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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar a biodiversidade de bactérias
lignoceluloliticas cultiviveis da Mata Atlantica. Oito tipos de solo contendo
caracteristicas edaficas distintas foram obtidos no Parque Nacional da Serra dos Orgéos
(PARNASO), uma Unidade de Conservacdo da Mata Atléantica localizada no estado do
Rio de Janeiro, Brasil. As amostras de solo foram caracterizadas bioguimicamente e
utilizadas para a quantificagdo e isolamento de bactérias presuntivamente caracterizadas
como celuloliticas, lignoliticas e actinomicetos, com base no crescimento em meios de
cultivo complexos, enriquecidos com carboximetil celulose, lignina, e em meio seletivo
para isolamento de actinomicetos, respectivamente. Os isolados foram identificadas por
meio de sequenciamento parcial do rRNA 16S e avaliadas quanto a capacidade de
metabolismo da carboximetil celulose e lignina, com base no crescimento em meios de
cultivo a base de sais minerais suplementados com carboximetil celulose ou lignina. O
resultado obtido da analise quantitativa de todos os grupos funcionais analisados se
distribuiu nas faixas de 10° a 108 UFC/g. Uma colecéo de cultura foi estabelecida
contendo 77 morfotipos distintos agrupados em 24 géneros bacterianos, distribuidos nos
filos Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria. Dentre eles, Burkholderia,
Streptomyces, Mycobacterium, Arthrobacter, Bacillus e Paenibacillus foram verificados
com maior frequéncia na colecdo e demonstraram uma ampla distribuicdo geografica no
PARNASO. O metabolismo da lignocelulose esteve amplamente distribuido em
bactérias do filo Proteobacteria. O metabolismo da carboximetil celulose foi observado
na maioria dos isolados testados (90%), embora a degradacdo da lignina tenha se
mostrado mais restrita, sendo observada em cerca de 20% do isolados da colecdo. Em
alguns casos, foram obtidas sequéncias de rRNA 16S com niveis de similaridade muito
proximos dos 97% utilizado para definir espécies bacterianas diferentes, havendo
possibilidade de descricdo de espécies novas. O PARNASO demonstrou ser uma area
de grande ocorréncia de diversidade de bactérias lignoceluloliticas, contendo muitos

géneros bacterianos com alto potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Microbiologia Ambiental. Biodiversidade. Mata Atlantica.

Bacteriologia. Classificacéo.



ABSTRACT

The aim of this work was to describe the lignocellulolytic biodiversity of cultivated
bacteria from Atlantic Forest. Eight kinds of soils with different edaphic characteristics
were obtained from National Park of Serra dos Orgdos (PARNASO), an Atlantic Forest
Conservation Unit localized in Rio de Janeiro state, Brazil. The soil samples were been
biochemistry characterized and employed for quantification and isolation of bacteria
presumptively characterized as cellulolytic, lignolitic and actinomycete, based on
growth in complex media, enriched with carboxymethyl-cellulose or lignin, and Agar
for isolation of actinomycete, respectively. Isolates were identified by partial
sequencing of 16S rRNA and analyzed for metabolism of carboxymethyl-cellulose and
lignin, based on growth in mineral salts media supplemented with carboxymethyl-
cellulose and lignin. The result of quantitative analyzes from all functional groups
analyzed was distributed in the range of 10° a 10®° UFC/g. A culture collection were
been established containing 77 distinct morfotypes, grouped in 24 bacterial genera,
belonging to the Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria phyla. Among them,
Burkholderia, Streptomyces, Mycobacterium, Arthrobacter, Bacillus and Paenibacillus
were obtained more frequently in the collection and demonstrated a wide geographic
distribution in PARNASO. Lignocellulolytic metabolism was distributed in bacteria of
Proteobacteria phyla. The carboxymethyl-cellulose metabolism were observed in
almost all isolates tested (90%), although the lignin degradation were been showed
more restrict, been observed in 20% of the collection isolates. In some cases, 16S rRNA
sequences were obtained with similarity levels very close to the cutt-of of 97% used to
define different bacterial species, occurring the possibility of describing new species.
PARNASO demonstrated to be an area of high occurrence of lignocelullolytic bacterial

diversity, and were found a lot of genera with high biotechnological potential of use.

Keywords: Environmental Microbiology. Biodiversity. Atlantic Forest. Bacteriology.

Classification.
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1 INTRODUCAO

A Mata Atlantica ¢ um bioma extremamente rico em biodiversidade apesar da grande
devastacdo que vem ocorrendo nas Ultimas décadas. Este bioma é um dos cinco hotspots
de conservacdo mundial. S&o rarissimos os estudos envolvendo a caracterizagdo
taxondmica de bactérias da Mata Atlantica. Bactérias do grupo funcional das
lignoceluloliticas sdo fundamentais para a salde do solo, e consequentemente,
diretamente responsaveis pela biodiversidade caracteristica destes ambientes. Além
disso, sdo economicamente bastante atrativas, pois as enzimas produzidas por estes
micro-organismos sdao aplicaveis na bioindUstria, como por exemplo, na producdo de
bioetanol. Microbiologistas ambientais ultimamente tém demonstrado um grande
interesse na caracterizacdo microbiana de ecossistemas terrestres em fungdo da grande
variedade genética e de atividades metabdlicas associadas aos micro-organismos com

aplicagdes biotecnologicas.

1.1 Mata Atlantica e PARNASO

A Mata Atlantica € uma formacéo vegetal brasileira que se estende do Rio Grande do
Sul ao Piaui e que abriga diferentes formas de relevo, clima e paisagem. Ela se distribui
em faixas litoréneas, florestas de baixada, matas interioranas e campos de altitude,
compreendendo um conjunto de ecossistemas com processos ecologicos interligados,
como restingas e manguezais. Estes sdo conectados através do transito de animais, do
fluxo de genes da fauna e flora e pela presenca de areas de transicdo ecoldgica, onde
diferentes ambientes se encontram e se transformam gradativamente. Além disso, o
bioma Mata Atlantica abriga sete das nove maiores bacias hidrograficas brasileiras
(Moreira, 1999).

Depois da Floresta Amazbnica, a Mata Atlantica representa o maior bloco de
biodiversidade do pais e consiste em uma das maiores e mais importantes florestas
tropicais do continente Sul-Americano (http://www.rbma.org.br/anuario). Apesar disso
seu territério original, que apresentava mais de 1.300.000 km? sofreu um intenso

processo de reducdo e hoje apresenta apenas 8% desta extensdo, devido a devastacao


http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil%20/%20Brasil
http://www.rbma.org.br/anuario
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macica provocada por préticas agricolas, como cultivo da cana-de-agUcar e do café, pela
exploracdo madeireira e pelo intenso crescimento urbano. A Mata Atlantica é hoje
considerada uma das florestas tropicais mais ameacadas de extingdo e sua conservagao
em nivel global tornou-se prioritaria. De acordo com Myers (2000), ela se encontra

entre os cinco primeiros colocados mundiais na lista de biomas ameacados de extincao.

Uma parte consideravel da Mata Atlantica estd conservada sob a forma de parques
nacionais e estaduais. O Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) é uma
regido de preservacdo da Mata Atlantica que foi criada em 1939 para proteger a
biodiversidade de parte do trecho da Serra do Mar na regido serrana do Rio de Janeiro,
envolvendo 0s municipios de Teresopolis, Petrépolis, Magé e Guapimirim. O
PARNASO apresenta florestas de encosta e campos de altitude que variam de 200 a
2.263 m de altitude. Amplas variacdes de altitude geram ambientes unicos de grande
diversidade biologica. A Serra dos Orgdos esta inserida no dominio morfo-climatico
Tropical Atlantico, com clima tropical super umido e media anual de temperatura
variando de 13° a 23° C. No verdo, ha uma concentragdo de chuvas, com grande
variacdo pluviométrica (1.700 a 3.600 mm), ja o periodo de seca é caracteristico do

inverno (http://www.ibama.gov.br).

Muitos estudos vém sendo realizados no PARNASO em diversas areas da biologia
(Papi, Loretto & Vieira, 2008; Oliveira et al., 2008; Cunha, Grelle, & Boubli, 2007;
Mallet-Rodrigues, 2007; Monteiro et al., 2007). Entretanto, a literatura conta com
rarissimos trabalhos abordando a biodiversidade de micro-organismos nesta area do
estado fluminense. Alguns dos poucos trabalhos realizados com amostras coletadas da
Mata Atlantica com enfoque microbioldgico, consideram a qualidade microbiologica da
agua (Terra & Araljo, 2007), a biodiversidade de bactérias ndo cultivaveis (Lambais et
al., 2006) e o isolamento de grupos bacterianos especificos (Semedo et al., 2004;
Souchie et al., 2006; Lima-Bittencourt et al., 2007), justificando a caréncia de projetos

nesta area.

1.2 Biodiversidade microbiana


http://www.ibama.gov.br/
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Os micro-organismos exercem papéis fundamentais considerando aspectos ecoldgicos e
econdbmicos. Do ponto de vista ecoldgico, participam de importantes ciclos
biogeoquimicos (carbono, nitrogénio e enxofre, por exemplo) (Paul & Clark, 1996), na
transformacdo de metais como ferro e mercurio (Handelsman, 2004), atuam
aumentando a produtividade de plantas, protegendo-as contra o ataque de outros micro-
organismos e fornecendo vitaminas e outros nutrientes importantes para seu
metabolismo (Heijden, Bardgett & Straalen, 2008). Além das marcantes vantagens
ecoldgicas, o avanco no conhecimento da biodiversidade microbiana apresenta um
grande interesse econdmico. De maneira geral, estes estudos fornecem dados altamente
interessantes para indudstrias, permitindo avancos biotecnoldgicos principalmente nas
areas de biorremediacdo, conversdo energética, biocatdlise e sintese de produtos
naturais. As vantagens podem ser observadas em estudos envolvendo micro-organismos
lignoceluloliticos, por exemplo, que passaram a ser altamente atrativos diante da crise
no setor de energia causada pelo aumento da demanda do petroleo (Kim et al., 2008;
Wulff, Carrer & Pascholati, 2006). Por outro lado, uma parcela significativa da
microbiota cultivada do solo da Mata Atlantica permanece desconhecida. Portanto, é
especialmente importante conhecer a identidade dos micro-organismos que habitam o

solo da Mata Atlantica, tendo possiveis papéis ecoldgicos neste bioma.

Historicamente, a caracterizacdo da biodiversidade microbiana é realizada através da
taxonomia. A taxonomia se baseia em metodologias dependentes de cultivo. A etapa
inicial de um estudo taxondmico envolve o isolamento e a manutencdo em laboratorio
de micro-organismos que ocorrem naturalmente no meio ambiente, permitindo a
construgdo de uma colecdo microbiana. E uma metodologia altamente atrativa, pois
permite a determinacdo de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas da
colecdo microbiana, além de possibilitar a utilizacdo de micro-organismos para fins
biotecnologicos. Estes aspectos permitem a pesquisa e a bioprospeccao rapida e pontual
de diversos processos com potencial de aplicacdo biotecnoldgica a partir de culturas
puras (Yeon, Jeong & Park, 2005).

