo de 0,7 mL de cada um dos tamp&es com
0,7 mL do sobrenadante resultante da centrifugacao de 1 mL do cultivo em meio liquido
(por 120 h em meio de inducédo de celulases sob agitacdo de 150 rpm a 40°C) de cada
linhagem estudada, deixando-se reagir por 10 minutos a 50 °C. Posteriormente, 0,5 mL
do sistema reacional foi incubado com 1,5 mL do Reagente contendo DNS para a

determinacéo dos acUcares redutores totais, segundo metodo descrito por Miller (1959).

3.5 Atividade Antagonista das Bactérias Isoladas do Coral de S. stellata com

Pigmentacédo Alterada.

Dentre os principais patdgenos de corais, destacam-se 0S microrganismos
pertencencentes ao género Vibrio. As espécies V. shiloi e V. harvey sdo amplamente
descritas na literatura por associagdo com corais em processo de alteracdo de
pigmentacdo e com desenvolvimento de necrose tissular (LUNA et al., 2007; LUNA et
al, 2010). Procurou-se, entdo, com os experimentos de antagonismo identificar algum
isolado que se mostrasse antagbnico frente a V. Harvey e avaliar a capacidade de
protecdo aos corais hospedeiros, visando uma futura prospeccdo de moléculas
extracelulares com atividade bactericida. A cepa V. harvey juntamente com as linhagens
analisadas foram inicialmente cultivadas durante dois dias a 35 °C no meio TCBS
(NAKANISHI, 1963) com modificacdes (1% de Peptona (Difco), 0,5% de Extrato de
Levedura (Difco) 1% de Citrato de Sédio, 1% de Tiossulfato de Sédio, 2% de Sacarose,
1% de Cloreto de Sodio, 0,1% de Citrato de Ferro Ill e 1,5% de Agar, pH=7,6) e
posteriormente transferidas para meio TCBS, modificado, liquido onde cresceram, sob
agitacdo de 150 rpm a 35°C, overnight. A partir destas culturas em meio liquido foi
montado o experimento de antagonismo em placa seguindo metodologia proposta por
Burkholder (1966) com modificag¢fes, onde 0,5 mL de meio liquido contendo a espécie

V. harvey incubada overnight foi espalhado com o auxilio de um swab estéril de modo a
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formar um camada homogénea de microrganismo numa placa de Petri contendo meio
TCBS sélido estéril, apos isto 10 pl das demais linhagens cultivadas em meio liquido
foram pipetadas (quatro pontos distintos em forma de cruz) na placa previamente
semeada com V. harvey e incubadas a 37 °C por 48 h visando o crescimento de col6nias
isoladas das linhagens em contato com a cepa-alvo de Vibrio, caso as linhagens
secretem alguma substdncia antibacteriana o crescimento da V. harvey serd
comprometido formando um halo tornado possivel a detec¢do do antagonismo entre as

duas linhagens de microrganismos.

3.6 Analise do Perfil Proteico das Linhagens Celuloliticas

As trés linhagens selecionadas para a fase de experimentos de cultivo em meio
liquido também tiveram seus perfis proteicos analisados. As linhagens foram incubadas
em Caldo Marinho e em meio de inducdo de celulases (contendo 1 g de
Carboximetilcelulose (CMC); 0,5 g de NaNos; 1 g de K;HPO4; 0,5 g de MgSO,4-7H,0;
0,01 g de FeSO47H,0; 1 g de Extrato de Levedura (Difco) para 1000 mL de adgua do
mar filtrada), ambos os meios contendo pH 7,2, durante 48h a 40 °C sob agitacdo de
150 rpm. Apos incubagdo o cultivo foi centrifugado a 10 000 rpm por 15 minutos a 4 °C
e os pellets obtidos lisados com adicdo de tampdo Acetato de Sodio pH 7,2 contendo
lisozima e utilizando ultrasonicador (Bandelin®) em 6 ciclos de 12 segundos com
poténcia maxima de 40%. O extrato resultante foi centrifugado por 15 minutos a 4 °C e
10 000 rpm, os sobrenadantes obtidos foram armazenados a -20 °C. O sobrenadante dos
cultivos também foi congelado para a confirmacdo, em eletroforese, de enzimas
extracelulares a partir de suas respectivas bandas eletroforéticas. O extrato proteico
celular bem como os sobrenadantes dos cultivos foram concentrados com acetona (na
proporcéo de 1:2 v/v) durante duas horas e entdo centrifugados por 15 minutos a 15 000
rpm a 4 °C sendo o sobrenadante descartado e o pellet resuspendido em 20 pL de
tampdo contendo glicerol e azul de bromofenol. A eletroforese foi realizada segundo
metodologia proposta por Laemmli (1970) em gel de poliacrilamida a 12,5% com uma
corrente de 150 Volts. Apoés a eletroforese o gel foi corado com Azul de Comassie 1%,
descorado (solugio aquosa a base de 40% (v/v) de Metanol e 5% (v/v) de Acido

