UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO RIO GRANDE DO SUL

BELIZE RODRIGUES LEITE

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS BIOLUMINESCENTES DE
ANIMAIS E DE AMBIENTES NATURAIS MARINHOS DE IMBE E TRAMANDAI,
LITORAL NORTE DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

IMBE
2011



BELIZE RODRIGUES LEITE

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS BIOLUMINESCENTES DE
ANIMAIS E DE AMBIENTES NATURAIS MARINHOS DE IMBE E TRAMANDAI,
LITORAL NORTE DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Trabalho de concluséo de curso apresentado
como requisito parcial para obtengdo do Titulo
de Bacharel em Ciéncias Biologicas com
énfase em Biologia Marinha e Costeira nas
Universidades Federal e Estadual do Rio
Grande do Sul.

Orientadora: Patricia Valente

Co-orientadora: Melissa Landell

IMBE

2011



L533i

Leite, Belize Rodrigues

Isolamento e identificagdo de bactérias bioluminescentes de animais e de
ambientes naturais marinhos de Imbé e Tramandai, Litoral Norte do Rio
Grande do Sul, Brasil / Belize Rodrigues Leite — Imbé, 2011.

83 1.

Trabalho de Concluséo de Curso (Bacharelado) — Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Instituto de Biociéncias / Universidade Estadual do Rio
Grande do Sul, Curso de Ciéncias Bioldgicas com énfase em Biologia
Marinha, Imbé / Cidreira, 2011.

Orientacao: Profa. Dra. Patricia Valente.
Co-orientacao: Dra. Melissa Fontes Landell.

1. Bactérias marinhas. 2. Bioluminescéncia. 3. Vibrio. 4. Potencial
biotecnoldgico 5. Litoral Norte do Rio Grande do Sul. I. Silva, Patricia Valente
da, orient. Il. Landell, Melissa Fontes, coorient. Ill. Titulo.

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do CECLIMAR/UFRGS




BELIZE RODRIGUES LEITE

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS BIOLUMINESCENTES DE
ANIMAIS E DE AMBIENTES NATURAIS MARINHOS DO LITORAL NORTE DO
RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Trabalho de concluséo de curso apresentado
como requisito parcial para obtengdo do Titulo
de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas com
énfase em Biologia Marinha e Costeira nas
Universidades Federal e Estadual do Rio
Grande do Sul.

Aprovado em: ......... [ [

BANCA EXAMINADORA:

Me. Sandra Mendes/UFSC

Dr. Leonardo Broetto/UFRGS

Prof. Dr. Eduardo Barboza/UFRGS



Dedico aos meus avés (in memorian) Lourdes, Nair, Afonso e Benoni, e aos meus pais

Miguel e Beatriz: sem vocés, eu nada seria.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, pelo ensino publico, gratuito e
de excelente qualidade de que tive o privilégio de desfrutar. Ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, pelo apoio ao projeto (MCT/CNPg/CT-
Petro N° 39/2009), e a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul, pela
bolsa de iniciagdo cientifica que me concedeu.

As orientadoras Patricia Valente e Melissa Landell, pelas quais tenho uma
admiracdo imensuravel: pela oportunidade de realizar este trabalho, pela confianca que
foi depositada em mim, pela orientacdo, por toda a atencdo que me foi dada e pelos
valiosos conhecimentos que me transmitiram.

A mestre Sandra Mendes e ao doutor Leonardo Broetto, por aceitarem compor
a banca avaliadora deste trabalho. Considero vocés profissionais exemplares.

As equipes do Laboratorio de Fungos de Importancia Médica e Biotecnologica
(especialmente a Vanessa Barcellos), do Laboratorio de Biologia Celular e Molecular de
Fungos Filamentosos (Centro de Biotecnologia - CBiot, UFRGS) e do Laboratorio de
Micologia (Instituto de Ciéncias Basicas e da Saude - ICBS, UFRGS) por
compreenderem minha transiéncia “intermunicipal” e “interlaboratorial”, por sempre
estarem dispostas a me ajudar e por todos o0s momentos divertidos que me
proporcionaram. Também registro aqui minha gratiddo a Helier Balbinotti, pelos
ensinamentos prévios a este trabalho, mas que me foram fundamentais.

Ao colega de curso Daniel Ortega, por me “aguentar” seguindo 0S SeUS passos
durante a graduacdo, por me passar a experiéncia adquirida com bactérias
bioluminescentes, pela alegria e disposi¢do no trabalho e pela amizade.

A equipe do Laboratério de Qualidade de Agua, Sedimentos e Biologia do
Pescado (Centro de Estudos Costeiros, Limnologicos e Marinhos - CECLIMAR,
UFRGS). As estagiarias e colegas Luciana Menezes, Ludimila Pinheiro e Thamara
Salvagni, por me dar toda a assisténcia laboratorial possivel, pelas conversas animadas e
por alegrar minha rotina de trabalho. A quimica responséavel Cacinele Rocha, pela ajuda
e pela atencdo que sempre me deu, por me tolerar trabalhando no laboratério até o
Gltimo minuto permitido, por todos os saberes divididos e papos-cabeca durante o
trabalho. A colega Danielle Pagani, pela companhia e pelo interesse que tem

demonstrado em dar continuidade a este trabalho.



Ao mestre de operagbes maritimas da Transpetro de Imbé, Wanderlen
Castanheira, por mediar minhas coletas de &gua do mar e de invertebrados, sem as quais
este trabalho ndo poderia ter sido realizado, e por sempre me receber tdo bem e tdo
disposto. A todos os funcionérios do Terminal Almirante Soares Dutra (TEDUT), por
toda a atencdo que me foi dada e pela preocupagdo com o meu bem-estar durante os
embarques que realizei. A colega Vanessa Ochi Agostini por me acompanhar nestas
coletas, por contribuir com amostras de invertebrados e por dividir as angustias desta
etapa.

Aos colegas Pedro Carvalho Neto e Natalia Wingert, e ao bi6logo Rodrigo
Machado, por contribuirem com a obtencéo dos peixes analisados neste trabalho.

A todos os meus queridos colegas pela amizade e companheirismo, por muitas
vezes, mesmo sem saber, tornarem meus dias tdo melhores... Especialmente a Federico
Sucunza, Felipe Dutra, Carlos Vinicius Weiss, Ana Carolina Pereira, Luciana Medeiros,
Flavia Reckziegel, Samanta da Costa, Juliana Tisca, Daniela Hoss, Gisele Musskopf,
Rita Gabriela e Karine Steigleder.

Aos bibliotecarios do CECLIMAR, Angelo e Stella Maris (ela tem o nome de
estrela-do-mar!), pela amizade e confianca, pelo apoio impar, pelas palavras sabias e
pelo interesse em revisar este trabalho. A secretaria Marcia Nogueira, por no medir
esforcos para ajudar a enfrentar as dificuldades da jornada académica de todos os alunos
do CECLIMAR. Durante estes quatro anos, junto aos meus colegas, eles foram a minha
familia no Litoral.

A0S meus amigos, 0s irmados que a vida me deu, por estarem torcendo por mim
e me apoiando, ndo importando a distancia fisica ou temporal entre a gente. A Martin
Sucunza, pelo carinho e companheirismo de sempre.

Aos meus avos (in memorian), tios e primos, meus referenciais de dignidade,
fé e forca para transpor quaisquer obstaculos a serem enfrentados.

Aos meus pais... Por sempre me encorajarem: gracas a eles jamais tive medo
do escuro, fator critico para passar silenciosas horas de trabalho observando as bactérias
bioluminescentes no cantinho mais sombrio do laboratorio... Pelos valores que me
conduziram, pela confianca, por todo o amor e carinho que me deram. Nada do que eu

pudesse dizer traduziria o quanto eu sou grata a eles!



“Natura nusquam magis est tota quam in minimis.”’
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RESUMO

Durante o periodo de julho de 2010 a abril de 2011 foram coletadas 33 amostras de agua
e 23 amostras de animais marinhos das adjacéncias da zona de estuario da Bacia
Hidrografica do Rio Tramandai, no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil, com o
objetivo de isolar e identificar bactérias bioluminescentes, relacionar a carga microbiana
total e bioluminescente das amostras de agua com suas caracteristicas fisico-quimicas e
selecionar os isolados com potencial para atuar como fontes doadoras de genes de
bioluminescéncia. Obtiveram-se amostras de agua superficial do estuéario, em um ponto
de Imbé, e do mar, em trés pontos de Tramandai: zona de pds-arrebentacdo, zona
intermediaria entre o estuario e as monobdias, e zona das monoboias do Terminal
Maritimo Almirante Soares Dutra (TEDUT). Potencial hidrogeniénico, oxigénio
dissolvido, temperatura e salinidade foram parametros aferidos nas amostras de agua.
Aliquotas de 0,1 e 1 mL foram inoculadas nos meios Agar Marinho e TCBS. Ap6s 24h
de incubacdo, a carga microbiana das amostras foi determinada em Unidades
Formadoras de Coldnia por mL de agua. Bactérias bioluminescentes foram constatadas
nos quatro pontos amostrados. Das 33 amostras de agua, 27 apresentaram bactérias
bioluminescentes (81%). Os parametros que mais aparentaram influenciar a carga
microbiana bioluminescente das amostras foram temperatura e salinidade. Bactérias
bioluminescentes ndo foram observadas em amostras com temperatura inferior a 18°C.
A maior carga microbiana bioluminescente (690 UFC/mL) foi observada em fevereiro
na amostra da zona de pds-arrebentacdo, sob a temperatura de 23°C e a salinidade de
38,44 %o, 0 maior valor constatado para este pardmetro. Apesar de terem sido feitas trés
amostragens com invertebrados marinhos, foram observadas colénias bioluminescentes
somente nas amostras do més de fevereiro, no qual também foram constatadas as
maiores cargas microbianas bioluminescentes nas amostras de agua. A coleta do muco
superficial da anémona, da craca e do briozoario, com o auxilio de suabes, permitiu a
observacdo de bactérias bioluminescentes agregadas na superficie destes animais na
forma de biofilme. Os 14 peixes analisados também representaram fontes de bactérias
bioluminescentes nas aguas costeiras de Imbé e Tramandai, mesmo quando estas
bactérias ndo foram abundantes na coluna d’agua. Apos diferentes ciclos de purificagéo,
um total de 44 isolados bioluminescentes foi obtido. Até o presente momento, apenas 15

isolados obtidos a partir das amostras de agua ainda expressam bioluminescéncia. Os



isolados caracterizados como BL 15, BL 16, BL 20a e BL 21 representaram ideais
fontes doadoras de genes da bioluminescéncia, pois demonstraram a capacidade de
expressar luminescéncia apds 144h de incubacdo. Amostras de DNA de dez isolados
foram submetidas ao sequenciamento do gene 16S rDNA, mas o produto obtido
apresentou ma qualidade e ndo permitiu a analise confiavel dos nucleotideos de forma a
identificar os isolados em nivel de espécie. O perfil genotipico de 14 isolados foi
agrupado pela técnica de DNA fingerprinting Microsatellite-Primed (MSP-PCR) e
revelou que estes provavelmente pertencam a mesma espécie. Amostras de DNA dos
isolados BL 11a, BL 12, BL 16 e BL 34, escolhidos como representantes do grupo,

serdo novamente sequenciadas.