Ja na abordagem independente de cultivo, 0 DNA total de uma determinada amostra,
isto é, 0 metagenoma, é obtido e analisado diretamente sem a necessidade de isolamento
e cultivo microbiano. Esta metodologia baseia-se na clonagem de moléculas de DNA

coletadas diretamente do ambiente e no sequenciamento de marcadores, mais
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comumente o rRNA 16S (Pace et al., 1985; Pace et al., 1986). Os resultados obtidos
através desta metodologia sdo complementares aos obtidos por meio das metodologias
dependentes de cultivo, pois recuperam uma grande parcela de micro-organismos que
ndo é cultivada em funcdo das limitagdes das metodologias de cultivo. Como as
condi¢des de cultivo sdo diferentes das condi¢fes do meio ambiente, ha sempre uma
parcela da microbiota que ndo cresce nos meios empregados em estudos taxonémicos.
Utilizando-se uma abordagem independente de cultivo, é possivel caracterizar um
percentual muito maior do que aquele que é normalmente obtido através do cultivo.
Alguns estudos apontam que apenas 1% da populacdo microbiana é cultivavel (Torsvik
& Ovreas, 2002). Uma das desvantagens associadas ao uso desta abordagem é a
auséncia da célula microbiana isolada em laboratdrio, que dificulta enormemente a
identificacdo e expressdo de genes com aplicacdo biotecnoldgica, uma vez que o DNA
obtido diretamente do ambiente apresenta um alto grau de contamina¢do com
compostos polifendlicos. Mesmo a partir de DNA puro, a clonagem de insertos grandes
e a expressao de proteinas em sistemas exogenos ainda € um grande desafio (Streit &
Schmitz, 2004). Um outro aspecto negativo decorrente do uso da metodologia
independente de cultivo esta relacionada a identificacdo dos micro-organismos, que
dessa forma fica limitada a analise de sequéncias de rRNA 16S obtidas de clones ou de
bandas de geis de DGGE, prejudicando a realizacdo de estudos complementares
necessarios para uma caracterizacdo taxonémica completa dos micro-organismos em

questéo.

1.3 O solo e as bactérias lignoceluloliticas

O solo é a camada mais superficial da crosta e é composto por sais minerais dissolvidos
na agua intersticial, seres vivos e rochas em decomposicdo. A organizacao estrutural do
solo é bastante heterogénea, essencialmente formada por agregados resultantes da
associacdo da matéria organica e mineral (Tisdall & Oades, 1982). Estes agregados
geram micro-habitats, contendo variacdes de pH e de parametros fisicos, bem como
diferencas de temperatura, na concentracdo de agua e de nutrientes (Ladd et al., 1996).
Até mesmo entre micro-habitats espacialmente muito relacionados, ocorre variacdo na
composicdo microbiana (Madigan, Martinko & Parker, 1996). Além dos fatores fisico-

quimicos mencionados, a comunidade macrobidtica do solo também apresenta grande


http://pt.wikipedia.org/wiki/Crosta%20/%20Crosta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sal%20/%20Sal
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua%20/%20Água
http://pt.wikipedia.org/wiki/Seres_vivos%20/%20Seres%20vivos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rocha%20/%20Rocha
http://pt.wikipedia.org/wiki/Decomposi%C3%A7%C3%A3o%20/%20Decomposição
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influéncia na composi¢do das comunidades microbianas, observando-se uma grande
variabilidade de acordo com as espécies de plantas presentes no ecossistema (Wardle et
al., 2004; Bardgett et al., 1999).

Os micro-organismos s@o elementos-chave para a formagdo dos solos, e s&o
predominantemente encontrados nas regides mais proximas a superficie, onde também
se observa uma maior biodiversidade (Zhou et al., 2008). O biopolimero mais rico do
planeta é a lignocelulose, que também se acumula principalmente nesta regido mais
préxima a superficie, conhecida como horizonte A, sendo proveniente da decomposicao
de restos de plantas e raizes (Braidy & Weil, 1996). A lignocelulose serve como
protecdo para as células de plantas verdes, fortalecendo as diferentes estruturas que a
compde. Ela apresenta em sua composicdo diferentes concentracbes de celulose,
hemicelulose e lignina, e em termos percentuais, inclui aproximadamente, 40-60% de
celulose, 20-40% de hemicelulose e 10-25% de lignina (Hamelinck, Hooijdonk & Faaij,
2005). Os carboidratos estdo fortemente ligados a lignina principalmente por pontes de
hidrogénio e ligagGes covalentes. A lignina compreende uma macromolécula (> 10
KDa) complexa, variavel, altamente hidrofébica e aromatica que é hidrolizada pela acéo
de enzimas como lignina peroxidases, lacases, e peroxidases dependentes de manganés.
Ela consiste em um polimero aromatico tridimensional formado por unidades de p

hidroxifenilpropanoide conectadas por ligacdes do tipo C-C ou C-O-C (Lee, 1997).

A celulose representa 1/3 da matéria organica vegetal e apresenta uma estrutura
altamente cristalina, representando uma grande fonte energética para micro-organismos
(Norkrans, 1967; Cao & Tan, 2002). A estrutura deste polimero é extremamente rigida,
sendo formada por unidades residuais de 3-D-glucose, que interagem entre si atraves de
ligagbes B-1,4 (Figura 1), mantendo uma estrutura linear e plana (Aristidou & Penttild,
2000). A degradacdo completa da celulose requer um complexo formado principalmente
por trés classes enzimaticas, que devem atuar de maneira sinérgica. Este complexo é
composto por endoglucanases, que hidrolizam randomicamente a fibra de celulose nas
ligacdes B- 1,4 internas reduzindo o tamanho do polimero; exoglucanases que
hidrolizam a celulose a partir dos terminais ndo-redutores, liberando unidades de
celobiose; e P glicosidases que clivam os oligossacarideos ou as celobioses livres,
gerando glicose (Han, Yoo & Kang, 1995; Lynd et al., 2002). O papel da celulose em

celulas vegetais é exclusivamente estrutural. A alta forca de tensdo da celulose permite
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as células vegetais suportar a pressdo osmatica e é responsavel pela resisténcia da planta
ao estresse mecanico (Béguin & Aubert, 1994).

CELULOSE
SCH, CH $CH, OH “CH, OH
—0 —0 —0, OH
CoH O kon g O ko
31 1.4 B(1-4 32
oh | pa-a e ! -4
OH OH OH
GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Figura 1. Estrutura quimica da celulose.

A lignina apresenta uma alta rigidez associada que torna sua estrutura de dificil
degradacdo. No geral, a capacidade de degradacdo da lignina estd mais associada aos
fungos, que se apresentam como potentes decompositores desta substancia. Este € um
processo estritamente aerdbico (Boer et al., 2005). A decomposicdo da celulose, por
outro lado, pode ocorrer tanto em condigdes aerdbicas quanto anaerdbicas. Bactérias
anaerdbicas desenvolveram um sistema altamente sofisticado e complexo para a
degradacédo deste polimero e apresentam todas as enzimas associadas a degradacédo da
celulose confinadas em uma estrutura especializada conhecida como celulossoma
(Bayer et al., 1998). Entretanto, entre fungos e bactérias aerobicas, esse sistema &€ mais
simples, envolvendo a secrecdo destas enzimas para 0 meio extracelular. A degradacao
bacteriana aerobica da celulose tanto pode ser realizada por bactérias filamentosas (ex:
Streptomyces e Micromonospora), quanto por bactérias ndo filamenosas (ex: Bacillus,
Cellulomonas e Ruminococcus). Entretanto, a habilidade de degradar celulose
aerobicamente é muito mais difundida entre fungos, que representam 0s principais
decompositores desta matéria organica no solo. O tipo de crescimento em forma de hifa,
apresentado por fungos e actinomicetos, representa uma estratégia que favorecer a
degradacdo da celulose, pois permite que as hifas penetrem na estrutura cristalina da
celulose e secretem suas enzimas, permitindo a degradacdo deste composto. Apesar de
bactérias ndo filamentosas também apresentarem esta atividade, as informacdes

disponiveis para este grupo sao bastante limitadas (Boer et al., 2005) .

Os micro-organismos lignoceluloliticos participam de uma relacdo de sintotrofismo,

fendmeno muito natural dentro de comunidades microbianas (Bull & Slater, 1982),
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caracterizado pela cooperacdo de dois micro-organismos para a degradacdo de um
composto (Madigan, Martinko & Parker, 1996). A hidrdlise de polimeros complexos de
celulose, por exemplo, permite a disponibilizagdo de glucose para o estabelecimento de
outros organismos incapazes de degrada-la. Dessa maneira, as bactérias
lignoceluloliticas dirigem o fluxo de energia no solo e permitem o estabelecimento da
biodiversidade nesses ecossistemas.

Além da conhecida importancia das bactérias celuloliticas para o ciclo do carbono e
para a saude dos solos, enzimas produzidas por estes micro-organismos sao bastante
exploradas economicamente em processos biotecnoldgicos, em especial pela industria
de energia. Até o momento, varios laboratorios estdo empenhados na construcdo de
micro-organismos alterados geneticamente e na obtencdo de enzimas para otimizar a
degradacdo de lignocelulose e converté-la em combustivel (Schubert, 2006; Service,
2007). Micro-organismos capazes de produzir enzimas com aplicacdo na degradacédo de
residuos agricolas, como a lignocelulose presente no bagaco da cana-de-agUcar, por
exemplo, podem reduzir significativamente o0s custos associados a producdo do
combustivel, e apresentam grande interesse econémico mundial. A despolimerizacao da
celulose representa a etapa que gera 0 maior rendimento energético para a fermentacao.
Entretanto, este polimero encontra-se embebido numa matriz de lignina (10-25%), que
apresenta uma estrutura quimica bastante complexa, incluindo anéis fendlicos (Lee,
1997). O emprego de micro-organismos (ou de enzimas), capazes de degradar
simultaneamente estes dois compostos de maneira eficiente é essencial para um bom
aproveitamento da energia derivada da biomassa lignocelulolitica. A utilizacdo eficiente
da celulose praticamente duplicaria a producéo de etanol do pais sem a necessidade de

expansdo da area de plantio.

1.4 Taxonomia aplicada a identificacdo de bactérias

A taxonomia € a ciéncia de classificacdo, identificacdo e nomenclatura dos seres vivos,
e idealmente deve refletir as caracteristicas evolutivas e filogenéticas das espécies. A
classificacdo tem a finalidade de alocar os organismos em grupos afins, de acordo com
caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas, genéticas e morfoldgicas. J& a nomenclatura

atribui a cada grupo individual um binémio de acordo com regras existentes, e a
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identificacdo, consiste no uso de metodologias altamente discriminatorias previamente
padronizadas e estudadas para o diagndstico e a identificacdo dos grupos em questdo. A
identificacdo deve ser répida, reprodutivel e discriminatoria (Brenner, Staley & Krieg,
2005).

A unidade basica da taxonomia é a espécie. Apesar de ndo existir um consenso na
comunidade cientifica a respeito do conceito de espécie, a definicdo de espécie baseada
na similaridade fenotipica e genotipica é amplamente aceita e aplicada. Linhagens da
mesma espécie tém > que 70% de similaridade em ensaios de hibridizacdo DNA —-DNA
, > 97% de similaridade em sequéncias de rRNA 16S e fen6tipos parecidos.