Acético), digitalizado e fotografado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo Morfofisioldgica das Linhagens Isoladas

Neste estudo foram analisadas as 29 linhagens isoladas do coral sadio de S.
stellata e 40 linhagens obtidas da amostra de coral com pigmentacdo roxa. As bactérias
apresentaram no total nove bidtipos (tabelas 1 e 2).

Além da predominancia da forma de bastonete, os microrganismos Gram
positivos constituiram o grupo mais representativo entre as linhagens bacterianas
isoladas das duas amostras de coral, a porcentagem de bactérias Gram negativas totais
correspondeu a apenas 7,2% enquanto as bactérias Gram positivas corresponderam a
92,8% do total das linhagens isoladas. Todos os isolados do coral sadio (SS) foram
Gram positivos agrupados em quatro bio6tipos, enquanto os isolados do coral com
pigmentacdo rosa (SR) apresentaram nove biétipos, sendo sete destes constituidos de
bactérias Gram positivas e dois de linhagens Gram negativas (tabelas 1 e 2).

Tal preponderancia de microrganismos Gram positivos encontrados neste
trabalho reflete a inquestionavel relevancia no papel ecolégico em todo o ecossistema
marinho destes organismos (GONTANG et al., 2007) ao passo que indica o tamanho
desconhecimento da real dimensdo da riqueza e distribuicdo das espécies bacterianas
Gram positivas nas regides oceanicas (MALDONADO, 2005).

4.2 Atividade Enziméatica Extracelular em Meio Sélido

Das 69 linhagens estudadas, trés linhagens do coral sadio e sete do coral roxo
mostraram-se positivas para a atividade celulolitica (figura 5) (tabela 3); em relacdo a
atividade proteolitica dez linhagens do coral sadio e doze do coral roxo demonstraram-
se positivas (figura 6) (tabela 3). Das linhagens celuloliticas 60,0% consistiam de
bastonetes Gram +, com enddsporos (biétipo C) e 30,0% eram bastonetes Gram +, sem
enddsporos (bidtipo A) e 10,0% bactérias filamentosas (biétipo G); 50,0% das linhagens
com atividade proteolitica amostradas pertenciam ao biétipo A, sendo 29,1% do Bidtipo
B, 12,5% consistiam de Cocos Gram + (bi6tipo E), 4,16% de cocos Gram + (biotipo F)
e 4,16% pertenciam ao biotipo G. Para fins de classificacdo, foi considerado como

atividade significativamente positiva as linhagens que produziram halos de degradagéo
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com diametros superiores a 1 cm, sendo considerada como alta atividade os halos com

didmetros aproximados a trés centimetros ou superiores.

N il
Figura 5. Aspectos do teste de atividade celulolitica: a) resultado negativo (ndo ha a
formacdo de halo); b) resultado positivo demonstrando degradacdo do substrato ao
redor da coldnia (embora néo significante para fins de prospec¢éo; c) resultado positivo

com halo bem evidente de didmetro superior a 3 cm.

Figura 6. Aspectos do teste de atividade proteolitica: a) resultado negativo (sem
formagéo de halo); b) resultado positivo demonstrando degradacao ténue do substrato
ao redor da coldnia (halos médios de 1cm de didmetro); c) resultado positivo com halos

conspicuos de didmetro superior a 3 cm de didmetro.

Tabela 3. Atividade proteolitica e celulolitica de enzimas extracelulares secretadas por
bactérias associadas ao coral S. stellata.