Palavras-chave: Bactérias Marinhas. Bioluminescéncia. Vibrio.  Potencial

Biotecnoldgico.



ABSTRACT

From July 2010 until April 2011, 33 samples of water and 23 samples of marine
animals were collected in adjacencies of River Tramandai Watershed estuarine zone
with the objetive of isolating and identifying bioluminescent bacteria, correlating the
presence of these bacteria with physical-chemical characteristics of the water samples
and selecting isolates with potential for acting as donor sources of bioluminescent
genes. Samples were collected from surface water of the estuary at a point in Imbé, and
the sea on three points in Tramandai: post-surf zone, intermediate zone between the
estuary and the single point mooring and the Maritime Terminal Almirante Soares
Dutra Area single point mooring zone. Hydrogenionic potential, dissolved oxygen,
temperature and salinity parameters were measured in water samples. Aliquots of 0.1
and 1 mL were inoculated in Marine Agar and TCBS. After 24 hours of incubation, the
microbial load of the samples was determined in colony forming units per mL of water.
Bioluminescent bacteria were detected in four sampling sites. Of the 33 samples of
water, 27 showed bioluminescent bacteria (81%). The parameters that seemed to
influence the bioluminescent microbial load of the samples were temperature and
salinity. Bioluminescent bacteria were not observed in samples with temperature below
18°C. The major bioluminescent microbial load (690 CFU/mL) was observed in
February in the sample of post-surf zone, the temperature under 23°C and salinity of
38.44 %o, the highest value found for this parameter. Although there were made three
samplings with marine invertebrates, bioluminescent colonies were observed only in
samples of February, in which the largest bioluminescent microbial loads in water
samples were found. The sampling of surficial mucus of the anemone, of the barnacle
and of the bryozoan, with the aid of swabs, allowed the observation of bioluminescent
bacteria aggregated on the surface of these animals in the form of biofilm. The 14 fishes
analyzed also were sources of bioluminescent bacteria in coastal waters of
Imbé/Tramandai, even when these bacteria were not abundant in the water column.
After several cycles of purification, were obtained a total of 44 isolated
bioluminescent. To date, only 15 isolates obtained from the samples of water still
express bioluminescence. Isolates characterized as BL 15, BL 16, BL 21 and BL 20a
represent ideal donor sources of bioluminescence genes, as they demonstrated the

ability to express luminescence after 144h of incubation. DNA samples from ten



isolates were subjected to sequencing of the 16S rDNA, but the product showed poor
quality and did not allow reliable analysis of nucleotides in order to identify the isolates
at species level. The genotypic profile of 14 isolates was grouped by the technique of
DNA fingerprinting Microsatellite-primed (MSP-PCR) and showed that they probably
belong to the same species. DNA samples isolates from the BL 11a, BL 12, BL 16 and

BL 34 were chosen as representatives of the group, and will be sequenced again.

Key-words: Marine Bacteria. Bioluminescence. Vibrio. Biotechnological Potential.
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1 INTRODUCAO

O artificio de emitir luz via processos quimicos, que € utilizado por muitos
organismos como uma ferramenta de comunicacdo bioldgica, € denominado de
bioluminescéncia. Dentre 0os mais diversos grupos que apresentam tal propriedade, um
dos mais bem estudados é o das bactérias. S&o conhecidas bactérias bioluminescentes
isoladas de diversas fontes, desde agua doce a nematddeos terrestres, mas € em
ambientes marinhos que elas ocorrem com maior frequéncia.

A expressdo da bioluminescéncia bacteriana é ativada por um mecanismo
chamado quorum sensing (percep¢do da densidade celular suficiente para gerar uma
resposta celular conjunta de efeito) e € regulada essencialmente por cinco genes
organizados no operon lux. Sabe-se que muitas espécies conhecidas como
bioluminescentes apresentam linhagens ndo-bioluminescentes, e que outras espécies
podem apresentar o operon lux sem, no entanto, expressarem bioluminescéncia.

Certas especies de importancia sanitaria e econbmica possuem linhagens
bioluminescentes, como por exemplo, Vibrio cholerae, agente da colera, e Vibrio
harveyi, causadora da sindrome do camardo bioluminescente. Além disso, pesquisas
vém utilizando estes microrganismos em testes toxicologicos e na producdo de
marcadores de bioluminescéncia para o monitoramento in vivo de processos infecciosos.
Os estudos com bactérias bioluminescentes estdo quase sempre atrelados as doencas que
estas podem causar ou as aplicacbes que as mesmas tém demonstrado nas areas
ambiental e clinica. Recentemente, novas espécies de bactérias bioluminescentes estdo
sendo descritas (AST et al., 2007; BEAZ-HIDALGO et al., 2009; YOSHIZAWA et al.,
2009; YOSHIZAWA et al., 2010 a, b). No entanto, no Brasil sdo escassos estudos que
investigam a presenca e as condi¢des ideais de ocorréncia destas bactérias em ambientes
naturais.

Tais observacbes enfatizam a importancia do estudo de bactérias
bioluminescentes, em especial as de origem marinha, ja que elas sdo mais abundantes
nesse ambiente. A excecdo do trabalho realizado por Ortega (2010), pouco se conhece
sobre as espécies de bactérias bioluminescentes e sua distribuicdo em ambientes
naturais no sul do oceano Atlantico, em especial na costa sul do pais. O presente estudo

teve como objetivo geral o isolamento e a identificacdo de bactérias bioluminescentes
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de ambientes naturais e de animais marinhos do entorno da zona de estuario da Bacia
Hidrogréafica do Rio Tramandai, no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. Os
objetivos especificos deste trabalho foram: determinar a carga microbiana total e
bioluminescente presente nas amostras de &gua; relacionar a presenca de bactérias
bioluminescentes com as caracteristicas fisico-quimicas da &gua (temperatura,
salinidade, potencial hidrogenionico e oxigénio dissolvido); selecionar os isolados com
emissdo de luz intensa, ideais fontes doadoras de genes de bioluminescéncia; e
identificar por métodos moleculares as espécies de bactérias bioluminescentes

selecionadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Muitos sdo 0s organismos capazes de expressar bioluminescéncia, aplicando-a
nos mais diversos fins: captura de alimento, mimetizagdo no ambiente, atracdo de
parceiros sexuais, por exemplo. A maioria dos animais que apresentam tal caracteristica
pertence ao habitat marinho. Os sistemas de bioluminescéncia das bactérias e dos

vagalumes sdo os mais estudados .

2.1 GENETICA E BIOQUIMICA DA BIOLUMINESCENCIA

Bioluminescéncia € a capacidade natural que muitos organismos tém de emitir
luz. O processo € decorrente de reacdes exotérmicas catalisadas por enzimas de alta
energia (luciferases) que utilizam oxigénio e moleculas especificas (luciferinas) como
substrato. A oxidacdo da luciferina libera energia na forma de luz visivel (SANTOS;
SANTOS; COSTA, 1992). Tal caracteristica € comum a muitos organismos: bactérias,
fungos, dinoflagelados, anelideos, insetos, cnidarios, crustaceos, equinodermas e
moluscos, entre outros, aparentando ter mais de 30 origens evolutivas independentes
(GREER IlI; SZALAY, 2002).

Apesar da existéncia disseminada da bioluminescéncia, ela foi estudada
sistematicamente apenas em alguns organismos. Um dos sistemas de luciferase mais
bem conhecidos é o das bactérias bioluminescentes. A reacdo de luminescéncia das
bactérias ocorre como segue (NUNES-HALLDORSON; DURAN, 2003):

Luciferase
FMNH;+ O,+ R-CHO 2> 2> 2 = - - FMN + R-COOH + H,0 + luz (= 495 nm)
(aldeido)

A luciferina bacteriana, uma molécula reduzida de riboflavina fosfato
(FMNH,), reage com o oxigénio molecular originando uma oxiluciferina ndo reativa. A
luciferase catalisa esta oxidacdo, atuando associada a um aldeido de cadeia longa (R-
CHO). A reacdo ¢ altamente especifica por FMNH,, molécula que é protegida contra a

auto-oxidacdo no momento em que se liga a luciferase. A luz total produzida na reacao
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é proporcional a quantidade de cada um dos substratos (O,, FMNH, e R-CHO). A
emissdo luminosa se da de maneira continua, em um pico de aproximadamente 495 nm,
e tem coloracgdo azul-esverdeada (NUNES-HALLDORSON; DURAN, 2003; WILSON;
HASTINGS, 1998).

Diferentemente de outros organismos, em bactérias a bioluminescéncia é
regulada por um mecanismo nomeado de auto-indugdo ou quorum sensing. Consiste em
um sistema de comunicacgdo intercelular que vincula a expressdo génica a densidade
celular bacteriana. O quorum sensing envolve a producdo autbnoma de um feroménio
(por exemplo, N-acilhomoserina lactona) que é chamado de auto-indutor (ZHANG,
1993). O auto-indutor atua como uma molécula-sinal: difunde-se no meio extracelular e
se liga a proteinas especificas de membrana de outras bactérias, até atingir um nimero
de ligacbes suficiente para evocar uma resposta bacteriana conjunta de efeito
(MADIGAN et al., 2010). Quando a populacéo bacteriana cresce, hd& um aumento na
secrecdo de auto-indutores e também no namero de ligagdes com as proteinas de
superficie das bactérias, o que leva a ativacdo da expressdo de genes especificos, como
aqueles ligados a bioluminescéncia.

Diferentes espécies de bactérias possuem diferentes genes responsaveis pela
bioluminescéncia, mas apenas cinco deles séo essenciais, estando localizados no operon
lux: luxA e luxB codificam as subunidades a ¢ B da luciferase; ¢ luxCDE codificam
enzimas que convertem acidos graxos em um aldeido de cadeia longa requerido para a
reacdo. Bactérias transformadas com os genes luxA e luxB emitem luz prépria quando
um aldeido passivel de ser utilizado pela luciferase é administrado. Ja espécies
transformadas com o operon lux completo (luxABCDE) tornam-se bioluminescentes
sem a necessidade de um fator externo adicional (MEIGHEN, 1991).