Até o final de década de 1950, taxons bacterianos eram definidos com base em
caracteristicas chaves, que eram utilizadas para a classificacdo de grupos taxonémicos
com relevancia médica (principais patogenos bacterianos) e industrial (bactérias
contaminantes). Este sistema de classificacdo gerava grupos heterogéneos de géneros
mal definidos e impossibilitava a classificagdo de micro-organismos desconhecidos
(Priest & Austin, 1993). Uma série de conflitos marcou esta fase da taxonomia, que
culminou com a reclassificacdo (Bergey, Bunchanan & Gibbons, 1974) ou remoc¢éo da
lista dos nomes validos (Skerman, McGowan & Sneath, 1980), de 90 % das espécies

descritas na 7* Edi¢do do Bergey’s Manual (Bergey & Breed, 1957).

Na década de 60, sistemas de classificacdo baseados em algoritmos e computadores
comecaram a ser implementados, marcando o surgimento da taxonomia numérica ou
fenética, que foi introduzida por Sneath e Sokal (1973). Este sistema permite a
comparacdo de grandes quantidades de caracteristicas fenotipicas para um grande
namero de espécies. As matrizes de similaridade geradas mostram o grau de
similaridade entre as espécies, e 0s dendogramas demonstram a consisténcia fenotipica
de grupos particulares de cepas (Vandamme et al., 1996). Apesar de a taxonomia
numérica representar uma metodologia altamente abrangente, ela ndo esta
fundamentada em aspectos evolutivos. Além disso, ocorre grande variacdo entre
laboratdrios considerando os métodos empregados, e pesos iguais sdo atribuidos a

determinados aspectos que apresentam impactos diferentes na complexidade genética.
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A descoberta da informacao genética contida no DNA criou uma nova dimensdo para a
identificacdo de micro-organismos. Diante das limitacOes apontadas para a classificacéo
dos micro-organismos, na década de 70 foi estabelecida a taxonomia polifasica, que
propunha o emprego de caracteres genéticos, fenotipicos e quimiotaxonémicos, para a
classificacdo dos micro-organismos (Colwell, 1970). A definicdo de espécie em
procariontes com base em ensaios de hibridizagio DNA —DNA foi implementada por
Wayne e colaboradores (1987), estabelecendo um novo paradigma na taxonomia que
perdura até hoje (Vandamme et al., 1996; Geveres et al., 2005). Um aspecto pratico
importante é que as linhagens da mesma espécie devem diferir consideravelmente de
linhagens de outras espécies por meio de caracteristicas fenotipicas e
quimiotaxondmicas (Brenner, Staley & Krieg, 2005). Esta definicdo considera o
principio multidisciplinar proposto pela taxonomia polifasica, pois envolve a
caracterizacdo do micro-organismo sob diferentes aspectos, de moleculares a
ecolégicos. Sendo assim, micro-organismos desconhecidos depois de isolados sdo
classificados com base em uma série de aspectos distintos, e uma vez classificados, um

esquema de identificacdo rapido e préatico e rapido é estabelecido para o novo taxon.

A hibridizacio DNA-DNA é a metodologia considerada padrdo de referéncia para a
definicdo de espécie, e foi estabelecida com base em analises comparativas, que
mostraram um alto grau de correlacdo entre esta metodologia e uma serie de outros
parametros que eram usualmente empregados (quimiotaxonémicos, genémicos,
sorolégicos e numéricos fenotipios) (Colwell, 1970). Apesar disso, muitas dificuldades
estdo associadas a implementacao e execucgdo desta técnica nos laboratérios, impedindo
que esta metodologia seja utilizada como rotina para a identificacdo bacteriologica
(Konstantinidis, Ramette & Tiedje, 2006; Brenner, Staley & Krieg, 2005).

Com o desenvolvimento de protocolos extremamente rapidos de sequenciamento de
rRNA 16S e o aumento substancial de bancos de dados, tais como o RDP (Ribossomal
Database Project) uma grande discussdo se iniciou considerando seu uso em
substituicdo aos ensaios de hibridizacdo DNA-DNA. Stackebrandt & Goebel (1994)
realizaram um trabalho avaliando a relacdo entre estas duas metodologias, e 0s
resultados mostraram a existéncia de correlacdo, apesar de ndo ser linear. Quando a
similaridade entre as sequéncias de rRNA 16S era baixa (<97%), indicando a ocorréncia

de espécies ndo relacionadas, a hibridizacdo DNA-DNA gerava resultados congruentes.



22

A confirmacdo da existéncia de correlagdo entre estas metodologias, ndo foi suficiente
para considerar o rRNA 16S como metodologia alternativa a hibridizacio DNA-DNA,
pois demonstrou-se que a resolucdo filogenética associada a esta ferramenta muitas
vezes € baixa, gerando sub-estimativas para espécies muito relacionadas. Espécies
contendo rRNA 16S praticamente idénticos, apresentavam menos de 70% de
similaridade nos ensaios de hibridizagdo DNA-DNA. Este é o caso de muitas espécies
pertencentes aos géneros Bacillus e Burkholderia, por exemplo (Palmisano et al., 2001;
Payne et al., 2005). Aliado a baixa resolucdo do rRNA 16S existem outras desvantagens
considerando o emprego desta ferramenta: (i) 0 nimero de cOpias destes genes pode
variar de uma espécie para outra, levando ao processo de conversao génica (Frostegard
et al., 1999; von Wintzingerode, Gobel & Stackebrandt, 1997) e (ii) davidas a respeito
do grau de resisténcia que estes genes apresentariam a transferéncia lateral (Yap, Zhang
& Wang, 1999).

Apesar de todas as criticas e desvantagens apontadas, o emprego do rRNA 16S
revolucionou a taxonomia de procariontes. O rRNA 16S é o marcador filogenético
disponivel mais conservado e nenhum outro gene ou cluster de genes foi encontrado até
0 momento que pudesse ser empregado em substituicdo a ele. Este gene é
universalmente distribuido, e esta caracteristica torna-se bastante atrativa uma vez que
existe a possibilidade de utilizacdo de um Unico par de iniciadores capazes de amplificar
0 rRNA 16S de praticamente todas as bactérias (Fox, Pechman & Woese, 1977; Lane et
al., 1985). Além disso, este gene apresenta um tamanho adequado para analise
comparativa, com aproximadamente 1500 pares de bases, e atualmente dispde-se de um
robusto banco de dados de acesso livre na rede, 0 GenBank, contendo cerca de 400 000

sequéncias (Mclnerney, Cotton & Pisani, 2008).

Sem sombras de davidas, o sequenciamento do rRNA 16S revolucionou a taxonomia de
procariontes nos ultimos 30 anos (Fox, Pechman & Woese, 1977) e atualmente
representa a metodologia mais utilizada para a identificacdo microbiana (Brenner,
Staley & Krieg, 2005). Apesar do rRNA 16S ndo cobrir a mesma amplitude que os
ensaios de hibridizacdo DNA-DNA, esta ferramenta é extremamente util, podendo ser
utilizada em estudos de biodiversidade, permitindo que se obtenha um panorama dos
principais micro-organismos presentes no ambiente analisado, e se avalie de maneira

rapida e prética a real necessidade de realizacdo de ensaios de reassociagdo de DNA



23

para a descrigdo das espécies novas, pois permite a defini¢do dos vizinhos filogenéticos
mais proximos, bem como a relacdo de similaridade existente entre eles. Além disso,
esta ferramenta pode ser utilizada como componente de um sistema polifasico de
classificagdo e empregada em conjunto com outras metodologias que apresentam alto
poder discriminatério para a classificacdo dos micro-organismos (Stackebrandt &
Goebel 1994).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Estudar a biodiversidade de bactérias lignoceluloliticas cultivadas, obtidas de
diferentes tipos de solo da Mata Atlantica obtidos no PARNASO.

2.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer uma colecdo representativa de isolados microbianos
lignoceluloliticos putativos da Mata Atlantica (PARNASO).

* Posicionar estes isolados bacterianos no espago taxondmico, através de

sequenciamento e analise filogenética do rRNA 16S.

* Testar as atividades celulolitica (endoglucanase) e lignolitica da colecdo de

isolados microbianos.



25

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e processamento do material

O PARNASO ¢ uma regido de preservacdo da Mata Atlantica que fica localizado no
estado do Rio de Janeiro, entre 22° 52° e 22°54° S e 42°09° W. Em julho de 2007, 8
amostras de solo contendo ,edéficas distintas foram coletadas em pontos distribuidos ao
longo da trilha da Travessia Petropolis-Teresépolis localizada no PARNASO (figura 2).
O solo foi obtido de uma profundidade maxima de 11 cm, peneirado (2 mm de
didmetro) para remocdo de particulas grandes e acondicionado em sacos plasticos
estéreis, sendo processado menos 12h ap6s a coleta. As analises quimicas e
microbioldgicas foram realizadas a partir das amostras de solo coletas do campo. Todas
as analises quimicas do solo foram realizadas pelo professor Eder Martins da Embrapa
de Brasilia, de acordo com padrdes estabelecidos (Embrapa solos, 1999).
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Figura 2: Mapa contendo a localizacao dos pontos de coleta. 1: Bonfim, traco Amarelo;
2: Bonfim, traco vermelho; 3: Ajax; 4: Torto Vale Alta Preta; 5: Cavalinho; 6: Campo
Umido; 7: Abrigo 3; 8: Floresta Parte Baixa.

3.2 Contagem, isolamento e manutencéo das amostras

O isolamento presuntivo das bactérias celuloliticas e lignoliticas foi realizado em meios
complexos enriquecidos com carboximetil celulose e lignina (Sigma- Aldrich),
respectivamente, e o isolamento dos actinomicetos foi realizado em meio comercial
(Agar para isolamento de actinomicetos, BD Bioscienses). Os meios utilizados para o
isolamento das bactérias celuloliticas e lignoliticas foram preparados a partir de extratos
dos diferentes tipos de solo e foram enriquecidos com carboximetil celulose ou lignina,
como representado na figura 3. A composicdo e 0 modo de preparo do meio complexo

para isolamento de bactérias celuloliticas e lingnoliticas estdo descritos a seguir:

Meio complexo para isolamento de bacterias celuloliticas (Wood, 1980) e lignoliticas
(adaptacao de Wood, 1980), para 1L de meio:

-5 g carboximetil celulose ou lignina
-1 g NH4sNO3

-50 mL de solucdo salina 0,8%

-950 mL de extrato de solo*

-15 g de Agar

*Extrato de solo: O solo foi ressuspendido em agua destilada (1:1) e agitado
vigorosamente. Depois que houve a decantacdo das particulas maiores, o sobrenadante
foi filtrado em papel filtro e o filtrado foi adicionado ao meio de cultura. O meio foi
autoclavado por 20 mina 121° C.

Solorl Solo2 Solo3 Solo4 Solo5 Solo6 Solo7 Solo8

IR =
& ]

Celulose &

Lignina /&-i

Figura 3: Meios preparados com extratos de solo enriquecidos com celulose ou lignina.