Linhagem Atividade Celulolitica Atividade Proteolitica

SS02 - -
SS03 - +
SS04 - -
SS08 - -
SS09a - ++
SS09b ++ +
SS10 - -
SS11 - -
SS12 - ++



SS13
SS14
SS15
SS16
SS18
SS19
SS20
SS21a
SS21b
SS22
SS24
SS25
SS27
SS28
SS29
SS30
SS33
SS35
SS36
SR0O1
SR 02b
SR02m
SRO3
SR04
SR05
SR07
SRO08
SRO9b
SR11
SR13
SR15
SR17
SR18
SR19
SR20
SR21
SR22
SR24
SR25
SR26
SR27
SR29
SR30
SR31
SR34
SR35

33
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SR37 - -
SR38 - +
SR39 - +
SR41 ++ ++
SR44 ++ -
SR45 - -
SR50 - +
SR51 - -
SR54 - -
SR55 - -
SR60 ++ ++
SR61 ++ S
SR62 - -

Legenda: Negativo (-), positivo com halo inferior a 3cm (+), positivo com halo superior
a3cm (++).

Das enzimas estudadas, as proteases foram as mais ubiquamente encontradas
com 31,88% das bactérias apresentando consideravel atividade enquanto que, ao levar
em consideracao os diferentes niveis de atividade proteolitica, a porcentagem eleva-se
para 64,32%. Em isolamento de linhagens de solo, Gorlach-Lira e Coutinho (2007)
encontraram uma maior quantidade de linhagens termofilicas secretoras de proteases,
indicando que apesar das diferencas ambientais, as proteases constituem um grupo de
enzimas de vasta distribuicdo na microbiota.

De todas as bactérias estudadas, 14,49% apresentaram consideravel atividade
celulolitica. As celulases sdo altamente requisitadas para novos processos industriais e,
apesar da pouca informacdo disponivel na literatura cientifica sobre linhagens
celuloliticas isoladas de corais escleractineos, este dado aponta para uma nova e
potencial fonte de isolamento de microrganismos com atividades enzimética de
interesse, pois a regido coralinea presente na costa é submetida a varia¢fes drasticas de
temperatura e salinidade de acordo com o movimento das marés, estando em alguns
periodos totalmente fora da agua (figura 1 e 2), portanto organismos com atividade
enzimatica extracelular que suportem condices extremas e variaveis de temperatura e
salinidade e de radiacdo (no caso em estudo, solar) devem possuir enzimas termostaveis
(SOLIMAN, 2008) o suficiente para poderem desempenhar sua atividade catalitica,
apesar das condic¢des extremas do meio onde ocorre 0 microrganismo.

Dentre as linhagens produtoras de celulases e proteases, 10 foram selecionadas (com
base na taxa de crescimento, biotipo e alta atividade enzimatica extracelular) para uma

posterior etapa de prospeccao por lipases e amilases com o objetivo de identificacdo de
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linhagens altamente versateis do ponto de vista molecular, apresentando diversas
moléculas bioativas de interesse. Para a continua¢do dos ensaios foram escolhidas as
linhagens SS18, SR22, SS09B, SS61, SR60, SS25, SR41, SR31, SR05 e SR44. Dentre
estas dez linhagens, com excecdo das linhagens SS18 e SR31, todas as demais

apresentaram consideravel atividade amilolitica (figura 7).

Figura 7. Atividade amilolitica de linhagens isoladas do coral S. stellata.

Quanto a deteccdo de lipases, quatro linhagens das previamente selecionadas
mostraram-se produtoras: SS09b, SS25, SR44, SR61 (figura 8).

Figura 8. Atividade lipolitica de linhagens isoladas do coral S. stellata.
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Assim, as linhagens SS09b, SS25, S44, SR61 mostraram-se altamente versateis
dentre todas as linhagens isoladas e amostradas neste trabalho, apresentando
consideravel atividade enzimatica extracelular em meio solido de lipases, celulases,

amilases e proteases.

4.3 Atividade Antagonistica de Bactérias

Dentre as linhagens SR estudadas, somente a SR09b (com halo superior a 3 cm
quando incubada a 35°C por quatro dias) apresentou atividade antagdnica consideravel
frente & linhagem de V. harvey enquanto outras linhagens tiveram seu proprio
crescimento atenuado quando colocadas em contato com a cepa-alvo de Vibrio,
indicando um antagonismo da linhagem de Vibrio sobre estas linhagens SR, ou nao
tiveram modificacdo no padréo de crescimento em meio a cepa-alvo de Vibrio quando
comparadas ao seu crescimento controle (placas com o mesmo desenho experimental

utilizado para os testes de antagonismo, estando ausente a cepa de V. harvey).