A sintese das enzimas envolvidas no processo € energeticamente dispendiosa ao
metabolismo, por isso a percepcdo da concentracdo de auto-indutores e da densidade
bacteriana presente no meio é uma ferramenta tdo importante que garante que o produto
luminescente sera suficiente para causar um impacto no ambiente, tornando o processo
rentavel (NUNES-HALLDORSON; DURAN, 2003). Havera producdo de luciferase
(expressdo dos genes luxA e luxB) somente quando for atingido um determinado limiar
celular. Ocorre que, na maioria dos casos, dispersas na coluna d'agua tais bactérias nao
atingem densidades tdo significativas quanto em 6rgdos simbiontes de determinados

animais, nos quais s6 entao elas tém sua atividade luminescente expressa.
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Um estudo realizado por Ramaiah e colaboradores (2000) utilizou um
fragmento do gene lux A de V. harveyi como sonda para detectar bactérias cultivaveis
que continham o gene da bioluminescéncia na Baia de Chesapeake. O estudo revelou
que uma fracdo de 0 a 6% da comunidade de bactérias heterotroficas da Baia apresentou
0 gene lux A. Todas as 7800 coldnias de bactérias avaliadas no estudo ndo apresentaram
bioluminescéncia visivel. Isso é um indicativo de que a aplicacdo de técnicas de
biologia molecular em estudos de bactérias bioluminescentes pode contribuir para um

melhor entendimento da distribuicdo dos genes da bioluminescéncia na natureza.

2.2 DIVERSIDADE DE BACTERIAS BIOLUMINESCENTES

Bacterias luminescentes sdo ubiquas nos oceanos, com representantes dos mais
variados nichos: plancténico de vida livre, habitando inclusive aguas costeiras a
densidades entre 102 e 10* células por litro; parasitico; saprofitico, associadas a lesées
superficiais de animais marinhos; comensalistico entérico; e mutualistico, simbiontes de
espécies que possuem 0rgdos de luminescéncia (MEIGHEN, 1991; CHIU et al., 2007).

Treze espécies dos géneros Shewanella, Photobacterium, Aliivibrio, e Vibrio
sdo mais comumente relatadas como bactérias bioluminescentes marinhas. Com base
em filogenias do gene 16S rRNA, tais especies podem ser divididas em quatro grupos:
Shewanella (espécies S. hanedai e S. woodyi); Photobacterium (espécies P. leiognathi e
P. phosphoreum); Aliivibrio (espécies A. fischeri, A. logei, A. salmonicida, e A.
wodanis); e grupo Vibrio harveyi (espécies V. harveyi, V. vulnificus, V. splendidus, V.
orientalis e V. cholerae) (CHIU et al., 2007; URBANCZYK et al., 2007).

O grupo Shewanella destaca-se pela auséncia de capacidade fermentativa,
apresentando metabolismo exclusivamente respiratorio, ja as demais espécies de
bactérias bioluminescentes obtém energia de ambas as formas (CHIU et al., 2007). S.
hanedai, anteriormente descrita sob o género Alteromonas, tem sido isolada a partir de
sedimentos do Artico, e desde aguas subsuperficiais (30 a 60 cm) da Antartida e
Sannich Inlet, a aguas profundas (100 e 200 m) da Columbia Britanica (JENSEN et al.,
1980; BOWMAN et al., 1997). Makenson e colaboradores (1997), a partir de amostras

do mar de Alboran, propuseram a descricdo de S. woodyi como uma nova espécie,



25

muito semelhante a S. hanedai, mas taxonomicamente distinta dela.

Muitos isolados a partir de 6rgdos luminescentes de peixes tém revelado a
presenca do género Photobacterium, evidenciando um habito mutualistico das espécies
deste género. P. phosphoreum é mais encontrada como simbionte de peixes de
profundidade, enquanto P. leiognathi é isolada de peixes com habito mais costeiro
(MEIGHEN, 1991).

Aliivibrio fischeri e A. logei ocorrem em simbiose com peixes e lulas,
principalmente nos 6rgdos luminosos, e na 4gua do mar, enquanto A. salmonicida e A.
wodanis foram inicialmente descritas como patdgenos de peixes. A analise de isolados
de Aliivibrio spp. por meio de sequenciamento de varios genes mostrou que existem
outras espécies de Aliivibrio bioluminescentes ainda ndo descritas (AST,;
URBANCZYK; DUNLAP, 2009).

O grupo Vibrio harveyi tem importancia sanitaria e econdmica, pois a maioria de
suas espécies é potencialmente patogénica. V. harveyi esta presente disperso em aguas
oceanicas ou associado a alguns animais marinhos, sendo responsavel pela sindrome do
camardo luminescente (GOMEZ-GIL et al., 2004). V. cholerae, apesar de possuir
inimeras cepas inofensivas, pode causar coléra, doenca disseminada em paises sem
tratamento adequado de esgoto que é transmitida por agua e alimentos contaminados
(COSTA, 2006). V. wvulnificus e V. splendidus ocorrem naturalmente em &guas
estuarinas, mas podem se tornar prejudiciais: o primeiro ocasiona septicemia em
humanos imunodeprimidos contaminados via feridas expostas ou via consumo de
alimentos de origem marinha; o segundo provoca necrose em larvas de ostras,
danificando cultivares destes animais (SUGUMAR, 1998; COSTA, 2006). V. orientalis
foi isolado de amostras de 4gua do mar Amarelo, na China (YANG et al., 1983).

Novas espécies de bactérias marinhas bioluminescentes tém sido descritas,
como Photobacterium kishitanii, isolada da pele e dos 6rgdos de luminescéncia de
peixes de profundidade do Japdo, Havai, Africa do Sul, Cabo Verde e Florida (AST et
al., 2007); Vibrio azureus, Photobacterium aquimaris, Aliivibrio sifiae e Vibrio
sagamiensis, isolados de agua do mar no Japdo (YOSHIZAWA et al., 2009;
YOSHIZAWA et al., 2010) e Aliivibrio finisterrensis, encontrado em mariscos (BEAZ-
HIDALGO et al., 2009).
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2.3 DISTRIBUICAO E ISOLAMENTO DE BACTERIAS BIOLUMINESCENTES

Os oceanos de todo o mundo tém sido alvo de estudos que visam ao
entendimento dos habitos, distribuicdo, ecologia, dentre outros aspectos, das bactérias
bioluminescentes marinhas. Tais microrganismos tém sido encontrados em todas as
areas ja estudadas, de regibes tropicais a polares e de aguas obtidas da superficie até
grandes profundidades.

Ruby, Greenberg e Hastings (1980) compararam bactérias bioluminescentes
isoladas de amostras de dgua em mar aberto no Atlantico Norte e na costa de Porto
Rico, sob diferentes profundidades e temperaturas. Acima dos 150 m de profundidade
predominaram as espécies do género Vibrio, enquanto entre 250 a 1000 m a espécie P.
phosphoreum foi a mais abundante. A. fischeri e P. leiognathi foram isoladas de
amostras entre 200 e 600 m, mas apresentaram baixas densidades celulares. Os vibrios
encontrados demonstraram o valor mais alto de UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) por litro. Obtiveram-se isolados bioluminescentes entre 13 e 21°C, cujas
densidades celulares ndo aparentaram ter relacdo direta com a temperatura. Atentou-se
para que as flutuacdes entre as densidades celulares das bactérias bioluminescentes
devam tambeém ser relacionadas em estudos posteriores com outros fatores, como por
exemplo, salinidade e concentracao de nutrientes dissolvidos.

No mar de Sargasso, entre 160 e 320 m de profundidade, A. fischeri e V.
harveyi, constituiram mais de 90% das bactérias luminescentes encontradas
(ORNDORFF; COLWELL, 1980), e nas aguas superficiais costeiras da California estas
mesmas espécies representaram 99% dos isolados luminescentes obtidos (RUBY;
NEALSON, 1978). Praticamente todos os isolados de aguas costeiras no mar Tirreno
(Sicilia) foram identificados como V. harveyi (CACCAMO et al., 1999).

Chiu et al. (2007) isolaram e caracterizaram bactérias luminescentes marinhas
em aguas costeiras rasas de Taiwan, tendo encontrado V. harveyi/campbellii e P.
leiognathi. Bactérias bioluminescentes foram encontradas em todas as amostras de dgua
analisadas, com uma contagem de 7 UFC/mL (a 23°C) a 500 UFC/mL (a 30°C).

Vibrios luminescentes, A. fischeri e P. phosphoreum foram reportados como
parasitas entéricos de 22 espécies de peixes do México e da Califérnia (desde os

superficiais até aqueles que alcancam profundidades médias). Tais bactérias
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bioluminescentes ocorreram a concentracdes entre 10° e 10° UFC/mL de trato intestinal.
Visto que as mesmas sobreviviam apds o0s processos de digestdo, observou-se grande
proliferacdo destas espécies nas fezes dos peixes, com posterior disseminagdo na agua
do mar. Considerou-se que o trato entérico dos peixes funciona como uma via de
enriquecimento de bactérias bioluminescentes no ambiente marinho (RUBY; MORIN,
1979). Mais tarde, Nunes-Halldorson e Duran (2003) sugeriram que esta amplificacdo
de bactérias bioluminescentes teria o significado ecolégico de atrair consumidores de
detritos fecais.

No Hawaii, Wollenberg e Ruby (2009) estudaram a estrutura populacional de
A. fischeri nos 6rgdos luminosos de lulas. Concluiram que a populagdo bacteriana
simbionte em cada 6rgao luminoso de lulas adultas é policlonal, dominada por uma a
trés populacdes geneticamente distintas.

Stabili e colaboradores (2008) estudaram bactérias luminescentes isoladas de
briozoarios e hidrozoarios e concluiram que os vibrios luminescentes representam o0s
principais constituintes da comunidade microbiana que habita a superficie de alguns
desses animais. Sugeriu-se que tal associacdo ocorra porque 0S microrganismos se
alimentam das estruturas quitinosas dos animais. Os briozoarios e hidrozoéarios
poderiam atuar como portadores dessas bactérias nos oceanos, tornando-se um
reservatorio de espécies potencialmente patogénicas.

Normalmente, hd uma tendéncia a perda da caracteristica de bioluminescéncia
em isolados mantidos em laboratorio. Entretanto, Dunlap e colaboradores (1995)
descreveram o aparecimento de uma variante de uma linhagem de A. fischeri que emitia
luminosidade visivel apds estocagem prolongada, sendo que a cultura original, obtida de
agua do mar, ja ndo era mais visivelmente bioluminescente.