27

As contagens de bactérias totais e o isolamento dos morfotipos foram realizados a partir
de suspensdes preparadas com as amostras de solo. O indculo foi preparado a partir de
uma diluicdo decimal em série, adicionando-se 1g de cada amostra de solo a um tubo de
ensaio contendo 9 mL de solugdo salina a 0,85% estéril. ApOs a agitacdo da mistura,
preparou-se a partir desta, diluicdes 102 a 10°, pelas sucessivas transferéncias de 1 mL
da suspensdo mais concentrada de solo para tubos de ensaio contendo 9 mL de solucéo
salina a 0,85%. De cada diluicdo, um volume igual a 0,1 mL foi estriado através da
técnica de spread plate, em duplicata, em placas de Petri contendo os meios especificos
para o isolamento das bactérias dos 3 grupos funcionais (1. Agar para isolamento de
actinomicetos, 2. meio complexo enriquecido com celulose e 3. meio complexo
enriquecido com lignina). Para a contagem e isolamento das bactérias celuloliticas e
lignoliticas, as suspensdes foram inoculadas nos meios de cultivo preparados como o
solo correspondente ao da suspensdo. As placas foram incubadas por 3-7 dias a 27° C.
As diluigdes que apresentaram entre 30 — 300 colbnias foram utilizadas para a contagem
das bactérias totais, bem como para o isolamento das colonias que apresentaram
caracteristicas morfologicas distintas, distinguidas com base na textura, relevo,
pigmentacdo, tipo de borda ou tamanho. As coldnias foram entéo repicadas e estriadas
em agar nutriente (BD Bioscienses), no minimo 3 vezes até a obtencdo de cultura pura.
A incubacdo das placas foi feita em estufa, na temperatura de 27° C por até 7 dias. Apos
a obtencdo de cultura pura, estes isolados foram mantidos em caldo nutriente (BD

Bioscienses) com glicerol 1:3 a temperatura de -80° C.

3.3 Extracdo de DNA

Os micro-organismos foram crescidos em placa contendo Agar soja (BD Bioscienses)
por até 3 dias a 27° C. Todas as coldnias foram coletadas da placa com auxilio de uma
alca bacteriologica, e um volume aproximado de 0,2 mL de pellet foi utilizado para a

extracdo de DNA, realizado conforme protocolo descrito por Pitcher et al. (1989).

3.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada utilizando-se dois iniciadores, pA e pH, desenhados para o

anelamento em regides conservadas nas extremidades do rRNA 16S de procariontes
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(tabela 1), que amplificam um fragmento de aproximadamente 1500 pb. Os iniciadores
se ligam nas regibes correspondentes 8 e 1541 do rRNA 16S de Escherichia coli
(Thompson et al., 2001). A PCR foi realizada utilizando-se 25 ng de DNA gendmico,
0,2 uM de dNTPs, 1,5 mM MgCl, (Invitrogen), 1,25 U de DNA polimerase (Go Taq,
Invitrogen), Tampédo de PCR 1X (Invitrogen), 0,4 uM de cada primer e agua Milli-Q
estéril para completar o volume de 50 ul. A amplificacdo do rRNA 16S foi realizada no
termociclador MasterCycler Gradient AG modelo 22331, Eppendorf. A desnaturacdo
preliminar foi realizada em uma temperatura de 95° C por cinco minutos, sendo seguida
por 30 ciclos térmicos de 95° C por 1,5 minuto, 60° C por 1 minuto e 72° C por 2
minutos. A extensdo final ocorreu na temperatura de 72° C por 10 minutos, no final dos

30 ciclos.

Todas as reacgOes realizadas apresentam um controle negativo (reacdo sem o DNA
molde) e controle positivo (DNA molde conhecido e amplificavel). Os produtos de PCR
(5 pl) e o marcador de peso molecular (2 ul do Low Mass Ladder, Invitrogen) foram
misturados com 2 ul de tampao de carregamento (0,025 % de azul de bromofenol e 50
% de glicerol) e aplicados em gel de Agarose a 1% (p/v) com TBE 1% e brometo de
etidio (0,5 ng/mL). A corrida de eletroforese foi realizada por 40 minutos a 70 V. Os
produtos de PCR foram visualizados em transiluminador e as imagens foram capturadas

e registradas no fotodocumentador (Gel Logic 100 Imaging System).

3.5 Purificacdo e Quantificacdo do Produto de PCR

As bandas que correspondiam ao tamanho de fragmento esperado de 1,5 kb foram
cortadas do gel de Agarose com o auxilio de uma espétula, e o produto de PCR foi
purificado do gel com o Kit QIAEX Il Gel Extraction Kit (QIAGEN). O rendimento da
purificacdo foi verificado por eletroforese em gel de Agarose a 1 %, e os produtos foram
quantificados no software (Molecular Imaging, Kodac MI), que fez uma estimativa da
quantidade de produto purificado a partir de uma analise comparativa com as bandas do
padrdo Low Mass Ladder (Invitrogen). De acordo com a necessidade, o produto
purificado foi concentrado em SpeedVac (SPD 1010 SpeedVac System, Thermo
Savant) ou diluido com a solucédo de eluicdo, de maneira que um volume méaximo de 6,3

ul apresentasse entre 80 e 100 ng de DNA purificado. O volume final de DNA
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purificado utilizado em cada reacdo de sequenciamento foi ajustado para 6,3 ul com
agua MilliQ.

3.6 Sequenciamento de DNA

As reacOes de sequenciamento foram preparadas em placas de 96 pocos (ABI
PRISM™), Cada reacdo apresentava entre 80- 100 ng de produto purificado em um
volume méximo de 6,3 pul, 1,2 pl de iniciador a 2,7 pmol (tabela 1), 1 ul de ABI Prism
Big Dye Terminator ready reaction mix e 1,5 pl de tampéo de diluicdo (5 X), do kit
(BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing versdo 3.1, Applied Biosystems). A
principio, sequéncias parciais de rRNA 16S foram obtidas de todos os isolados
utilizando os iniciadores pA e 16R519 (tabela 1). Em seguida, apds a analise
filogenética, os isolados que apresentaram valores de similaridade do rRNA 16S < 97%,
foram submetidos a sequenciamento completo do rRNA 16S, utilizando-se os seguintes
iniciadores, conforme a tabela 1. pA, pH, 16F536 , 16F926, 16F1112, 16F1241,
16R339, 16R519 e 16R1093.

O controle do sequenciamento apresentava 0,5 pul DNA fita dupla pGEM®-3Zf(+), 2,0
pl do iniciador —21 M13, fornecidos pelo fabricante, além de 1 ul de ABI Prism Big
Dye Terminator ready reaction mix, 1,5 pl de tampdo de diluicdo 5 X e 5,0 pl de 4gua
livre de nuclease. O programa de sequenciamento empregado apresentava um total de
25 ciclos de 10 segundos a 96° C, 5 segundos a 50° C e 4 min a 60° C.

Os produtos gerados em cada um dos pogos da placa foram incubados por 15 minutos
com 80 ul de isopropanol a 75% a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Decorrido o
tempo de incubacdo, as placas foram centrifugadas por 45 minutos a 4000 rpm a 21 °C
(Centrifuga 5810R, Eppendorf) para precipitacdo. Os sobrenadantes foram descartados
pela inversdo das placas sobre papel toalha e as placas centrifugadas de forma invertida
por 1 minuto a 900 rpm a 21 °C a fim de remover o sobrenadante residual. Em seguida,
foram incubadas a 75° C por 5 minutos no termociclador para a secagem do material. A
desnaturacdo foi realizada com 10 pl de formamida e a placa foi centrifugada por 1
minuto a 900 rpm a 21 °C, sendo submetida a mais um ciclo de secagem em

termociclador a 95° C por 5 minutos. Subsequentemente, a placa foi colocada em
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contato com gelo e imediatamente conduzida para o sequenciador automatico. A
separagdo dos fragmentos de DNA foi realizada com o ABI PRISM 3130 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems. O tempo e a voltagem utilizados na injecdo da amostra
foram de 10s e 1.6 kV. Cada corrida foi realizada a 60° C por 2,800 s a 5uAmps e 13,4
kV.

3.7 Reconstrucao filogenética

Sequéncias parciais e totais do rRNA 16S, contendo aproximadamente 500 pb e
1500pb, respectivamente, foram utilizadas a fim de posicionar as amostras no espago
filogenético. Foram obtidas sequéncias-consenso através da sobreposicdo das
sequéncias advindas de cada iniciador, com o auxilio da ferramenta Genebuilder,
embutida no pacote do programa Kodon versdo 2.03. A edicdo das sequéncias foi
realizada com base na observacdo da intensidade dos picos presentes nos
cromatogramas, e as sequéncias foram cortadas nas extremidades, nos pontos onde
comegou a ocorrer perda da qualidade. Eventuais erros incorporados a sequéncia foram

corrigidos com base na sequéncia da fita complementar.

Depois de editadas, as sequéncias-consenso no formato fasta, foram submetidas a busca
por similaridade nas bases de dados do NCBI (GenBank-http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
através da ferramenta Basic Local Alignment Search Tools (Blast) (Altschul et al.,
1997) ou do SEQ Match do Ribossomal Database Project, RDP (Cole et al., 2007). O
namero de acesso das linhagens- tipo mais proximas foi obtido com base na lista de
nomes validados publicada no LPSN (Euzéby, 2008). De posse deste numero, as
sequéncias de rRNA 16S das linhagens foram capturadas no NCBI, para fins de
comparacdo. Uma arvore filogenética prévia foi gerada contendo as cinco sequéncias de
rRNA 16S mais relacionadas as sequéncias dos isolados, entretanto, a arvore

filogenética final s6 incluiu as sequéncias das linhagens — tipo mais relacionadas.

O alinhamento de todas as sequéncias foi realizado com o Clustal W (Thompson,
Higgins & Gibson, 1994). A arvore filogenética e a matriz de similaridade foram
geradas com o auxilio do MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007), com a op¢éo de delecdo
completa. O modelo de reconstrucdo das arvores filogenéticas utilizado foi o Neighbor

Joining (Saitou & Nei, 1987). As arvores foram construidas utilizando a distancia
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correta de Jukes & Cantor (1969), com base em uma matriz de similaridade calculada
através da distdncia p (analise par a par). A topologia da arvore filogenética ndo
enraizada resultante foi analisada com um valor de bootstrap baseado em 1000 réplicas
(Felsenstein, 1985).

Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento do gene rRNA
16S.

Iniciadores Sequéncia de bases
PA 5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’
pH 5" AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’
16F536 5" CAGCAGCCGCGGTAATAC 3’
16F926 5 AACTCAAAGGAATTGACGG 3’
16F1112 5> AGTCCCGCAACGAGCGCAAC 3’
16F1241 5" GCTACACACGTGCTACAATG 3’
16R339 5" ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG 3’
16R519 5> GTATTACCGCGGCTGCTG 3’
16R1093 5> GTTGCGCTCGTTGCGGGACT 3’

3.8 Triagem das atividades celulolitica (endoglucanase) e lignolitica

Os isolados dos grupos funcionais celuloliticos, lignoliticos e actinomicetos foram
caracterizados quanto a presenca de celulases e ligninases. Para isso, as col6nias foram
retiradas do estogue e enriquecidas em caldo soja, sendo incubadas com agitacéo por até
3 dias a 27° C. Apods a observagdo da turvacdo do meio de cultura, a suspensdo foi
repicada em Agar soja e as placas foram incubadas por 3 dias a 27° C. Um segundo
repique na forma de spot foi realizado a partir do crescimento obtido em placa, em meio
minimo de sais suplementado com carboximetil celulose, para a triagem da atividade
celulolitica, e em meio minimo suplementado com lignina, para a triagem da atividade
lignolitica. Uma placa contendo Agar soja também foi inoculada nesta segunda etapa,
para o controle do crescimento. As placas de celulose foram incubadas por 15 dias e as
de lignina foram incubadas por até 3 dias, a 27 °C. Os repiques nos meios especificos
foram realizados duas vezes consecutivas, de forma a esgotar todo o carbono que

pudesse ter sido armazenado durante o crescimento da bactéria no meio com soja. A
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composi¢do e 0 modo de preparo do meio minimo utilizado para triagem das atividades

enzimaticas estdo descritos a seguir:

Meio minimo a base de sais suplementado com celulose ou lignina (g/L)*:

-1,2g de NaNOs

-3,0g de KH,PO4

-6,0g de K;HPO,

-0,2g de MgSO,. 7H,0

-0,05g de CaCl,. 2H,0

0,001g ZnSO,. 7H,0

-0,01g de MnSO,. 7H,0

-1,0 g de extrato de levedura

-10,0 g de carboximetil celulose ou lignina
-15 g de Agar

* O meio foi preparado pela adi¢cdo dos sais na ordem apresentada, oS quais eram
completamente solubilizados ap0s a adicdo de cada substédncia para evitar a
precipitacdo. O pH final da solucdo foi ajustado para 7,0 com 0,1M de HCI ou NaOH. O
meio foi autoclavado por 20 min a 121° C.