Figura 9. Aspectos do teste de antagonismo bacteriano: a) Resultado negativo (ndo ha inibicdo
da linhagem V. harvey); b) Resultado positivo (inibicdo do crescimento de V. harvey pela
linhagem SR09); c) Detalhe do crescimento da linhagem SR09 e do halo de inibi¢do do
crescimento de V. harvey em seu entorno.

No teste de antagonismo bacteriano as linhagens testadas, quando submetidas ao
contato com a linhagem-alvo de V. harvey apresentaram algumas modificaces quanto
ao crescimento de suas col6nias: Algumas linhagens (como a SR17 e 39) tiveram
crescimento reduzido quando em contato com a cepa-alvo de Vibrio, enquanto outras
ndo modificaram seu padrdo de crescimento (como a SR02b), contudo, sem apresentar
atividade antagonica, ja a linhagem SR09b néo sé cresceu significativamente bem como

apresentou um halo ao seu redor evidenciando a atividade antagonica frente a V. harvey.
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A baixa porcentagem de linhagens capazes de inibir o crescimento da linhagem
patogénica aos corais escleractineos V. harvey nas linhagens isoladas do coral com
pigmentacdo roxa é um indicativo de baixa protecdo do hospedeiro por bactérias
associadas frente ao patogeno V. harvey. Araujo (2013) observou que das linhagens
bacterianas isoladas do coral S. stellata com pigmentacdo roxa, 58% foram identificadas
como pertencentes ao género Vibrio, enquanto que as bactérias desse género nao foram

observadas entre os isolados do coral sadio.

4.4 Avaliacdo do efeito do pH do Meio de Cultivo sob o Crescimento das

Linhagens

As linhagens selecionadas ap0s a prospeccdo por versatilidade de enzimas
extracelulares e maior producédo de celulases extracelulares (SS18, SR22, SS09b, SS61,
SR60, 22S5, SR41, SR31, SR05 e SR44) foram avaliadas (grafico 1) do ponto de vista
do seu crescimento (cultivo em Caldo Marinho a 37 °C por 48 h sob agitacdo constante
de 150 rpm) para a determinacéo de condigdes 6timas de cultivo em meio de deteccéo
de celulases. Os experimentos de crescimento bacteriano indicaram uma melhor faixa
de crescimento das linhagens estudadas na faixa do pH alcalino (pH 7 — 10), que reflete
as condicbes ambientais onde estes organismos habitam, pois o pH dos oceanos
encontra-se também na faixa alcalina (aproximadamente 8,5). Contudo, processos de
modificacdo do pH do mar pelos processos de acidificacdo e 0 aumento da temperatura
ja foram relacionados com o aumento de doencas a espécies sensiveis a mudancgas nos
pardmetros fisico-quimicos, uma dos possiveis fatores desencadeadores do
desenvolvimento de patologias é a ativacdo da viruléncias dos potenciais patdgenos que
pode ser temperatura-dependente (BEN-HAIM et al., 2003).
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Gréafico 1. Avaliacdo do crescimento das linhagens SR05, SS09B, SS18, SR22 por

espectrofotometria a 600nm, apds 48 horas de cultivo em meio CMC sob diferentes pHs.
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Gréafico 2. Avaliacdo do crescimento das linhagens SS25, SR31, SR41, SR44 por
espectrofotometria a 600nm, apds 48 horas de cultivo em meio CMC sob diferentes pHs.

0,5000 - 0,5000 -
SR60
£0,4000 - E0,4000 | SR6L
o S
o ©
©0,3000 - <0,3000 -
(3]
(3] —
— (&)
20,2000 - 50,2000 -
«C o]
_E —
S 3
20,1000 - 20,1000 -
<
<
0,0000 = A = I 0,0000 -
4 6 7 810 467810
pH pH

Gréfico 3. Avaliacdo do crescimento das linhagens SR60, SR61 por espectrofotometria a

600nm, apds 48 horas de cultivo em meio CMC sob diferentes pHs.

Com base na intensidade da atividade celulolitica (tabela 3), condicGes de
crescimento (grafico 1) e diversidade de biotipo (tabelas 1 e 2), trés linhagens foram
escolhidas dentre as dez linhagens celuloliticas para o prosseguimento dos experimentos
em incubacdo em meio liquido contendo CMC; para um maior detalhamento sobre o
habito de crescimento, as linhagens escolhidas para esta nova etapa de prospeccao
(SR05, SR31 e SR41) foram acompanhadas por 96 h onde se realizou leituras em

espectrofotdbmetro a cada 24 horas para determinacdo do crescimento (grafico 4).
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Grafico 4. Avaliagdo do crescimento das linhagens SR05, SR31 e SR41 por espectrofotometria
a 600nm durante quatro dias em meio CMC com pH 7,2.