Colecdes de bactérias bioluminescentes, como a do Instituto de Biofisica da
Academia de Ciéncias da Russia (http://bl.ibp.ru; http://lux.ibp.ru) (GITELSON et al.,
2000) e bancos de dados sobre bactérias bioluminescentes, como o Biolumbase
(MEDVEDEVA et al.,, 2005), sdo importantes tanto para estudos béasicos de
bioluminescéncia e quorum sensing, quanto para aplicacdes biotecnoldgicas, utilizando
as proprias bactérias como biosensores ou as utilizando como fonte de genes de
bioluminescéncia. Esta colecdo é composta por culturas provenientes de varias regies

oceanicas do mundo.
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2.4 IMPORTANCIA SANITARIA E ECONOMICA

A maioria das bactérias bioluminescentes pertencentes ao género Vibrio é de
relevancia epidemioldgica, pois pode vir a desenvolver linhagens patogénicas tanto para
0 homem quanto para 0s animais, principalmente os de origem marinha. V. harveyi, por
exemplo, é considerado microbiota normal de camardes saudaveis, mas pode tornar-se
virulento e causar altas taxas de mortalidade em fazendas de cultivo de camardo em
todo o mundo, além de causar doencas em ostras, dentre outros animais (CHRISOLITE
et al., 2008).

O homem pode se infectar ao consumir pescados e moluscos crus ou
parcialmente submetidos a coccdo. Dentre as principais doencas causadas por estes
patogenos, podem-se destacar as manifestacGes gastrintestinais e extra-intestinais,
caracterizadas por infeccdo cutanea e otites, especialmente em manipuladores de
alimentos, profissionais do ramo da pesca e mergulhadores (THOMPSON; IIDA;
SWINGS, 2004).

Muitos estudos tém se dedicado a investigar a presenca destes microrganismos
em cultivares de aquacultura e a avaliar as formas de tratamento deste tipo de infeccdo.
Karunasagar e Otta (1995) pesquisaram a resisténcia de biofilmes de V. harveyi a
sanitizadores. Os isolados foram obtidos de cultivos de camario na india e as
superficies testadas foram: concreto, plastico e aco. As densidades celulares foram
maiores no plastico, seguido pelo concreto e, por ultimo, pelo aco. Quanto a
sensibilidade ao cloro, os biofilmes de V. harveyi que apresentaram maior sensibilidade
foram aqueles formados no concreto, seguidos por aqueles formados no plastico e no
aco. As células planctonicas, dispersas na agua, foram mais sensiveis as menores
concentracdes de cloro. Com relacéo a antibiéticos, mesmo a concentragdes de 50 ppm
de cloranfenicol e tetraciclina ndo houve a formacdo de biofilmes. Estudos como estes
ganham cada vez mais importancia no campo da aquacultura.

Cultivares do camardo Litopenaeus vannamei no estado de Pernambuco foram
tema dos trabalhos de Silva (2007), que identificou os principais fatores de interferéncia
da vibriose nestes locais; e de Dantas (2008), que verificou os efeitos do uso de

probidticos em individuos submetidos a infeccdo por V. harveyi. Mourino e
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colaboradores (2008) observaram alta carga de Vibrio nas aguas do Laboratorio de
Camard6es Marinhos, da Universidade Federal de Santa Catarina. Costa (2006) estudou
os vibrios associados ao cultivo de camardo L. vannamei em fazendas do Ceara. Foram
isoladas 14 diferentes espécies, 5 delas bioluminescentes: A. fischeri, V. cholerae, V.
harveyi, V. vulnificus e V. splendidus.

Outros estudos se dedicam a constatar a contaminagéo de alimentos de origem
marinha por espécies de bactérias patogénicas que apresentam bioluminescéncia
relatada na literatura. No entanto, tal caracteristica ndo € mencionada nestes trabalhos,
que tem como foco a patogenicidade destas bactérias. Pereira, Viana e Rodrigues (2007)
investigaram a presenga de vibrios em 40 amostras de ostras (Crassostrea
rhizophoreae) servidas em 15 restaurantes da Cidade do Rio de Janeiro. Foi obtido um
total de 178 isolados, correspondendo a 8 espécies do género Vibrio. Dentre elas, as
espécies potencialmente bioluminescentes V. vulnificus e V. orientalis. Pereira e
colaboradores (2007) avaliou os vibrios associados a mexilhes (Perna perna) de uma
estacdo experimental de cultivo, também no Rio de Janeiro. Nos mexilhdes, foram
encontradas 12 espécies de vibrios, entre elas V. vulnificus, V. orientalis, e V. cholerae
da linhagem ndo O1 (ndo patogénicas).

Os vibrios sdo componentes naturais dos oceanos, estudrios e corpos
dulciaquicolas, apresentando variantes ndo patogénicas; mas comumente causam
prejuizos a saude humana e a fazendas de aquacultura. Os estudos com bactérias
bioluminescentes no Brasil estdo notadamente direcionados a estas espécies, tendo
como objetos principais a patogenicidade que sdo capazes de desenvolver, pouco
atentando as aplicacGes acerca de sua propriedade luminescente.

Entretanto, Ortega (2010) realizou um estudo pioneiro avaliando o potencial
bioluminescente de bactérias marinhas isoladas de amostras de agua da mesma regidao
contemplada neste trabalho. Obtiveram-se 5 isolados bioluminescentes, identificados

por métodos bioquimicos como V. harveyi.

2.5 BACTERIAS BIOLUMINESCENTES E SUAS APLICACOES

No comeco do século 17, o cientista alemdo Robert Boyle descobriu que o
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oxigénio molecular estava envolvido com o processo da bioluminescéncia, que naquela
época era caracterizada como “o brilho incerto que alguns peixes exibiam” (DUNLAP;
KITA-TSUKAMOTO, 2006). Mais tarde, provou-se que muitas bactérias poderiam
apresentar luminescéncia. Desde entdo muitos estudos tém se voltado a pesquisa da
luminescéncia bacteriana e suas potenciais aplicacdes. O uso desta ferramenta para
aplicacOes analiticas vem se tornando mais popular desde a Ultima década. Diferentes
abordagens e testes com bactérias luminescentes ou com a manipulacdo de genes
isolados do operon lux vém sendo desenvolvidos para aplicacdo nas areas ambiental e
clinica (ULITZUR, 1997).

2.5.1 Area Ambiental

Bactérias sdo capazes de degradar rapidamente 0S compostos organicos
dissolvidos no meio aquatico, de forma que estes possam ser reassimilados por outros
organismos presentes na cadeia trofica, como produtores primarios e filtradores. A
presenca de um poluente no ambiente é rapidamente detectada pelas bactérias, evocando
uma rapida resposta da comunidade microbiana. Por este motivo, as bactérias sao
consideradas bons indicadores da qualidade ambiental (RUBINGER, 2009).

A emissdo de luz pelas bactérias bioluminescentes é dependente de funcdes
metabolicas, e, consequentemente, agentes toxicos ao interferir no metabolismo destes
microrganismos também comprometem sua emissdo luminosa. Esta reducdo na
atividade de luminescéncia é proporcional a toxicidade da amostra (NUNES-
HALLDORSON; DURAN, 2003). E é baseando-se nesta propriedade, que vém se
desenvolvendo testes toxicol6gicos com estas bactérias.

O ensaio bioldgico de inibicdo de bioluminescéncia de bactérias € um teste de
inibicdo metabdlica que utiliza uma suspensdo padronizada de bactérias luminescentes
como organismo-teste sob condi¢bes padronizadas. O ensaio com a bactéria
luminescente Vibrio fischeri é baseado na diferenca de luminosidade que a bactéria
emite no inicio do ensaio e ap6s o tempo de contato com a amostra.

O ensaio de toxicidade cronico foi desenvolvido pela empresa alema Dr.

Lange, e pela empresa Microtox. A Dr. Lange atualmente ndo comercializa este ensaio.
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O teste é considerado uma forma rapida, confidvel e conveniente de determinar a
toxicidade causada por algum composto presente na amostra (RUBINGER, 2009). O
método do ensaio consiste na exposicdo de linhagens bioluminescentes de Vibrio
fischeri vidveis a uma amostra teste por um periodo de 15 min a 2h. O efeito tdxico é
caracterizado pela medicdo comparativa de emissdo de luz de bactérias reidratadas e
liofilizadas depois da exposi¢cdo a uma série de dilui¢des especificas de uma amostra e
compara-se com a luz emitida de um controle branco (células ndo expostas as
substancias que se quer testar a resposta) (RUBINGER, 2009).

O teste de bioluminescéncia bacteriana tem sido validado para uma variedade
de aplicagdes ambientais incluindo-se monitoramento de efluentes, teste de &guas
subterraneas, teste de sedimentos, teste de residuos perigosos e avaliacdo de eficiéncia
de procedimentos de bioremediacdo e em processos de biomonitoramento em geral
(NUNES-HALLDORSON; DURAN, 2003).

2.5.2 Area Clinica

Os genes da bioluminescéncia, principalmente bacterianos, vém sendo
utilizados como marcadores para 0 monitoramento in vivo de células cancerigenas e de
processos infecciosos em cobaias, por intermédio de uma técnica de diagnostico por
imagem denominada Bioluminescence Imaging (BLI). Trata-se de uma ferramenta
versatil e sensivel que se baseia na deteccdo da emissdo da luminescéncia de células,
tecidos ou 6rgéos-alvo.

Os genes bacterianos do operon lux tém sido isolados, amplificados e
empregados na producdo de cassetes de expressdo da bioluminescéncia através de
técnicas de biologia molecular. Os cassetes sdo inseridos no alvo que se pretende
estudar, por exemplo, um microrganismo patogénico. O patdgeno ja transformado com
0s genes da bioluminescéncia é implantado em cobaias para ser monitorado. O
monitoramento in vivo é comumente feito em equipamentos com camara CCD (do
inglés Charge Couple Device), capaz de captar os focos de bioluminescéncia nas
cobaias, permitindo que a evolugdo da infec¢cdo por este microrganismo seja estudada.

Neste sentido, a BLI tem permitido avancos importantes no acompanhamento
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da proliferacdo de tumores, no estudo da interacdo patdégeno-hospedeiro in vivo, no
monitoramento da distribuicdo do patdgeno revelando a localizacdo e extensdo da
infeccdo, na distingdo entre linhagens mais e menos virulentas, na avaliagdo de
diferentes linhagens de cobaias em relacdo a suscetibilidade a infeccdo e no
monitoramento em tempo real da terapia com antimicrobianos (SATO; KLAUNBERG;
TOLWANI, 2004). Muitos grupos de pesquisa vém investigando a aplicacdo da BLI a
diversos microrganismos.

Contag e colaboradores (1995) provaram que a técnica de BLI era factivel ao
monitorar Salmonella enterica sorovar Thyphimurium bioluminescente em um modelo
de infeccdo gastrointestinal. Francis e colaboradores (2000) monitoraram a eficécia do
tratamento de uma infec¢do induzida em cobaias causada por Staphylococcus aureus
bioluminescente. A equipe de Francis teve que superar o problema de expressdo dos
genes de bioluminescéncia, tipicamente oriundos de bactérias Gram negativas (bactérias
bioluminescentes), em bactérias Gram positivas (S. aureus). 1sso foi conseguido com a
introducdo, em cada gene do operon, de um sitio de ligagdo ao ribossomo Gram
positivo.