A capacidade de metabolizacdo dos compostos foi avaliada a partir da observacdo de
crescimento nos meios especificos. Na triagem para verificacdo da degradacdo de
celulose, o revelador de vermelho congo também foi adicionado a fim de se avaliar a
extensdo e a intensidade das zonas hidroliticas formadas (Teather e Wood 1982). Foram
adicionados aproximadamente 3 mL de solu¢do aquosa de Vermelho Congo a 0,1%, as
quais ficaram em contato com o meio por aproximadamente 5 minutos. Em seguida, o
excesso de vermelho congo foi removido, e as placas foram lavadas por até 3 vezes com
15 mL de tampéo fosfato pH 7,0 a 50 mM com 1M de NaCl. Assim, tornou-se possivel
observar a extensdo das zonas hidroliticas. Nas regides onde ocorreu degradacdo de
celulose, foram evidenciadas zonas claras, contendo os halos de degradacdo, pois o
corante vermelho congo deixava de se associar em funcdo de sua especificidade por
ligagdes do tipo B- 1,4 glucose (Wood, 1980).
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4 RESULTADOS

Neste trabalho foram obtidos resultados referentes a caracterizacdo taxonémica de
bactérias cultivAveis obtidas de diferentes tipos de solo da Mata Atlantica, no
PARNASO. As caracteristicas quimicas de cada tipo de solo foram avaliadas,
evidenciando algumas diferencas. O isolamento dos micro-organismos foi realizado
tanto em meio seletivo para crescimento de actinomicetos quanto em meios complexos
enriquecidos com celulose e lignina. A quantidade de bactérias totais e de morfotipos
bacterianos foi avaliada, bem como a capacidade de degradacéo de celulose e de lignina
da dos isolados da colegéo resultante.

4.1 Analises quimicas dos solos

Os parametros referentes as analises quimicas do solo, bem como os pontos de coleta
correspondentes encontram-se definidos na tabela 2. Observou-se que todos os solos
analisados apresentaram pH &cido (< 5,3) e os teores de Al, P, K, CaAA, MgAA, H+AL
e de matéria organica, apresentaram-se variaveis de acordo com o ponto de coleta, nas
faixas de 0,86-3,94; 0,14-11,06; 11,08-88,63; 0,01-0,31; 0,04-0,14; 3,91-18,50 e 1,23-

16,90, respectivamente.

Tabela 2. Parametros quimicos dos solos analisados.

ngtlgtge Tipo de Solo (profundidade) |—?2|_|O Al* P K= CaAA™  MgAA™  HrAI® or g'\gsgige(l% )
01 Bonfim - traco amarelo (11 cm) 491 086 015 136 0,08 0,06 4,19 1,41
02 Bonfim- trago vermelho (4 cm) 493 1,02 014 3928 031 0,05 3,91 1,23
03 Ajax -preto (10 cm) 491 284 211 5942 0,09 0,07 14,22 7,32
04 Torto - Vale alta preta (4 cm) 384 340 915 4532 0,22 0,11 17,50 8,54
05 Cavalinho (5 cm) 437 1,71 0,74 1612 0,05 0,04 8,16 2,59
06 Campo Umido (5 cm) 458 394 630 8863 0,17 0,14 18,50 16,90
07 Abrigo 3 (5 cm) 523 061 664 4432 0,01 0,06 6,72 1,90
08 Floresta parte baixa (0 -10 cm) 456 1,69 11,06 11,08 0,02 0,04 13,20 3,69

Unidades: * mE/ 100cc; ** mg/ L
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4.2 Quantificacdo de bactérias totais e de morfotipos bacterianos

O niimero de coldnias de bactérias totais variou de 10° a 10° UFC/g de solo (Tabela 3).
O meio utilizado para o isolamento das bactérias celuloliticas recuperou a maior
quantidade de bactérias, e as contagens se distribuiram na faixa de 10° — 10® UFC/g de
solo, valores maiores do que os observados nos demais meios de isolamento, que se

apresentaram principalmente na faixa de 10° (UFC/g).

Em relacdo aos morfotipos, o meio utilizado para o isolamento de actinomicetos foi o
que recuperou a maior quantidade de colonias com morfologias diferentes, de onde
foram obtidos 127 isolados (Tabela 3). No ponto de coleta 6, observou-se a maior

variabilidade de morfotipos, totalizando em 50 o nimero de col6nias recuperadas.

Tabela 3. Quantificacdo de bactérias totais (UFC/g) e de morfotipos bacterianos em

solos da Mata Atlantica de acordo com o grupo funcional e o ponto de coleta.

Bactérias Totais (UFC/g) Morfotipos Bacterianos
Ponto de Coleta CEL * LIG * ACT * CEL * LIG * ACT *
01 1x10’ 4 X 10° 3 X 10° 03 05 10
02 8 x 10° 3 X 10° 6 X 10° 02 08 17
03 1x10° 1X 10° 1X 10° 10 03 08
04 1x 10’ 1X 10° 8 X 10° 11 05 21
05 8 x 10° 1X 10° 6 X 10° 03 05 12
06 2x 10’ 1X 10’ 7 X 10° 14 10 26
07 1x 10’ 2 X 10° 5 X 10° 12 03 22
08 1x 108 1X 10° 7 X 10° 08 12 11
Total 63 51 127

* ldentificacdo presuntiva dos grupos funcionais (CEL.: celuloliticas, LIG: lignoliticas e
ACT: actinomicetos), baseada no crescimento da colénia em meio enriquecido com
celulose (Wood, 1980), lignina e em Agar para isolamento de actinomicetos,
respectivamente.

4.3 ldentificacdo das bactérias lignoceluloliticas

As arvores filogenéticas resultantes dos alinhamentos das sequéncias de rRNA 16S

encontram-se representadas nas figuras 4 a, b e c. Conforme pode ser observado, 0s
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micro-organismos obtidos dos diferentes meios de cultivo se distribuiram nas trés
arvores filogenéticas, ndo ocorrendo especificidade de isolados obtidos nos meios
utilizados para o isolamento em nenhuma das arvores resultantes. Entretanto, observou-
se uma tendéncia, com predominéncia dos isolados obtidos no Agar para isolamento de
actinomicetos (ACT) no filo Actinobacteria e daqueles provenientes do meio
enriquecido com celulose (CEL) no filo Proteobacteria. Os micro-organismos isolados
do meio enriquecido com lignina (LIG) apresentaram uma distribuicdo igualitaria nos

filos Proteobacteria e Firmicutes.

Ao todo, foram sequenciados rRNAs 16S de 77 isolados que foram alocados em 24
géneros distintos (figura 4). Todos os clusters representativos dos géneros ficaram
claramente definidos, com altos valores de bootstrap. Na arvore filogenética
representativa do filo Actinobacteria (figura 4a), a maioria dos isolados se distribuiu nos
géneros Streptomyces sp., Mycobacterium sp. e Arthrobacter sp. No filo Firmicutes
(figura 4b), uma quantidade semelhante de isolados foi encontrada nos trés géneros
resultantes, Paenibacillus, Staphylococcus e Bacillus. A maioria dos isolados
(aproximadamente 43%), no entanto, se relacionou taxonomicamente ao filo
Proteobacteria (figura 4c), observando-se neste filo a ocorréncia de metade do nimero
total dos géneros (12) e de pouco menos da metade das sequéncias de rRNA 16S
analisadas (33). Burkholderia foi o género que apareceu com maior frequéncia,

concentrando praticamente 16% de todos os isolados analisados.

As sequéncias de rRNA 16S dos isolados ACT 2BA, CEL 4ABC, ACT 4EA, CEL 7TEAA,
CEL 7EB e CEL 8DAB apresentaram diferencas significativas quando comparadas as
sequéncias das espécies bacterianas ja descritas na literatura. A distancia filogenética
observada, na maioria dos casos, foi maior que 2% que é um valor muito proximo do limite

de 3% que é utilizado para a definicdo de espécie nova (tabela 4).

Alguns grupos taxondmicos foram recuperados de diferentes pontos de coleta no
PARNASO, sugerindo sua ubiquidade na Mata Atlantica, porém outras técnicas tais como
PFGE ou rep- PCR devem ser feitas para confirmar esta hipétese. O género Burkholderia,
por exemplo, foi recuperado de 6 tipos de solo, enquanto que Streptomyces,
Mycobacterium, Arthrobacter e Bacillus, ocorreram em 4 solos distintos. Outros géneros,

entretanto, como Kitasatospora, Leifsonia, Paenibacillus, Staphylococcus, Pseudomonas,
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Variovorax, Cupriavidus, Ralstonia e Collimonas apresentaram distribuicdo mais restrita.
Amycolaptopsis, Rhodococcus, Nocardia, Microbacterium, Phyllobacterium, Paracoccus,
Acinetobacter, Serratia, Dyella, Stenotrophomonas e Collimonas, por outro lado, foram
encontrados em um Unico tipo de solo.

Uma ampla distribuicdo geografica também foi observada em niveis hierérquicos
taxondmicos inferiores. A anélise da matriz de similaridade (dados ndo mostrados),
demonstrou a ocorréncia de sequéncias de rRNA 16S idénticas (100% de similaridade) em
solos distintos. Esta situacdo foi observada nos seguintes grupos de isolados:
Mycobacterium sp.: CEL 1C/ CEL 3IAAA/ CEL 8ABB; Bacillus sp.: CEL 3FAAA/ CEL
6CBAAA; Variovorax sp.: CEL 3H/ CEL 7F; Cupriavidus sp.: ACT 4N/ ACT 5K/ LIG
5A,; Ralstonia sp.: LIG 1F/ LIG 2AAAB; Burkholderia sp.: ACT 1A/ LIG 2AAAAA/ CEL
3FAB/ CEL 4CAAB e CEL 3BA/ CEL 6MB/ CEL 7A. Apesar deste panorama também ter
sido observado para isolados obtidos do mesmo solo, estes foram excluidos das analises

posteriores, sendo considerados réplicas.
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Figuras 4a, b e c: Arvores de Neighbor Joining representativas dos filos Actinobacteria
(4a) Firmicutes (4b) e Proteobacteria (4c), baseadas em sequéncias parciais do gene
rRNA 16S de linhagens tipo e de isolados pertencentes aos grupos funcionais de
bactérias celuloliticas, lignoliticas e actinomicetos. A significancia esta representada
pelo valor de bootstrap (%) calculado com base em 1000 réplicas. Apenas valores acima
de 50% estdo representados. A barra da escala representa 5% de diferenca. A
nomenclatura dos isolados foi estabelecida fazendo referéncia ao grupo funcional
putativo (CEL, celuloliticas; LIG, lignoliticas; ACT, actinomicetos), ao solo de origem
(numeros variando de 1 a 8) e ao morfotipo, representado pelas letras.