4.5 Quantificagao de Carboidratos e Analise Protedmica

Com o objetivo de verificar a degradacdo celulésica nos sobrenadantes
remanescentes das culturas das linhagens celuloliticas de interesse (SR05, SR31 e
SR41) a partir dos agucares gerados, realizou-se a dosagem de agucares redutores
soliveis totais utilizando-se o reagente DNS. Dentre as trés linhagens, a SR05
apresentou os maiores valores, seguida da linhagem SR31 e por ultimo a linhagem
SR41 que apresentou uma curva peculiar se comparada as demais linhagens. Na curva
de calibracdo de dosagem de agUcares redutores totais, foi encontrado coeficiente de
correlagdo (R?) igual a 0,9957 e a seguinte equacdo da reta: y = 1,8811x + 0,2007
(Grafico 3).
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Grafico 5. Curva padrao para a dosagem de agucares redutores a partir de concentracao

de D-Glicose, utilizando-se a metodologia de Miller.
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Gréfico 6. Dosagem de acucares redutores totais no sobrenadante do cultivo em meio
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Concentracédo de Aclicares Redutores (mg/ml)

liquido da linhagem SRO5 ao longo de 120 horas.
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Graéfico 7. Dosagem de acucares redutores totais no sobrenadante do cultivo em meio

0,714

Concentracdo de Aclcares Redutores (mg/ml)

liquido da linhagem SR31 ao longo de 120 horas.
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Grafico 8. Dosagem de acucares redutores totais no sobrenadante do cultivo em meio

liquido da linhagem SR41 ao longo de 120 horas.

Também foi dosada a concentracdo de proteinas nos sobrenadantes das culturas
com o objetivo de correlacionar o nivel proteico com as concentracdes de acgucares
encontrados (graficos 4-6), levando ainda em consideracdo as curvas de crescimento
obtidas para cada linhagem (grafico 2). A dosagem de proteinas sollveis na linhagem
SRO05, diferentemente do padrdo observado para a SR31 e SR41, apresenta uma curva
que indica uma saturacdo de proteinas solUveis totais no meio (graficos 8-10). Tal
fendmeno se explica, parcialmente, pelo fato de que a linhagem SRO5 € a que tem
melhor curva de crescimento, atingindo a fase estacionaria de crescimento bacteriano (o
crescimento desta linhagem foi acompanhada de uma em uma hora durante 24 horas)
mais rapidamente se comparada com as demais, enquanto que em periodos de
incubacdo de 72 a 96 horas as linhagens SR31 e SR41 ainda estdo em crescimento
(portanto, os acucares redutores quebrados por acdo das celulases sdo rapidamente
englobados e metabolizados) o que explica a baixa absorbancia em 600 nm da linhagem
SR31 apesar da alta concentracdo de proteinas totais solGveis, combinada com uma
baixa concentracdo de agucares redutores disponiveis no meio quando comparada as
demais linhagens.

A curva de calibracdo de dosagem de proteinas solUveis totais, obteve o
coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,9742 e a seguinte equacéo da reta: y = 0,889x +
0,3496 (Gréfico 7).
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Grafico 9. Curva padrdo para a dosagem de proteinas solUveis totais a partir de

concentracdes de BSA, utilizando-se a metodologia de Bradford.
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Graéfico 10. Dosagem de proteinas solGveis totais no sobrenadante do cultivo em meio

Concentracédo de Proteinas Soltveis (mg/ml)

liquido da linhagem SRO5 ao longo de 120 horas.
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Graéfico 11. Dosagem de proteinas solGveis totais no sobrenadante do cultivo em meio

0,573

liquido da linhagem SR31 ao longo de 120 horas.
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Graéfico 12. Dosagem de proteinas solGveis totais no sobrenadante do cultivo em meio

mg/ml)

liquido da linhagem SR41 ao longo de 120 horas.