Inicialmente, os modelos desenvolvidos inseriam os genes de bioluminescéncia
na linhagem de bactéria patogénica por meio de plasmideos. Porém, mecanismos de
insercdo por transposons e integracdo ao cromossoma ja foram desenvolvidos. Além de
S. enterica sorovar Thyphimurium e S. aureus, a técnica de BLI ja foi aplicada no
monitoramento in vivo de Escherichia coli, Pseudomonas sp. e Listeria monocytogenes,
entre outras (JAWHARA; MORDON, 2004, CONTAG; BACHMANN, 2002; HARDY
et al., 2004).

Estudos de Bioluminescence Imaging (BLI) para o monitoramento de
infeccBes virais também ja foram realizados, como as causadas pelo virus herpes
simplex tipo 1 e virus Sindbis (COOK; GRIFFIN, 2003; LUKER et al., 2002). Entre os
parasitas, a técnica ja foi aplicada em Toxoplasma gondii, Leishmania amazonensis e
Plasmodium berghei, permitindo o estudo de estagios especificos no ciclo de vida
desses parasitas (FRANKE-FAYARD et al., 2005; LANG et al., 2005; SAEIJ et al.,
2005).

O desenvolvimento e uso de fungos bioluminescentes para monitorar infeccdes
fangicas in vivo esta menos avancado do que para outros patdgenos, devido aos desafios

técnicos para a obtencdo de fungos patogénicos bioluminescentes (HUTCHENS;



33

LUKER, 2007). O monitoramento de infeccbes de mucosas e sistémicas por Candida
albicans bioluminescentes ja foi proposto, porém os autores empregaram a luciferase de
vagalume para a construcdo do biorepérter (DOYLE et al., 2006 a,b). A infecgdo em
mucosa foi monitorada com sucesso, porém na infeccdo sistémica houve emisséo fraca
de luz, que foi atribuida, entre outros motivos, a baixa permeabilidade da parede celular
da forma filamentosa de C. albicans. Apesar de objetivarem outras aplicagdes que nao o
estudo da interacdo patdgeno-hospedeiro, existem relatos de transformacgdo de
Saccharomyces cerevisiae com genes de bioluminescéncia, tanto provenientes de
vagalume quanto de bactérias, inclusive com a insercdo do operon lux completo
(GUPTA et al., 2003; HOLLIS et al., 2000; SANSEVERINO et al., 2005). Mais
especificamente, GUPTA et al. (2003) resolveram o problema de expressdo do operon
lux de procariontes em S. cerevisiae com a utilizacdo de vetores de expressao e sitios de
reconhecimento de ribossomos de leveduras, provando que a estratégia é viavel para
estes microrganismos.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul vem desenvolvendo um projeto
de monitoramento in vivo de cobaias infectadas por Cryptococcus neoformans
transformados com o operon lux, através de BLI. Para gerar 0s mutantes
bioluminescentes de C. neoformans, a equipe executora do projeto deseja utilizar as
linhagens de bactérias obtidas neste trabalho como fonte doadora de genes da

bioluminescéncia.

2.6 AREA DE ESTUDO

O Rio Grande do Sul possui uma vasta e estreita planicie costeira, que se alarga
em direcdo ao sul, é banhada pelo Oceano Atlantico e coberta por dezenas de lagoas e
lagunas. Tem cerca de 610 km de comprimento e atinge até 120 km de largura,
estendendo-se desde Torres, ao norte, até o Arroio Chui, ao sul (VILLWOCK, 1994).

A Planicie Costeira do Rio Grande do Sul formou-se durante o Periodo
Quaternério por intermédio da justaposicdo lateral de quatro sistemas deposicionais da
classe laguna-barreira. Os sistemas barreira-laguna I, Il e 11l desenvolveram-se no

Pleistoceno e o sistema barreira-laguna 1V iniciou sua formacdo ha cerca de 7 ka. A
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sobreposicdo destes sistemas foi controlada pelas variacbes do nivel do mar
caracteristicas do Periodo, razdo pela qual o ambiente é composto por sucessfes entre
depositos marinhos e lagunares (VILLWOCK, 1994).

A linha de costa da Planicie Costeira do estado tem orientacdo geral Nordeste-
Sudoeste e possui praias arenosas e retilineas, dominadas por ondas (CALLIARI et al.,
2005). A Figura 1 mostra como o Litoral do Rio Grande do Sul esta dividido.

Figura 1. Divis@es do Litoral do Rio Grande do Sul.
Fonte: FEPAM (2007).

O Litoral Norte do Rio Grande do Sul integra 19 municipios e apresenta uma
linha de costa com cerca de 136 km de extensdo. Limita-se ao Sul pelo Balneéario
Pinhal, ao norte pelo Rio Mampituba, a leste pela porcdo Sul do oceano Atlantico e a
oeste delimita-se em funcdo de sua formacdo geoldgica, relevo, bacia hidrogréfica, e
demarcacbes politicas, estendendo-se até o municipio de Sdo Francisco de Paula.

Situada nesta porgdo do litoral, encontra-se a Bacia Hidrogréfica do Rio Tramandai,
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importante unidade geogréfica que abriga diversificados ambientes naturais: desde rios,
lagoas, zona de esturio até &reas de banhado e campos de dunas. A Figura 2 exple a
localizagéo desta Bacia.

da Paula

pme
Localizacdo da {Raimares /

Bacia do Tramandai no S
. Y
mapa do Estado do Rio Grande do Sul 1\ ¢ }.I

Lagea da
Carguinha

Figura 2. Localizacdo da Bacia Hidrogréafica do Rio Tramandai e seus limites.
Fonte: COMITE DE GERENCIAMENTO DA BACIA HIDROGRAFICA DO RIO
TRAMANDAI (2008).

Imbé e Tramandai, municipios vizinhos ao estuario da Bacia Hidrogréafica do
Rio Tramandai, tém como principais atividades econémicas o turismo e a pesca. A
regido conta com um terminal de descarregamento, transporte e armazenamento de
petréleo bruto, nafta e diesel - Terminal Almirante Soares Dutra (TEDUT) - que
movimenta o transito diario de lanchas operantes do Terminal através do estuario
(Figura 3, A e B). Schwarzbold e Wurdig (1992) declararam este ambiente como

vulneravel a derramamentos de petroleo.
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Figura 3. Molhes da barra do estuario da Bacia Hidrogréafica do Rio Tramandai. (A). Terminal
de operacéo da Transpetro, em Imbé, a direita (B). Fotografadas do municipio de Imbé.
Fonte: Autor (2011).
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3 MATERIAL E METODOS

As coletas analisadas neste trabalho foram realizadas no periodo entre julho de
2010 e abril de 2011. As amostras foram obtidas nas adjacéncias da zona de estuario da
Bacia do Rio Tramandai, Litoral Norte do Rio Grande do Sul.

3.1 LOCAL

O presente estudo realizou-se nas imediacdes da zona de estuario da Bacia do
Rio Tramandai (Figura 4), entre os municipios de Imbé e Tramandai. A formagéo
geoldgica desta zona esta associada aos eventos holocénicos de transgressao e regressao
do nivel do mar, atuantes no desenvolvimento do sistema deposicional barreira-laguna
IV (DILLENBURG, 1994 apud TABAJARA; DILLENBURG, 1997). Trata-se de um
canal localizado na porcdo média do Litoral Norte, com cerca de 1,5 km de extensao,
100 m de largura e 3 m de profundidade média, que conecta o sistema de lagoas
costeiras da regido com o oceano (TOMAZZELLI; VILLWOCK, 1991).

Figura 4. Area de estudo. Canal estuarino que conecta a Bacia Hidrografica do Rio Tramandai
com o oceano e adjacéncias.
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Fonte: Google Earth (2011).

3.2 AMOSTRAGEM E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Amostras de agua do mar foram coletadas nas zonas de estuario, de pds-
arrebentacdo, de transicdo e das monobdias do TEDUT, da Transpetro em Tramandati,
com uma distancia de cerca de duas milhas da costa (deste dltimo local também se
obtiveram invertebrados marinhos incrustantes). Coletaram-se também amostras de

muco superficial de peixes de aguas rasas de Tramandai e de mar aberto em Imbé.

3.2.1 Agua estuarina e do mar

Foram coletadas amostras de agua superficial do estuario e do mar,
respectivamente em um ponto costeiro de Imbe e em trés pontos de Tramandai. Coletas
mensais foram efetuadas em cada ponto no periodo entre julho de 2010 e abril de 2011
(a excecdo do més de julho, quando houve coleta somente no ponto estuarino, e do més
de agosto, quando ndo houve coleta).

Os pontos de Tramandai foram alcancados a bordo de uma lancha de
manutencdo das monobdias e mangotes transportadores de derivados de petroleo da
Transpetro, e foram determinados a fim de representar trés possiveis microhabitats: o
Ponto 1, denominado de zona de poés-arrebentacdo, distante o bastante da zona de
mistura do estuario, que sofre minima influéncia das dguas continentais, local onde as
ondas comegam a se formar e portanto tém menor intensidade; o Ponto 2, nomeado de
zona intermediaria, situado entre o Ponto 1 e o Ponto 3; o Ponto 3, proximo as
monobdias do TEDUT, a cerca de duas milhas da costa, designado como zona das
monoboias.

Na Figura 5 pode-se visualizar a localizacdo dos pontos determinados para as

coletas de 4gua no estuario e no mar.
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s
oPonto estuarino

oPonto 1

< Ponto 2

oPonto 3

s Monobdlas Transpetro

Figura 5. Pontos de coleta de agua. Ponto estuarino, em Imbé. Pontos no mar, em Tramandai.
O Ponto 1, logo ap6s a zona de arrebentagdo; o Ponto 2, intermediario entre o estuario e as monoboias; e
o Ponto 3, junto as monoboias da Transpetro, a cerca de 2 milhas da costa.

Fonte: Google Earth (2011).

Recipientes de vidro estéreis foram lancados superficialmente na lamina d'agua
para coleta das amostras, que tiveram a temperatura aferida com um termdmetro
simples de mercurio. Os recipientes foram mantidos em isopor com gelo e transportados
ao laboratdrio, local no qual também se aferiu o potencial hidrogenidnico (pH-metro
Homis PH-016), o oxigénio dissolvido (Oxygen meter Instrutherm MO-890) e a
salinidade das amostras, sendo esta Ultima determinada através do Método indireto por
volumetria de precipitacio (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005;
BAUMGARTEN; ROCHA; NIENCHESKI, 1996).

3.2.2 Invertebrados marinhos
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Invertebrados marinhos incrustados na porcdo submersa das monobdias do
TEDUT, em Tramandai (Figura 6, A e B), foram coletados por mergulhadores
profissionais empregados da Transpetro. A coleta destes animais ndo teve frequéncia
previamente determinada, pois dependeu da disponibilidade dos mergulhadores e das
condi¢es maritimas vigentes no local.