4.4 Caracterizacdo das atividades celulolitica (endoglucanase) e lignolitica

A maioria dos isolados avaliados para a capacidade de degradagcdo de carboximetil
celulose (90%) demonstrou esta atividade (Tabela 4). As Unicas exce¢des encontradas
foram observadas entre os seguintes isolados: ACT 5FB (Collimonas sp.), CEL 7BA
(Cupriavidus sp.), ACT 2IAA (Streptomyces sp.), ACT 2BA (Arthrobacter sp.) e ACT
1EA/ ACT 2IB (Leifsonia sp.). No entanto, é importante notar que, com excec¢do do
género Leifsonia, para o qual ndo foi observado nenhum isolado capaz de degradar
carboximetil celulose, nos demais géneros esta caracteristica ndo foi extensiva aos
outros isolados. Assim, o metabolismo da carboximetil celulose parece ser espécie-
especifico. Alguns exemplos de halos de degradacdo de celulose obtidos em meio

minimo suplementado com carboximetil celulose estdo apresentados na figura 5.

A capacidade de degradacdo da lignina, por outro lado, se mostrou limitada a alguns
grupos e dos 54 isolados que foram testados, apenas 20% mostraram-se capazes de
degrada-la. E possivel que o metabolismo da lignina esteja associado ao da celulose,
uma vez que foi observado neste estudo que 0s micro-organismos capazes de degradar a

lignina também apresentaram atividade celulolitica.

A maioria dos isolados capazes de metabolizar a lignocelulose pertence ao filo
Proteobacteria, nos géneros: Pseudomonas sp. (ACT 3AAA e ACT 4CA), Serratia sp.
(ACT 1M), Acinetobacter sp. (ACT 3B), Variovorax sp. (CEL 3H), Cupriavidus sp.
(ACT 5K), Collimonas sp. (CEL 5B), Burkholderia sp. (ACT 1A) e Phyllobacterium
sp. (LIG 5BA). Entretanto, no filo Actinobacteria também foram observados isolados
com capacidade de metabolizar estes dois compostos, agrupados com 0S géneros
Kitasatospora sp. (ACT 1LA) e Arthrobacter sp. (ACT 5J).



41

Tabela 4. Lista dos isolados obtidos dos diferentes solos contendo as alocagOes

filogenéticas baseadas no sequenciamento do rRNA 16S e as atividades de celulases

(endoglucanase) e ligninase. N/D: Nao determinado.

Metabolismo
Solo de o Percentual de,si_milari_dade i
Origem Isolado CMC Lignina com a espeoue mais Género
relacionada (n” de acesso)
Ponto 1:
Bonfim,
Trago amarelo
CEL 12 + - 99% (AJ508241) Amycolaptopsis sp.
CEL 1B + - 99,7% (AJ491806) Microbacterium sp.
CEL 1C + - 100% (AY859682) Mycobacterium sp.
LIG 1AAB + - 98,7% (L37601) Staphylococcus sp.
LIG 1BA + - 99,4% (L37601) Staphylococcus sp.
LIG 1F + - 99,4% (AF488779) Ralstonia sp.
ACT 12 + + 100% (AF148554) Burkholderia sp.
100% (Y18703)
100% (AY677087)
ACT 1B + - 98,4% (AJ781348) Streptomyces sp.
ACT 1EA - - 99% (AF116342) Leifsonia sp.
ACT 1LA + + 99,4% (U93318) Kitasatospora sp.
ACT 1M + + 100% (M59160) Serratia sp.
Ponto 2:
Bonfim,
Trago vermelho
CEL 2B + - 99% (AJ781348) Streptomyces sp.
CEL 2CA + - 99,7 (AY014173) Paracoccus sp.
LIG 2AAAA N/D N/D 100% (AF148554) Burkholderia sp.
100% (Y18703)
100% (AY677087)
LIG 2AAAB N/D N/D 99,4% (AF488779) Ralstonia sp.
ACT 2BA - - 97,1% (X80743) Arthrobacter sp.
ACT 21AA - - 99% (D85123) Streptomyces sp.
ACT 2B - - 99% (AF116342) Leifsonia sp.
Ponto 3:
Ajax Preto
CEL 3AAA + + 100% (AF468452) Pseudomonas sp.
CEL 3BA + - 99% (AF215705) Burkholderia sp.
CEL 3FAAA + - 100% (X68416) Bacillus sp.
CEL 3FAB + - 100% (AF148556) Burkholderia sp.
100% (AF148554)
CEL 3H + + 99% (DQ178978) Variovorax sp.
CEL 3IAAA + N/D 100% (AY859682) Mycobacterium sp.
LIG 3CA N/D N/D 99,7% (AJ302311) Burkholderia sp.
ACT 3B + + 98,7% (X81660) Acinetobacter sp.
ACT 3C + - 99,7% (AJ512504) Arthrobacter sp.
99,7% (X83407)
ACT 3FA N/D N/D 99,7% (AB067734) Rhodococcus sp.
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Metabolismo
Percentual de
SO!O de Isolado Celulose Lignina similarid_ade com a Género
Origem S0 9 espécie mais relacionada
(n° de acesso)

Ponto 4:

Torto,

Vale alta preta
CEL 4ABC + - 98,1% (D16268) Bacillus sp.
CEL 4CAAB + - 100% (AF148554) Burkholderia sp.

100% (Y18703)
100% (AY677087)
LIG 4BA N/D N/D 99,7% (AY497470) Burkholderia sp.
LIG 4GBAA + - 99% (AY960748) Paenibacillus sp.
LIG 4GBAAG + - 98,4 (AY960748) Paenibacillus sp.
LIG 4GBAAH + - 98,4 (AY960748) Paenibacillus sp.
LIG 4GBAAI + - 98,7 (AY960748) Paenibacillus sp.
ACT 4CA + + 99,7 (AJ492826) Pseudomonas sp.
ACT 4EA + - 97,1% (AJ556157) Nocardia sp.
ACT 4GA + - 98,7% (AY960748) Paenibacillus sp.
ACT 4IB + - 99,7% (AJ512504) Arthrobacter sp.
99,7% (X83407)

ACT 4N + - 100% (AF312022) Cupriavidus sp.
ACT 40B + - 99,3% (X80743) Arthrobacter sp.

Ponto 5:

Cavalinho
CEL 5B + + 99,4% (AJ310394) Collimonas sp.
CEL 5C + - 99,4% (X80743) Arthrobacter sp.
CEL 5D + N/D 100% (D12789) Phylobacterium sp.
LIG 5A + - 98,7% (AF312022) Cupriavidus sp.
LIG 5BA + + 100% (D12789) Phyllobacterium sp.
ACT 5A + - 100% (D12789) Phyllobacterium sp.
ACT 5FB - - 99,7% (AJ310394) Collimonas sp.
ACT 5J + + 99,3% (AF235090) Arthrobacter sp.
ACT 5K + + 100% (AF312022) Cupriavidus sp.

Ponto 6:

Campo Umido
CEL 6CBAA + - 100% (X68416) Bacillus sp.
CEL 6CBAAA + N/D 98,7% (AJ583158) Bacillus sp.
CEL 6CBBBA N/D N/D 99% (AF215705) Burkholderia sp.
CEL 6JA + - 98,7% (AF215705) Burkholderia sp.
CEL 6MB N/D N/D 99% (AF215705) Burkholderia sp.
LIG 6FA + - 98,4% (AF215705) Burkholderia sp.



Continuacéo da tabela 4.

43

Metabolismo
s Percentual de similaridade
olo de I L . N
Origem Isolado Celulose Lignina com a espécie mais Género
relacionada (n” de acesso)
Ponto 7:
Abrigo 3
CEL 7A + - 99% (AF215705) Burkholderia sp.
CEL 7BA - - 99,3% (ABI121221) Cupriavidus sp.
CEL 7EAA + N/D 97,4% (AJ536038) Mycobacterium sp.
97,4% (AY593980)
CEL 7EB + N/D 97,4% (AJ536038) Mycobacterium sp.
97,4% (AY593980)
CEL 7F N/D N/D 99% (DQ178978) Variovorax sp.
CEL 7G + N/D 100% (D85123) Streptomyces sp.
CEL 7THAA + N/D 99,7% (AF023664) Mycobacterium sp.
99,7% (AY859682)
CEL 7! N/D N/D 99,7 (AB249946) Streptomyces sp.
LIG 7B N/D N/D 98,7% (AF191737) Cupriavidus sp.
Ponto 8:
Floresta parte
Baixa
CEL 8ABB + N/D 100% (AY859682) Mycobacterium sp.
CEL 8DAB + N/D 97,4% (AF021924) Paenibacillus sp.
CEL 8DBB + N/D 100% (AB110498) Dyella sp.
CEL 8EBB + - 100% (L37601) Staphylococcus sp.
LIG 8DAB N/D N/D 100% (L37601) Staphylococcus sp.
LIG 8FAA N/D N/D 100% (AJ831841) Bacillus sp.
100% (AJ831844)
LIG 8FAB N/D N/D 100% (AJ831841) Bacillus sp.
100% (AJ831844)
ACT 8B + - 99,3% (AJ781375) Streptomyces sp.
ACT 8DBB + - 100% (L37601) Staphylococcus sp.
ACT 8G + - 99% (AJ781348) Streptomyces sp.
ACT 8L + - 100% (AJ293463) Stenotrophomonas sp.
ACT 8N + - 100% (AJ494864) Streptomyces sp.



Figura 5. Placas contendo alguns halos de degradacédo da celulose.
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5 DISCUSSAO

Trabalhos sobre a diversidade microbiana no solo do PARNASO sdo escassos. O dominio
de Mata Atlantica remanescente situado no PARNASO apresentou uma grande
variabilidade associada revelando a importancia da existéncia desta Unidade de
Conservacgdo para a manutengdo da biodiversidade microbiana do Brasil. Na colecéo de
bactérias lignoceluloliticas construida a partir de amostras de solo da Mata Atlantica, foi
observada a ocorréncia de isolados representando trés filos: Actinobaceria, Firmicutes e
Proteobacteria. Muitos géneros associados a estes filos desempenham papéis ecolégicos
fundamentais e apresentam alto potencial de exploracdo biotecnoldgica. Alguns dos
isolados obtidos apresentaram diferencas em termos de sequéncias de rRNA 16S com as

espécies ja descritas, sugerindo a ocorréncia de espécies novas.

5.1 Densidade Populacional de Bactérias Lignoceluloliticas

Os resultados obtidos encorajam o desenvolvimento de outros trabalhos abordando a
biodiversidade deste importante grupo funcional de bactérias, pois demonstram
abundancia de morfotipos e de UFC/g associada a todos os solos. Na Mata Atlantica, a
densidade populacional observada variou de 10° a 108 UFC/ g, sendo mais alta que a
observada por Ulrich, Kimkle & Wirth (2008) em solos arenosos e argilosos tratados
com adubo organico (1 x 10° UFC/g). Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade
das condic@es de cultivo e de isolamento terem influenciado os resultados, pois 0 meio
de isolamento utilizado por Ulrich, Kimkle & Wirth (2008) foi suplementado com um
tipo de celulose mais complexa que a carboximetil celulose, a celulose coloidal
preparada a partir de celulose natural (fibra de céton), e talvez esta diferenca justifique

os valores mais baixos obtidos.