A catélise especifica do polimero de celulose em diferentes pHs (5,7 e 9) indicou
diferencas na faixa de pH 6timo das celulases secretadas pelas linhagens SR05, SR31,
SR41. Tal atividade especifica foi inferida a partir da quantificacdo dos acUcares
redutores liberados apds a reacdo por 10 minutos dos extratos enzimaticos brutos
(gréfico 11).
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Grafico 13. Dosagem dos acUcares redutores totais liberados apos reacdo dos extratos

enzimaticos extracelulares das linhagens SR05, SR31 e SR41 em diferentes pHs com
solucdo de CMC a 4% a 50 °C por 10 minutos.

4.6 Peril Proteico do Sobrenadante do Cultivo de Linhagens Celuloliticas

Amostras do lisado bacteriano obtido nos cultivos em caldo marinho e em meio
de inducdo de celulases para as linhagens SR05, SR31 e SR41 foram submetidas a
analise em eletroforese SDS-PAGE 12,5% bem como o precipitado do sobrenadante do
cultivo em meio liquido contendo CMC das linhagens supracitadas (figura 10). No
experimento de separacdo eletroforética, observou-se bandas proteicas na mesma faixa
de peso molecular que as proteinas de interesse. Apesar da baixa concentracdo de
proteinas no sobrenadante das culturas (o que € compativel haja vista que a Unica fonte
de proteinas nativas sdo 0s mecanismos de secrecdo enzimatica bacteriana), bandas
proteicas muito semelhantes aquelas presentes nos estados de indugdo se mostraram
presentes no gel: Para a linhagem SRO05, nas proteinas intracelulares totais no cultivo
em Caldo Marinho € possivel observar uma banda proteica proeminente com peso
aproximado de 33 kDa, no estado de inducdo muitas das proteinas intracelulares ndo sdo
observaveis contudo persiste a mesma banda proteica proxima a regido de 33 kDa e esta
mesma proteina é encontrada no sobrenadante do cultivo em CMC, sendo, portanto,
potencialmente a celulase de interesse na linhagem SR05. O mesmo €é observado nas

linhagens SR31 e SR41, apesar do perfil eletroforético diferente, pode-se observar na

uma
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linhagem SR31 tanto no extrato proteico intracelular originario do cultivo em Caldo
Marinho, quanto do cultivo em CMC, uma banda conspicua préxima a regido de 35 kDa
e no sobrenadante uma banda na regido de 33 kDa, j& na linhagem SR41 poucas bandas
na regido de 30 a 40 kDa com o aparecimento de duas banda muito préximas na regiao
dos 45 kDa, tais dados sugerem uma diversidade molecular entre as hidrolases
extracelulares de interesse, o que reflete a alta diversidade molecular das proprias
celulases que, apesar de possuirem massa molecular média em torno de 35 kDa sdo
extremamente diversas quanto a sua massa em condicdes 6timas de catalise (BHALLA

etal., 2013).
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

66,0 kDa‘

45,0 kDa ‘ 23
b )

30,0 kDa .\ S

20,1 kDa

Figura 10. Eletroforese vertical em poliacrilamida 12,5%. 01 — Padrdo de Peso
Molecular (GE Healthcare); 02, 05 e 08 — Extrato proteico obtido a partir do lisado
celular originario do cultivo em Caldo Marinho da linhagem SR05, SR31 e SR41
respectivamente; 03, 06 e 09 — Extrato proteico obtido a partir do lisado celular
originario do cultivo em CMC da linhagem SR05, SR31 e SR41 respectivamente; 04,
07 e 10 — Conteudo proteico do sobrenadante do meio CMC da linhagem SR05, SR31

e SR41 respectivamente.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel concluir que:

e O grupo mais representativo de microrganismos estudados foi constituido de
bacilos Gram positivos 0s quais representaram o maior percentual de bactérias
com atividade celulolitica extracelular;

e A maioria dos isolados estudados apresentaram como faixa Otima de
crescimento valores de pH acima de 7,0;

e Uma linhagem isolada do coral com pigmentacéo alterada (SR09) foi capaz de
inibir o crescimento da bactéria Vibrio harvey;

e Os experimentos em SDS-PAGE revelaram proteinas sollveis extracelulares
compativeis com os dados da literatura para as celulases;

e Como perspectiva futura, o presente trabalho podera servir de base para
analisar a expressdo e presenca de outras moléculas bioativas extracelulares de
origem bacteriana. Além de indicar linhagens potenciais para estudos de
prospecc¢do biotecnoldgica por celulases e proteases mais pormenorizadas.
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