Obtiveram-se amostras de invertebrados marinhos nos meses de novembro e
dezembro de 2010 e fevereiro de 2011. Os individuos foram coletados através de
raspagem do substrato metalico dos mangotes com faca, acondicionados em potes
plasticos com agua do mar (Figura 6, C) e transportados desta maneira até o laboratorio.

Foram selecionados nove individuos para analise: em novembro trés
exemplares de mexilhdo (Mytillus sp., Familia Mytilidae, Ordem Mytiloida, Classe
Bivalvia, Filo Mollusca); em dezembro um exemplar de mexilhdo, um exemplar de
craca (Sub-ordem Sessilia, Ordem Thoracica, Classe Cirripedia, Subfilo Crustacea, Filo
Arthropoda) e um exemplar de esponja (Classe Desmospongiae, Subfilo Celullaria, Filo
Porifera); e em fevereiro um exemplar de craca, um exemplar de anémona (Ordem
Actiniaria, Sub-classe Hexacorallia, Classe Anthozoa, Filo Cnidaria) e um exemplar de
gastropode (Classe Gastropoda, Filo Mollusca) com briozoario incrustado (Filo
Bryozoa).

O método utilizado para o isolamento de bactérias bioluminescentes oriundas
das amostras de invertebrados foi adaptado de Food and Drug Administration (FDA,
1992). Os animais foram lavados com agua destilada estéril, e posteriormente
dissecados com o auxilio de um bisturi, a fim de obter-se 25 g do corpo do animal.

Os fragmentos dos animais foram depositados separadamente em vidros do
tipo Béquer contendo 250 mL de agua peptonada 1% (pH 7,8), e entdo receberam
agitacdo magnética (Biomixer 78 HW-1) por um periodo entre 12 e 18 horas (Figura 6,
D). A disponibilidade de apenas trés agitadores magnéticos limitou o nimero de
amostras a serem analisadas. Também se coletou o muco superficial dos exemplares

obtidos em fevereiro, através da técnica de suabes.
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Figura 6. Monoboias do TEDUT, Transpetro, a cerca de duas milhas da costa (A). Detalhe dos
mangotes das monoboias expostos na zona de estuario em uma operacdo de limpeza (B) Exemplares de
anémonas coletados em fevereiro (C). Agitacdo magnética dos fragmentos de anémona em Aagua
peptonada tamponada 1% estéril (D).

Fontes: Imagens A e B cedidas por Vanessa Agostini. Imagem C cedida por Daniela Hoss.
Autor (2011) (imagem D).

3.2.3 Peixes

Peixes marinhos foram capturados junto a desembocadura do estuario, em
aguas costeiras da praia de Tramandai, com rede de arraste com malha de 5 mm entre
nos opostos (Figura 7, A e B).

Foram analisados trés exemplares de Savelha (Brevoortia aurea, Familia
Clupeidae, Ordem Clupeiformes) e trés de Peixe-rei (Familia Atherinopsidae, Ordem
Atheriniformes) em setembro; e também trés exemplares de Peixe-rei e dois de
Linguado (Familia Bothidae, Ordem Pleuronectiformes) em outubro. Em abril, foram
doados para este estudo trés exemplares de peixes capturados por barcos pesqueiros de

Imbé em rede de espera: um de Cangoa (Stellifer sp., Familia Scianidae, Ordem



42

Perciformes) e dois de Pescada-olhuda (Cynoscion sp., Familia Scianidae, Ordem
Perciformes).

Suébes estéreis foram friccionados em toda a superficie dos peixes, e estriados
em Placas de Petri contendo o meio Agar marinho (Figura 7, C e D), cuja composicéo
se encontra descrita no Quadro 1.

Figura 7. Captura dos peixes por rede de arraste em aguas costeiras da praia de Tramandai (A).
Alguns espécimes de Peixe-rei (Atherinopsidae: Atheriniformes) capturados na rede de arraste (B). Suabe
estéril sendo friccionado na superficie de um Linguado (Bothidae: Pleuronectiformes) coletado (C).
Suébe sendo estriado em Placa de Petri com Agar marinho (D).

Fonte: Fotos cedidas por Natalia Wingert.

3.3 ANALISE BACTERIOLOGICA

A composi¢do dos meios de cultura utilizados para o crescimento dos
microrganismos, isolamento e manutengdo dos isolados bioluminescentes é apontada no
Quadro 1.
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1,25% de Tris-HCI (pH 7,5); 0,025% de cloreto de
amonio; 0,0019% de fosfato de potéassio; 0,0007% de

Meio de enriquecimento o )
sulfato férrico; 0,025% de glicose

2,338% de cloreto de sddio; 2,465% de sulfato de
Agua do mar artificial magnésio; 0,149% de cloreto de potéssio; 0,294% de

cloreto de célcio

1,58% de Tris-HCI 0,1M (pH 7,5); 0,1% de cloreto
de aménio; 0,0057% de fosfato de potéssio; 0,0028%

de sulfato de ferro; 50 mL de &gua; 50 mL de agua

Meio Basal

do mar artificial

0,79% de Tris-HCI 0,05M (pH 7,5); 0,5% de extrato
de levedura; 0,5% de triptona; 0,1% de carbonato de
calcio; 0,3% de glicerol; 2% Agar; 100 mL de Meio

Basal

Meio Agar luminescéncia

0,5% de peptona; 0,1% de extrato de levedura;
Meio Agar marinho 0,00812% de cloreto férrico; 0,1% de citrato de

sodio; 1,5% de cloreto de sodio; 2% Agar

Tiossulfato-Citrato-Sais 8,9% TCBS

biliares-Sacarose

, _ 2% LB, 2% Agar
Luria-Bertani

Quadro 1. Composi¢do dos meios utilizados para crescimento e isolamento das bactérias

bioluminescentes.

Aliquotas de 0,1 mL e 1 mL de cada amostra de agua foram inoculadas em
placas de Petri contendo os meios Agar marinho, eficiente para o crescimento de
bactérias heterotroficas, e TCBS (tiossulfato-citrato-sais biliares-sacarose), seletivo para
0 género Vibrio. Uma aliquota de 25 mL foi estocada por até 5 dias em 75 mL de agua
do mar artificial para enriquecimento das bactérias. Realizou-se com a amostra

enriquecida o0 mesmo procedimento do inéculo direto.
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A solucdo resultante da agitagio dos invertebrados recebeu diluicdes em Agua
do Mar Atrtificial estéril de 1:10 e de 1:100. Da mesma forma, como se procedeu com as
amostras de &gua, aliquotas de 0,1 mL e de 1 mL de cada diluicdo foram inoculadas em
placas de Petri contendo Agar marinho e TCBS. Os suabes contendo o muco superficial
da anémona, do briozoéario incrustado no gastropode e dos cirros da craca, assim como
aqueles contendo o muco dos peixes, foram friccionados em placas de Petri contendo
Agar marinho.

As culturas foram incubadas a temperatura ambiente (20-25°C) por 24 horas e
observadas em camara escura diariamente, por até cinco dias, para verificacdo da

atividade de luminescéncia das bactérias.

3.3.1 Carga microbiana

O namero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) foi determinado para as
a amostras de agua. Para isso, parte de cada amostra obtida mensalmente em cada um
dos pontos de coleta foi diluida em 1:10 e 1:100. Aliquotas foram inoculadas em placas
de Petri com Agar marinho. As culturas foram incubadas & temperatura ambiente (20-
25°C). A contagem do numero total de col6nias e do numero de col6nias luminescentes
se deu em um periodo de incubacéo entre 24 e 120 horas.

Como o enriquecimento é uma situacdo que favorece a proliferacdo bacteriana,
pois acresce nutrientes a amostra, determinou-se a carga microbiana apenas das placas
que receberam o indculo direto da amostra, situacdo que reflete a comunidade

microbiana presente no ambiente natural.

3.3.2 Selecdo e isolamento de linhagens bioluminescentes

Ao serem visualizadas na camara escura, as colonias positivas para
bioluminescéncia foram marcadas na parte inferior da placa de Petri com caneta

permanente. Para obtencdo dos isolados em cultura pura, até trés coldnias
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bioluminescentes de cada cultivo positivo foram esgotadas em placas de Petri contendo
Agar marinho. Quando muitas col6nias bioluminescentes foram avistadas nas placas,
selecionaram-se aquelas trés visualmente mais isoladas das outras colonias néo

bioluminescentes presentes na placa.

3.3.3 Colecéo

Os isolados bacterianos em cultura pura foram repicados para tubos contendo
Agar marinho inclinado e mantidos & temperatura ambiente (20-25°C). Quinzenalmente,

as bactérias foram repicadas para novos tubos contendo Agar marinho.

3.4 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

As colbnias bioluminescentes foram caracterizadas quanto a forma, elevacao,
margem, didmetro, coloracdo, textura e consisténcia. Avaliaram-se também os isolados
bacterianos quanto ao desenvolvimento em meio liquido e crescimento nos meios Agar
luminescéncia e TCBS.

A morfologia celular das bactérias foi visualizada em microscopio optico com
objetiva de imersdo (100x), apos coloracdo pelo método de Gram. O método de Gram
consiste em: primeiramente, preparar um esfregaco celular em lamina de vidro, e fixa-lo
com fogo; adicionar cristal de violeta por um minuto sobre as células fixadas; lavar o
esfregaco com agua corrente; cobrir com lugol e deixar por um minuto; fazer outra
lavagem com agua corrente e alcool-acetona até ndo haver desprendimento de corante;
adicionar fucsina basica por 30 segundos; lavar o esfregaco com agua corrente e secar

delicadamente com papel filtro.

3.5 IDENTIFICACAO
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Apds uma caracterizacdo morfologica preliminar dos isolados bacterianos

bioluminescentes, uma abordagem molecular foi adotada para identificacdo dos

mesmos. O gene escolhido para este fim foi o 16S rDNA. Este gene é amplamente

utilizado para fins de identificacdo e filogenia de bactérias, pois se encontra

universalmente distribuido dentro deste grupo e apresenta regides variaveis de espécie
para espécie (DRANCOURT et al., 2000).

A Figura 8 apresenta as etapas de caracterizagdo dos isolados bioluminescentes

obtidos e das andlises moleculares utilizadas para fins de identificag&o.

Agrupamento dos
perfis genotipicos
deregides de
microsatélite

Identificaciio da
bacteéria
bioluminescente?

Analise das
gequeéncias

Izoladosde
bactérias
luminescentes

Purificagio do
produto deDNA
amplificado

Cultura de células
imncubadaspor24
horas

Caracterizacgiio
morfologica das
cepas bacterianas

Extracioe
purificagio do
DNA gendmico
bacteriano

Amplificagio do 165
rTDNApor PCR

Figura 8. Fluxograma contendo as etapas de caracterizacdo e da anélise molecular dos isolados

de bactérias bioluminescentes.
Fonte: Autor (2011).