5.2 Grupos Taxondmicos

As florestas tropicais concentram a maior biodiversidade mundial (Myers, 2000).
Considerando a importancia e a representatividade dos micro-organismos na Terra

(Whitman, Coleman & Wiebe, 1998), espera-se encontrar grandes quantidades de
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espécies associadas a esses ecossistemas. Foi observada uma grande variabilidade de
géneros bacterianos na Mata Atlantica, sendo obtidos ao todo 24 géneros distintos, dos
quais 12 no filo Proteobacteria , 10 géneros no filo Actinobacteria e 3 géneros no filo

Firmicutes.

A quantidade de géneros obtida de cada um dos filos foi semelhante & esperada para
solos de regides tropicais. Um trabalho realizado na China, por exemplo, recuperou 10
géneros de Actinobacteria de trés florestas tropicais (Xu, Li & Jiang, 1996). Na Floresta
Amaz6nica, Medau (2007) ao estudar bactérias Gram- negativas, obteve um total de 9
géneros, todos relacionados ao filo Proteobacteria. No sul do Brasil, associados a
plantacdes de trigo, foram obtidos 2 géneros com capacidade de fixagdo de nitrogénio
(Beneduzi, et al., 2008), relacionados ao filo Firmicutes. Sendo assim, 0s meios
empregados para o isolamento, apesar de serem seletivos para um grupo funcional de
bactérias, recuperaram quantidades equivalentes as esperadas para solos de regides

tropicais, de uma maneira geral.

Proteobacteria

A maioria dos isolados obtidos pertence ao filo Proteobacteria. Neste filo, foram
obtidos isolados pertencentes aos géneros Phylobacterium, Paracoccus, Pseudomonas,
Acinetobacter, Serratia, Dyella, Stenotrophomonas, Variovorax, Cupriavidus,
Ralstonia, Collimonas e Burkholderia. O filo Proteobacteria compreende bactérias
Gram-negativas e é caracterizado pela ocorréncia de bactérias com ampla diversidade
metabolica, podendo ser observados organismos quimio-organotréficos, fototroficos e
quimiolitotroficos. A maioria dos géneros deste filo € bem descrita por sua associacdo

com o solo.

Alguns dos géneros observados no PARNASO ja haviam sido descritos em outras
regibes do Brasil. Na Floresta Amazo6nica, por exemplo, ja havia sido descrita a
ocorréncia de 7 géneros em comum com 0s observados na Mata Atlantica (Medau,
2007). Neste trabalho, realizado em um tipo de solo tipico da Amazdnia rico em matéria
organica, além de ocorrer grande variabilidade de Burkholderia associada também
foram observados outros géneros em comum como Pseudomonas, Variovorax, Serratia,

Dyella, Ralstonia e Stenotrophomonas.
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Burkholderia foi o género encontrado com maior frequéncia e ampla distribuicdo no
PARNASO, totalizando em 13 o niumero de isolados que ocorreram em 6 tipos de solo
diferentes. Em conjunto com o trabalho de Medau (2007), estes dados demonstram a
ampla distribuicdo geografica de Burkholderia no Brasil. Este género apresenta muita
facilidade de adaptacédo a diversos ambientes, e por conta disso a ampla distribuicéo de
Burkholderia também pode ser observada em outros lugares (Estrada-de-Los-Santos,
Bustillos-Cristales & Caballero-Mellado, 2001). Acredita-se que a facilidade de
adaptacdo (Coenye & Vandamme , 2003; Parke & Gurian-Sherman, 2001) esteja
relacionada ao seu genoma, que além de ser muito complexo, apresenta grande
plasticidade (Holden et al., 2004). Vérias sequéncias de insercdo podem ser
encontradas, o que pode acarretar um aumento na ocorréncia de mutacbes e de
recombinactes (Cheng & Lessie, 1994; Lessie et al., 1996). Além disso, diferentes tipos
de associacdo com o solo ja foram descritas para este género. Podem ocorrer na forma
de vida livre na rizosfera, como endofiticos ou fitopatdgenos, e a fixacdo de nitrogénio
também ja foi descrita (Caballero-Mellado et al., 2007). Além disso, algumas destas
bactérias se associam a fungos fitopatogénicos e a insetos de plantas, sendo
interessantes como agentes de biocontrole e na biorremediacdo de xenobidticos (Coenye
& Vandamme , 2003). Sua importancia clinica também é bem descrita em humanos
(Coenye & Vandamme , 2003) e estes micro-organismos também ja foram encontrados

mais recentemente em ambientes aquéaticos (Compant et al., 2008).

Actinobaceria

No filo Actinobacteria, foi observada uma maior distribuicdo dos isolados nos géneros
Streptomyces, Mycobacterium e Arthrobacteria, apesar de também terem ocorrido
isolados que se agruparam com o0s géneros Kitasatospora, Amycolaptopsis,
Rhodococcus, Nocardia, Microbacterium e Leifsonia. Este filo se caracteriza por
apresentar bactérias Gram- positivas com alto conteddo G+C associado ao DNA. Os
géneros desse filo de maneira geral também sdo encontrados com frequéncia no solo,
apresentam variabilidades morfoldgica, fisiologica e metabolica além de produzirem
muitas enzimas extracelulares e metabdlitos secundarios (Ventura et al., 2007). Em um
trabalho realizado em outra floresta tropical, por exemplo, foi observada a ocorréncia de

uma grande variabilidade de Actinobacteria, com predominancia de Streptomyces entre
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0s isolados (Xu, Li & Jang, 1996). Entretanto, foi observado um perfil bacteriano
diferente do encontrado na Mata Atlantica, pois s6 foi observada sobreposicdo de trés
géneros (Streptomyces, Nocardia e Rhodococcus). No Brasil, por outro lado, j& havia
sido relatado por Semédo e colaboradores (2001) a ocorréncia de Amycolaptosis e
Streptomyces entre bactérias com potenciais aplica¢Ges industriais, além de uma espécie
do género Kitasatospora spp., por Groth e colaboradores (2004), no Brasil, em
associagdo com o solo.

O género Streptomyces correspondeu ao grupo mais comumente encontrado no filo
Actinobacteria. Podem ser encontradas neste género muitas espécies com potencial de
producdo de antibidticos. Esta caracteristica marcante do género possui um papel
ecoldgico relevante, pois é fundamental para a defesa da bactéria e para sua adaptagdo
as condi¢des hostis encontradas no solo (Davelos, Kinkel & Samac, 2004). Atualmente,
a producdo de antibidticos por Streptomyces tornou-se alarmante sob o ponto de vista de
resisténcia microbiana, em fungéo da descricdo de um sistema de conjugacéo especifico
para este género (Grohmann, Muth & Espinosa, 2003). Outras caracteristicas
compartilhadas pelo género, compreendem a metabolizagdo de polimeros complexos
como quitina e lignina, e sua atuacdo como agentes de biocontrole (Weller et al., 2002;
Lehr et al., 2008), em funcédo da ocorréncia de associa¢des destas bactérias com hifas de

fungos e plantas.

O género Mycobacterium também foi observado com frequéncia em varios solos. As
espécies deste género apresentam uma composicdo de envelope celular atipica com
moléculas de acido micolico, caracteristica que é compartilhnada com outros géneros
(Nocardia e Corynebacterium), que juntos, formam um clado monofilético dentro do
filo Actinobacteria. (Embley & Stackebrandt, 1994). Além disso, bactérias do género
Mycobacterium podem apresentar crescimento rapido ou lento, podem ser encontradas
no solo ou na &gua, e em geral sdo de vida livre apesar de algumas espécies serem
conhecidas por seu potencial patogénico para 0 homem (Madigan, Martinko & Parker,
1996).

O género Arthrobacter é um dos géneros mais frequentemente associados a ambientes
terrestres. Aparece como bastonete Gram- negativo em culturas novas, € Como c0cos
Gram-  positivos em culturas velhas, caracterizando um pleomorfismo e uma

heterogeneidade caracteristicos do género (Mongodin et al., 2006). E ubiquo no solo e
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concentra espécies com capacidade de sobrevivéncia em condi¢Bes de estresse, como
baixa de nutrientes, mudancas drasticas de temperatura, ionizacdo radiante, radicais de
oxigénio e metais toxicos. E frequentemente isolado em ambientes contendo condicdes
ambientais adversas, como em grandes profundidades, ambientes contaminados com
residuos quimicos, e radioatividade. Sua ocorréncia também é muito comum em

amostras glaciais (Mongodin et al., 2006).

Firmicutes

O filo Firmicutes compreende as classes Clostridia, Mollicutes e Bacilli, que séo
bactérias Gram- positivas com baixo conteudo G+C (Garrity, Bell & Lilburn, 2003).
Todos isolados do filo Firmicutes presentes na colecdo da Mata Atlantica se
distribuiram na classe Bacilli, nos géneros Paenibacillus, Bacillus e Staphylococcus.
Em relacdo ao género Staphylococcus, foi observada a ocorréncia de S. hominis como
vizinho filogenético mais préximo de um dos isolados da colecédo, que representa uma
espécie associada a microbiota anfibiéntica humana (Carretto et al., 2005). Apesar de
serem relatados casos de baixa resolucdo do rRNA 16S para esta espécie (Takahashi,
Satoh & Kikuchi, 1999), também se deve considerar a possibilidade de contaminacao da
amostra durante a coleta ou o processamento do material. Entretanto, 0s outros géneros
deste filo sdo comumente associados ao solo, e ja foram relatados no Brasil. Em
associacdo com plantacbes de trigo, no Rio Grande do Sul, 311 micro-organismos
fixadores de nitrogénio foram isolados, pertencentes aos géneros Paenibacillus e
Bacillus (Beneduzi, et al., 2008). Souchie e colaboradores (2006) também ja haviam
observado a ocorréncia de Bacillus no Brasil, entre bactérias solubilizadoras de fosforo,

em um dominio secundario de Mata Atlantica, na regido de Paraty.

Espécies de Bacillus possuem algumas caracteristicas que facilitam sua sobrevivéncia
no ambiente, incluindo a espessa parede celular, a capacidade de formacdo de
endosporos resistentes, a secre¢do de antibioticos, enzimas e peptideos de sinalizacéo,
aléem de ser observada uma ampla capacidade metabdlica (Gardener, 2004). A

capacidade de formagdo de endosporos ja foi descrita como responsavel pela
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biogeografia do género Bacillus (Janssen, 2006). Os géneros Bacillus e Paenbacillus
podem ser encontrados na rizosfera de plantas, atuando como agentes de biocontrole,
promotores de crescimento ou fixadores de nitrogénio (Powell & Jutsum, 1993).
Entretanto, podem ser altamente perigosos e alguns sdo considerados potenciais agentes
de bioterrorismo (Spencer, 2007).

5.3 Métodos dependentes e independentes de cultivo

Uma abrangente abordagem realizada por Floyd e colaboradores (2005) definiu quais
eram 0s géneros de bactérias cultivaveis que eram encontrados com maior frequéncia
em associacdo com o ambiente terrestre. Os dados deste trabalho forneceram um
panorama sobre a diversidade bacteriana cultivAvel descrita em solos obtidos de
diferentes regides geograficas. Com base na Colecdo de Culturas Tipo Americana
(ATCC), que é altamente representativa por concentrar 2/3 de todas as linhagens tipo de
todo mundo, Floyd verificou a alocacdo filogenética das linhagens obtidas com maior
frequéncia do ambiente terrestre e definiu os principais géneros associados ao solo.
Curiosamente, assim como observado entre os isolados da Mata Atlantica, praticamente
todas as amostras avaliadas se distribuiam nos filos Proteobacteria, Firmicutes e

Actinobacteria.