3.5.1 Extracédo e purificacdo do DNA genémico
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Para a extracdo de DNA utilizaram-se células cultivadas em placas de Petri
com Agar marinho, em um tempo de crescimento de 24 h. As células foram resgatadas
do cultivo com auxilio de alga bacterioldgica, ressuspendidas em 500 pL de agua Milli-
Q estéril e homogeneizadas em agitador tipo “vortex”. Apds, a suspensido foi
centrifugada por 5 minutos a 13000 RPM e o sobrenadante foi descartado. O sedimento
foi resuspenso em 450 pul de tampao TE (10mM Tris pH 8,0, 1ImM EDTA) e tratado
com lisozima (concentracdo final de 5 mg/mL), at¢ o0 momento em que a mistura
adquiriu maior viscosidade. Adicionou-se 100 pL de Tampdo de lise (100 mM EDTA
pH 8,0; 20% SDS; 50 mM Tris pH 8,0), agitou-se o tubo firmemente para
homogeneizagdo do contetido e incubou-se o material a 60°C por 15 minutos.

A etapa de purificacdo do DNA total das bactérias foi realizada com o uso de
fenol-cloroformio, seguida por duas lavagens somente com cloroférmio. O DNA foi
precipitado por 1 hora a -20°C com a adi¢cdo de um volume de etanol absoluto gelado.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a 14500 RPM. Apos a
remocdo do etanol absoluto, o0 DNA precipitado foi lavado com etanol 70% a
temperatura ambiente e foi centrifugado por 5 minutos a 13000 RPM.

O etanol foi retirado 0 maximo possivel da amostra, pois este reagente pode vir
a interferir negativamente na reacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). Entéo,
0 sedimento foi incubado em estufa a 37°C até a remocdo completa do etanol por
evaporacdo e ressuspenso em 50 pL de tampdo TE. A amostra foi tratada com RNAse
(1 pg/mL) a 37°C por 30 minutos.

O DNA extraido foi verificado por eletroforese horizontal, em gel de agarose
0,8%, corado com “Gel Red”, e visualizado sob transiluminacdo de luz ultravioleta
(Bio-Rad UV Universal Hood I1).

3.5.2 Amplificacdo do gene DNAr 16S das bactérias bioluminescentes por PCR

Para as reacOes de PCR, utilizou-se o par de oligonucleotideos iniciadores F27
(5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e R1492 (5 ACGGCTACCTTGTTACGACTT)
(LANE, 1991), que permitem a amplificacdo de um fragmento do gene 16S rDNA, com

cerca de 1500 pares de bases.
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A reacdo de PCR foi composta por: 0,1 uL da enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 2,5 uL de tampdo de reacdo para a enzima Tag DNA polimerase 10x
(Invitrogen), 2,5 uL de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP e dGTP; 1mM), 1,25 uL de cloreto
de magnésio (50mM), 1 uL de cada primer (20 pmol/uL), 1 uL do DNA bacteriano e
agua Milli-Q estéril para um volume de final de 25 pL.

Os passos de amplificacdo foram realizados em termociclador Techne TC 412.
O programa de amplificagdo constituiu em um passo de desnaturacdo inicial a 95°C
durante 5 min, seguido de 30 ciclos de 45 segundos a 95°C, 60 seg a 60°C e 1 min a
72°C, com uma extensdo final de 72°C durante 5 min. Os produtos de amplificacdo
foram analisados por eletroforese horizontal, em gel de agarose 1%, corado com “Gel

Red”, observados em transiluminador e fotografados (Bio-Rad UV Universal Hood I1).

3.5.3 Purificacéo e quantificacdo dos produtos da amplificacéo

Ao término da reacdo de PCR, os fragmentos amplificados de DNA foram
purificados por precipitacdo com RNA transportador (tRNA), onde adicionou-se 2 pL
de tRNA (1pg/uL) e 2,5 volumes de etanol absoluto (4°C). A incubacdo se deu a —
20°C, por cerca de 16 horas, e foi seguida por 30 minutos de centrifugacdo a 13000
RPM; o sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com etanol 70% e
centrifugado por 3 minutos. Deixou-se secar o0 precipitado e ressuspendeu-se em 30 pL
de agua Milli-Q estéril. A quantificacdo das amostras foi realizada em gel de agarose

1%, utilizando-se como padréo o marcador de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

3.5.4 Sequenciamento do gene 16S rDNA

O sequenciamento de DNA foi realizado em placas de 96 pocos utilizando o
método cujo principio foi descrito por SANGER et al. (1977). Foram utilizados
dideoxinucleotideos fluorescentes, separacdo em eletroforese capilar e deteccdo do

fluor6foro apos excitacdo com laser em sequenciador automatico MegaBACE 1000
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(Amersham Life Science/Molecular Dynamics).

Para reagdo de sequenciamento foi utilizado um volume final de 10 pL,
constituido por: 5 pmol/uL de cada primer (F27 ou R1492), 3 uL da amostra de DNA e
agua Milli-Q estéril até completar o volume final de 5 pL. Foram adicionados 120 uL
de agua Milli-Q estéril a 410 puL de mix do kit DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle
Sequencing (MegaBACE), para as reac¢des de PCR.

Aliquotas de 5 uL do mix diluido foram pipetadas em cada pogo da placa, na
auséncia de luz, para evitar que 0s componentes do mesmo se degradassem. As reacdes
de PCR foram conduzidas utilizando-se o seguinte programa: 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, 55°C por 20 segundos, e 60°C por 1 minuto e 30 segundos.

3.5.5 Analise das sequéncias de DNA

As sequéncias foram obtidas e corrigidas através do programa STADEN
PACKAGE (STADEN; BEAL; BONFIELD, 2000). As mesmas foram analisadas no
programa BLAST Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) (ALTSCHUN et al., 1997),
disponivel no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

3.5.6 Determinacédo de polimorfismo de regides de microsatélite

A utilizacdo da analise de polimorfismos de regides de microsatélite
(Microssatelite-primed-MSP-PCR) baseia-se na amplificacdo de regifes repetitivas que
se organizam em tandem no DNA, empregando oligonucleotideos especificos para esta
finalidade. Apds a reacdo de PCR, os amplicons sdo separados em gel de agarose,
permitindo a analise dos resultados. Através desta pode-se diferenciar linhagens e até
mesmo espécies, dependendo do tipo de iniciadores utilizados e das bandas analisadas
(LANDELL, 2009).

Utilizou-se o oligonucleotideo iniciador (GTG)5 (5 GTGGTGGTGGTGGTG

3’). Para a reagdo de amplificagdo foi utizado um volume final de 25 pL, contendo 1 pL



50

de DNA, 0,5 uL de Taqg polimerase (Centro de Biotecnologia da UFRGS), 1 uL de
(GTG)5 (20 pmol/pL), 2,5 pL de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP e dGTP; 1mM), 1,25 uL
de cloreto de magnésio (50mM) e 1,5 pL de acetato de magnésio (50mM). O programa
de amplificacdo constituiu em um passo de desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 20 segundos, 50°C por 1 minuto e 72°C por 20
segundos, com uma extensdo final de 72°C por 6 minutos. O padrdo de bandas obtido
foi examinado apds eletroforese do DNA a 70V por 5 horas, em gel de agarose (2%)
corado com brometo de etidio, e visualizado em transiluminador (Bio-Rad UV
Universal Hood I1). O padréo utilizado foi o marcador 1 kb Plus (Invitrogen).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Bactérias bioluminescentes foram encontradas nas amostras de agua do
estuario e do mar, de invertebrados marinhos e de peixes. A carga microbiana das
amostras de agua (UFC totais/mL e UFC bioluminescentes/mL) foi comparada com as
caracteristicas fisico-quimicas das mesmas. Os resultados observados nas amostras de
agua foram comparados com aqueles das amostras de animais. Os poucos trabalhos que
ttm se dedicado a caracterizacdo, isolamento e identificacdo de bactérias
bioluminescentes em amostras de ambientes naturais foram utilizados para discutir 0s

resultados apresentados.

4.1 AMOSTRAS DE AGUA

Das 33 amostras de agua coletadas, 27 (81%) apresentaram bactérias
bioluminescentes. As amostras de agua foram semeadas em 224 placas (metade
contendo 0 meio Agar Marinho e a outra metade contendo o meio TCBS). Desse total,
40,62% (n= 91) das placas apresentaram colonias bioluminescentes (51 placas com o
meio agar marinho e 40 com o0 meio TCBS). Trés amostras de dgua s6 evidenciaram a

presenca de bactérias bioluminescentes apds passarem pelo processo de enriquecimento.

4.1.1 Temperatura

Na Figura 9 observa-se a variacdo da temperatura da agua em cada ponto de

coleta durante o periodo de estudo.
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Figura 9. Gréfico da variacdo da temperatura das amostras de dgua (°C) dos diferentes pontos
e meses de coleta.
Fonte: Autor (2011).

A temperatura das amostras de agua variou entre 12°C, no més de julho, e
25°C, nos meses de janeiro e fevereiro. A regido de estuario da Bacia Hidrografica do
Rio Tramandai sofre uma maior influéncia da corrente do Brasil nos meses de veréo e a
entrada de aguas subantarticas na plataforma continental brasileira nos meses de inverno
(transportada por um brago da corrente das Malvinas), o influencia diretamente este
parametro, e pode levar a variacdes na estrutura da comunidade microbiana local ao
longo do ano.

Na maioria dos meses a coleta no estuério ndo ocorreu no mesmo dia da coleta
no mar, o que implicou em certas variacbes na temperatura das amostras. No més de
setembro, a temperatura da agua no estuario foi de 17°C, enquanto nos demais pontos
foi de 18°C. Todas as amostras apresentaram a mesma temperatura nos meses de
outubro (18°C) e de dezembro (21°C). No més de novembro a temperatura da agua no

estuario foi maior (21°C) do que a temperatura nos outros pontos (19°C). No més de



53

janeiro a temperatura do estuério foi de 21°C, da zona de pds-arrebentacdo foi de 25°C
e nos outros dois pontos mais distantes da costa foi de 23°C. No més de fevereiro a
temperatura no estuério foi de 25°C, enquanto nos demais pontos foi de 23°C. No més
de mar¢o a temperatura no estuério foi de 23°C, enquanto no restante dos pontos foi de
21°C. No més de abril o ponto mais distante da costa apresentou 20°C, enquanto 0s

pontos mais préximos apresentaram 21°C.

4.1.2 Salinidade

Na Figura 10 pode-se visualizar a variagdo da salinidade das amostras de dgua
obtidas em cada ponto de coleta nos diferentes meses do estudo.