Apesar da maioria das bactérias cultivaveis do solo se distribuir somente nestes trés
filos, alguns estudos realizados através de metodologias independentes de cultivo
mostram que estes ndo sd0 necessariamente 0S grupos mais expressivos do solo
(Janssen, 2006). Em uma analise semelhante a de Floyd, Janssen (2006), avaliou a
composicdo geral das comunidades microbianas do solo por meio de metodologias
independentes de cultivo, analisando um total de 32 bibliotecas de rRNA 16S
preparadas a partir de sequéncias obtidas de uma grande variedade de solos. Seus
resultados demonstraram que os filos mais comumente encontrados em associa¢do com
0 solo sdo Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes, Gemmatimonadetes, e Firmicutes, que
juntos, representam 92% de todas as bibliotecas analisadas. Em termos de
representatividade, os filos mais freqlientemente encontrados entre as colecdes de

bactérias, apresentam participacdo varidvel nas bibliotecas e ocorrem nas seguintes
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proporcoes: Proteobacteria, variando de 20 a 60%, Firmicutes pode ser observado em
até 5% e Actinobacteria, em até 25% dos clones.

Rodrigues e colaboradores (dados ndo publicados) avaliaram a diversidade bacteriana
de 2 das 8 amostras de solo utilizados neste estudo (pontos de coleta 1 e 2), através de
metodologia independente de cultivo. Os resultados de Rodrigues e colaboradores
relataram a ocorréncia de 9 filos distintos, sendo que 36% da biblioteca do solo 2
apresentava sequéncias de bactérias que ainda ndo foram cultivadas, confrontando com
os 3 recuperados através dos métodos dependentes de cultivo. Além das marcantes
diferencas observadas em relacdo a quantidade de filos recuperada, diferencas
qualitativas também foram observadas. As sequéncias de rRNA 16S dos clones obtidos
se relacionavam taxonomicamente, considerando a proporcdo observada, aos filos
Acidobacteria (40%), Protebacteria (22%), Verrucomicrobia (9%), Bacterioidetes (2%)
e Actinobacteria (2%). Entre os cultiviveis da Mata Atlantica, entretanto, a
representatividade observada para os filos Proteobacteria e Actinobacteria foi maior
que a observada entre os clones. Além disso, o filo Firmicutes ndo foi observado entre
os clones de Rodrigues. Acredita-se que a baixa freqiéncia de bactérias do filo
Firmicutes nas metodologias independentes de cultivo possa ocorrer em funcdo da
dificuldade de extracdo de DNA das celulas e dos enddsporos, que apresentam uma
estrutura mais rigida do que a observada normalmente, e podem dificultar a lise

bacteriana, apesar de ainda ndo existirem evidéncias concretas (Janssen, 2006).

Outros trabalhos na literatura corroboram o que foi observado na Mata Atlantica,
demonstrando que os métodos independentes de cultivo sdo mais abrangentes
(Vishnivetskaya et al.,, 2006). Entretanto, o cultivo de micro-organismos,
particularmente daqueles que representam novos taxons, é fundamental para a descricéo
da biodiversidade associada a ele. As metodologias dependentes de cultivo, apesar de
ndo serem tdo representativas quanto as baseadas em moléculas de DNA, permitem a
melhor compreensdo do papel ecolégico associado aos micro-organismos, Sao
essenciais para a classificacdo taxonémica e, principalmente, para a descricdo de
processos metabolicos com alto potencial de aplicacdo biotecnolédgica, como € o caso do
grupo funcional das bactérias lignoceluloliticas (Leisack et al., 1997). Sendo assim, a
biodiversidade ainda é avaliada através dos métodos classicos de cultivo, e, é cada vez

mais notdvel a necessidade de concentrar esforgos no desenvolvimento de condigdes
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apropriadas de cultivo para recuperar a grande fracdo de micro-organismos, que até
entdo, é classificada como ndo-cultivavel (Janssen et al., 2002) e s6 esta representada na

forma de sequéncias de DNA.

5.4 Lignocelulose

Tradicionalmente, atribui-se a degradacdo da maior parte da matéria lignocelulolitica
presente no solo aos fungos. Poucos trabalhos abordam o metabolismo de lignocelulose
em bactérias, apesar de este sistema enzimatico ser importante para o estabelecimento
de diferentes tipos de relacbes com plantas (endofiticas e patogénicas) e para o
aproveitamento energético da lignocelulose entre as bactérias. Os resultados obtidos
neste trabalho, entretanto, demonstraram a ocorréncia de muitos géneros bacterianos

capazes de degradar este composto.

Verificou-se que a maioria dos isolados obtidos na colecdo da Mata Atlantica com
atividade lignocelulolitca pertence ao filo Proteobacteria. Este panorama confirma o
que ja vinha sendo sugerido em outros trabalhos, que observaram associagcdes de
bactérias Gram- negativas (Suberkropp & Klug, 1976) ou de géneros bacterianos do filo
Proteobacteria (Pseudomonas, Acinetobacter e Burkholderia) (McNamara & Leff,
2004) a folhas em decomposicdo. Bactérias do filo Actinobacteria também ja haviam
sido relatadas em associacdo a folhas em decomposicdo (Suberkropp & Klug, 1976;
Wohl & McArthur, 1998), corroborando o0s resultados obtidos, que também

descreveram atividade lignocelulolitica para alguns géneros deste filo.

A biodiversidade bacteriana associada a degradacdo de lignina e celulose, de maneira
geral, é pouco explorada. Recentemente, da mesma maneira observada entre 0s isolados
da colecdo da Mata Atlantica, a capacidade de metabolismo da celulose foi descrita nos
géneros Streptomyces, Kitasatospora, Arthrobacter, Paenibacillus, Variovorax,
Burkholderia e Bacillus (Ulrich, Klimke & Wirth, 2008). Além do que ja havia sido
demonstrado por estes autores, os resultados obtidos no presente trabalho tambem
caracterizaram, com excecdo de Paenibacillus e Bacillus, os demais géneros com
metabolismo de lignina associado. Além disso, foram identificados outros géneros

bacterianos capazes de metabolizar este composto, contribuindo desta maneira para a
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elucidacdo de outros taxons bacterianos capazes de metabolizar a lignina. Apesar de ja
terem sido observadas bactérias com potencial de metaboliza¢do da lignina em outros
estudos (Falcon et al., 1995), os resultados obtidos sdo inovadores, pois dados referentes

a taxonomia destes micro-organismo, praticamente séo inexistentes.
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6 CONCLUSOES

o Os solos obtidos da Mata Atlantica (PARNASO) apresentaram uma grande
densidade de bactérias lignoceluloliticas cultivaveis, sendo obtidas contagens oscilando
na faixa de 10° a 10° UFC/g.

. Atrelada a alta densidade microbiana, foi observada uma grande variabilidade
taxondmica, sendo recuperados 77 morfotipos distintos distribuidos em 24 géneros
bacterianos.

. A maioria dos isolados obtidos pertence ao filo Proteobacteria, ocorrendo

também bactérias dos filos Firmicutes e de Actinobacteriam, em menores proporgdes.

. A maioria dos isolados obtidos na colecdo da Mata Atlantica, pertence aos
géneros Burkholderia, Streptomyces, Mycobacterium, Arthrobacter e Bacillus, que
também apresentaram ampla distribuicdo geografica no PARNASO, sendo obtidos de

pelo menos 4 solos contendo caracteristicas edaficas distintas.

. Alguns isolados apresentam similaridade rRNA 16S menor ou igual a 98% com

as espécies ja conhecidas, sendo portanto possiveis espécies novas.

. A maioria das bactérias com capacidade de degradacdo da lignocelulose esteve

relacionada ao filo Proteobacteria.

. O metabolismo da celulose foi mais comum entre os isolados do que o
metabolismo da lignina, sendo observados 90% e 20% de isolados com estas atividades

enzimaticas, respectivamente.



55

7/ PERSPECTIVAS

Todos os grupos bacterianos encontrados na colecdo foram alocados no espaco
filogenético, com definicdo dos géneros bacterianos em questdo. Entretanto, a baixa
resolucdo taxondmica associada ao sequenciamento do rRNA 16S é muito bem
conhecida (Stackebrandt & Goebel, 1994), e bem descrita para muitos géneros
encontrados (Palmisano et al., 2001; Payne et al., 2005). O uso do seqlienciamento do
rRNA 16S ndo foi suficiente para a definicdo precisa das as espécies bacterianas
encontradas, como ja era esperado. A fim de se refinar a caracterizacdo taxondmica dos
micro-organismos e definir precisamente as espécies em questdo, é necessario que
estudos complementares sejam realizados, por meio de uma abordagem polifésica
(Colwell, 1970).

Os micro-organismos lignoceluloliticos sdo muito pesquisados por representarem um
grupo funcional com potencial aplicacdo no mercado de bioetanol (Lin & Tanaka,
2006). Muitos esforcos estdo concentrados na obtencdo de bactérias contendo alta
atividade enzimatica que possam ser empregadas em etapas de pré-tratamento de
residuos agroindustriais lignoceluloliticos pela liberacdo de acgucares simples a partir
desta biomassa, e fermentacdo alcoolica dos agucares gerados (Kumar, Singh & Singh,
2008). Dentre as estratégias mais utilizadas, a clonagem de genes codificadores de
enzimas com alta atividade em vetores de expressdo € a mais comum (Wulff, Carrer &
Pascholati, 2006), entretanto, a possibilidade de emprego de micro-organismos
lignoceluloliticos obtidos diretamente do ambiente é real (Lynd et al., 2002) e mais
atrativa, pois elimina as etapas de clonagem e expressdo, que em muitos casos podem

ser complicadas.

Foram obtidos muitos géneros bacterianos caracterizados como lignoceluloliticos, com
base na capacidade de metabolismo de substéncias sintéticas. Apesar de estes isolados
terem demonstrado atividades enzimaticas especificas, a degradacdo da biomassa
lignocelulolitica in situ é muito mais complexa, dependendo da acdo sinérgica de um
complexo enzimatico que envolve outras enzimas além da celulase (endoglucanase) e
da ligninase (Lynd et al., 2002; Mansfield & Meder, 2003). Além de existirem bactérias
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com capacidade de degradar a celulose cristalina, outras bactérias podem apresentar um
sistema celulolitico incompleto (Rabinovich, Melnik & Bolobova, 2002), o que pode ser
0 caso das bactérias obtidas nesta colecdo. No ambiente, normalmente este processo é
realizado pela a¢do conjunta de um consorcio microbiano, que inclui fungos e bactérias
(Madigan, Martinko & Parker, 1996; Boer et al., 2005). Portanto, apesar de se ter
indicios que estes micro-organismos possuem potencial de degradacéo de lignocelulose,
estudos complementares serdo necessarios, a fim de se avaliar a real viabilidade de
emprego destes micro-organismos para a degradacdo in situ da biomassa presente em
residuos de plantas, como cana-de-acUcar, a fim de que possam ser utilizados como

substrato industrial para a producédo de bioetanol.
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