Salinidade
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Figura 10. Grafico da variacdo da salinidade das amostras de agua (em %o) dos diferentes

pontos e meses amostrados.
Fonte: Autor (2011).
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As amostras de agua apresentaram valores de salinidade entre 7,9 %o (em
setembro, na zona de estuario) e 38,44 %o (em fevereiro, na zona de pos-arrebentacao).
Um gradiente de aumento na salinidade era esperado no sentido estudrio-monoboias, ja
que este Ultimo ponto situa-se a aproximadamente duas milhas da costa e, por isso, sofre
menos influéncia das massas de agua doce que fluem para o mar através do estuério.

No més de julho o parametro ndo foi aferido. Nos meses de setembro e
outubro, somente a salinidade das amostras de agua das zonas de estuario e das
monobdias foi aferido. Deste modo, o gradiente de salinidade pdde ser evidenciado nos
meses dezembro, janeiro e abril.

J& no més de novembro, a amostra de &gua obtida no estuario apresentou
salinidade (33,17 %o) maior do que aquela obtida na zona de pos-arrebentacdo (32,75
%0). Nos meses de fevereiro e marco, as amostras de agua obtidas na zona de poés-
arrebentacdo apresentaram uma salinidade maior do que a do ponto seguinte mais
distante do estuario (intermediario).

Na zona de pds-arrebentacdo, a agdo das ondas ocasiona uma ressuspenséo dos
sais presentes na agua, o que pode influenciar a salinidade das amostras nela obtidas
dependendo da influéncia da descarga de agua doce, circulacdo das correntes ou dos
ventos atuantes no local, por exemplo (MIRANDA, 1984 apud LIMA, 2004). Como 0s
pontos de coleta ndo foram fixos, mas sim baseados na configuracdo do mar no dia da
coleta, estes fatores podem ter influenciado o aumento da salinidade das amostras nestes
meses. No més de fevereiro a salinidade das amostras de dgua das zonas de estuario
(32,55 %o) e de pos-arrebentacéo (38,44 %o) foi maior, inclusive, do que a da amostra da
zona das monobdias (30,49 %o.). No més de margo, apesar do valor da salinidade da
amostra de 4gua da zona de pos-arrebentagédo (25,34 %o) ter sido maior do que da zona
intermediaria (20,04 %), ndo ultrapassou o valor da amostra da zona das monobdias
(30,83 %o).

4.1.3 Oxigénio dissolvido

O oxigénio dissolvido nas amostras de agua variou entre 5 mg/L (em
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novembro, na zona de pds-arrebentacdo) e 13,6 mg/L (em fevereiro e margo, na zona de
estuario). Nas coletas dos meses de julho e de setembro de 2010 o pardmetro oxigénio
dissolvido ndo foi aferido. No més de outubro, somente se determinou 0 oXxigénio
dissolvido nas amostras das zonas de estuario (9,4 mg/L) e das monobdias (7,6 mg/L).
A Figura 11 apresenta a variagdo no teor de oxigénio dissolvido das amostras

de agua de cada ponto de coleta nos diferentes meses do estudo.
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Figura 11. Gréfico da variacdo do oxigénio dissolvido presente nas amostras de agua (em
mg/L) dos diferentes pontos e meses amostrados.
Fonte: Autor (2011).

A excecdo dos meses de janeiro e abril, verificou-se maiores valores de
oxigénio dissolvido nas amostras de agua provenientes do estuario. As amostras de
agua da zona das monoboias, até o més de dezembro, estiveram colocadas em segundo

lugar quanto ao teor de oxigénio. Ja entre 0os meses de janeiro € marco, as amostras com
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segundo teor mais alto de oxigénido dissolvido foram as amostras de dgua provenientes
da zona intermedidria. Nestes mesmos meses, as amostras de agua das zonas de pds-
arrebentacdo e das monoboias apresentaram teores de oxigénio dissolvido similares.

A matéria organica consome em grande parte o oxigénio dissolvido na coluna
d’agua, e, por representar uma fonte de alimento, favorece o crescimento de
microrganismos. Aguas ricas em matéria organica que desaguam de lagoas costeiras
para 0 mar através do estuario apresentam menores teores de oxigénio dissolvido e uma
maior carga de microrganismos. Eventos meteorol6gicos, como tempestades, por
exemplo, podem vir a interferir no revolvimento do sedimento de fundo e no
consequente incremento de matéria organica na coluna d’agua.

De acordo com Lima (2004), em virtude deste estuario situar-se em uma regido
sub-tropical, a sua baixa profundidade e as condi¢bes meteoroldgicas regionais
propiciam uma maior ressuspensdo dos sedimentos disponibilizando a matéria organica
para a coluna d’agua, onde esta seria rapidamente consumida. Por tratar-se de um
ambiente geologicamente recente (ndo ter tido tempo geoldgico o suficiente para
acumular grandes quantidades de matéria organica) e por apresentar granulometria
grossa (areia), os sedimentos do Estuario da Bacia Hidrografica do Rio Tramandai
tendem a ser fracamente oxidantes.

Os fatos supracitados, somados ao alto hidrodinamismo do ambiente,
justificam os maiores valores de oxigénio dissolvido encontrados nas amostras de agua
do estuario. Os menores teores de oxigénio dissolvido foram aferidos nas amostras de
agua da zona de pos-arrebentacdo, que, por ainda sofrer influéncia da acdo das ondas,
recebe matéria organica de origem sedimentar. Ortega (2010) também verificou nas

aguas do estuario maior teor de oxigénio dissolvido do que na agua do mar.

4.1.4 Potencial hidrogenidnico

O pH das amostras de agua variou entre 7,63 (em abril, na zona de estuéario) e
8,38 (em novembro, na zona de estuario, e em janeiro, na zona das monobdias). De
acordo com Filho (2007), o pH da agua do mar comumente varia entre 7,4 e 8,5;

estando os valores aqui registrados dentro deste padréo.
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A Figura 12 mostra a variacdo do potencial hidrogenionico (pH) das amostras

de agua dos diferentes pontos e meses de coleta.
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Figura 12. Gréfico da variacdo do pH das amostras de 4gua dos diferentes pontos e meses
amostrados.

Esteves (1988) afirmou que o pH é um dos parametros mais importantes de se
avaliar em um ambiente aquético, porém, ao mesmo tempo € um dos mais dificeis de se
interpretar pois sdo muitos os fatores que podem influencia-lo. O pH da agua do mar
tende a ser mais alcalino, pois ha uma maior predominancia dos ions carbonatos e
bicarbonatos no meio, em detrimento dos ions acidos. Organismos heterotroficos como
bactérias e animais aquaticos intervém no pH do meio, via de regra, abaixando-o:
intensos processos de decomposicdo e respiracdo acarretam na liberacdo de CO, e,
consequentemente, na formacao de acido carbdnico e de ions hidrogénio.

Observou-se um menor pH nas amostras de agua do estuario, com relagédo as

amostras dos outros pontos, em outubro e dezembro de 2010 e em janeiro e abril de
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2011. Valores mais baixos de pH frequentemente correspondem a ambientes com maior
teor de matéria orgénica e com baixa influéncia da cunha salina (zona de estuério),
enquanto nos ambientes mais salinizados, nas zonas de maior energia e menor

profundidade, ocorre o inverso (demais zonas amostradas) (LIMA, 2004).

4.1.5 Carga microbiana

A carga microbiana total das amostras de &gua variou entre 10 UFC/mL (em
julho, na zona de estuario) até cerca de 3 x 10°> UFC/mL (em janeiro, também na zona
de estuario). A excecdo das amostras de 4gua do estuario, e da amostra de 4gua da zona
de pos-arrebentacdo em outubro, foi dificil determinar a quantidade de UFC/mL das
amostras entre 0s meses de setembro a novembro, pois as colbnias ndo estavam
devidamente isoladas, e observaram-se grumos de células indistinguiveis. Ou seja,
nestes meses houve crescimento celular das bactérias, mas em virtude do mau
espalhamento das aliquotas de agua sobre 0 meio de cultura, estas colnias de células
ndo puderam ser precisamente contadas.

Na Figura 13 pode-se visualizar a variacdo da carga microbiana total presente

nas amostras, nos diferentes pontos e meses de coleta.
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Figura 13. Gréfico da variacdo da carga microbiana total das amostras de agua (em UFC
totais/mL) dos diferentes pontos e meses amostrados.

A maior carga microbiana total foi verificada nos meses de dezembro e abril
nas amostras da zona das monoboias; no més de janeiro na amostra da zona de estuario
(valor que representou a maior carga microbiana total dentre todas as amostras); e nos
meses de fevereiro e marco nas amostras da zona de pés-arrebentacdo. A amostra
contendo a mais alta carga microbiana total, em janeiro, apresentava temperatura de
21°C, salinidade de 15,48 %o, pH de 8,13 e 9 mg/L de oxigénio dissolvido. O pH e o
oxigénio dissolvido da amostra estuarina foram os menores dentre as demais amostras
obtidas em janeiro, indicando maior aporte de matéria organica disponivel aos
microrganismos no local, o que possivelmente impulsionou o aumento da atividade
metabdlica dos mesmos.

Sabe-se que as praias de Tramandai e Imbe, adjacentes a zona de estuario em
questdo, podem ter suas populacdes aumentadas em até 5 e 9 vezes, respectivamente,
durante os meses de veraneio (CPRM, 1995). O aumento da carga de matéria organica

nos efluentes que entram direta ou indiretamente em contato com o estuério e as altas
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temperaturas da &gua sdo os principais fatores responsaveis pelo aumento no nimero de
microrganismos no local neste periodo.

Reducdes na carga microbiana total foram observadas na zona de estuério em
setembro, dezembro, margo e abril; na zona de pds-arrebentagdo em janeiro; e na zona
intermediéria em fevereiro. As baixas percebidas na zona de estuério coincidiram com
0s menores valores de salinidade registrados para o local. Os menores valores de pH,
também acompanhados dos menores valores de salinidade, concordaram com as baixas
em UFC totais/mL apuradas nas amostras das zonas de estuario (dezembro e abril) e
intermediaria (fevereiro). Embora a baixa salinidade tenha se destacado em situacdes de
menores cargas microbianas, um estudo mais amplo deveria ser aplicado para entender
a existéncia de um padréo no local, pois a maior carga microbiana total (verificada em
janeiro) também se deu a um valor de salinidade relativamente baixo (15,48 %.) quando
comparado a salinidade das amostras estuarinas obtidas em outros meses (29,86 %o em
outubro, 33,17 %, em novembro e 32,55 %o em dezembro). Na zona de pos-
arrebentacdo, em janeiro, ndo foi observada uma clara relacéo entre a redugédo na carga
microbiana total e as caracteristicas fisico-quimicas da amostra de agua.

A carga de bactérias bioluminescentes das amostras de agua variou entre ND
(ndo detectada pelo método utilizado), de julho a novembro, e 690 UFC
luminescentes/mL, em fevereiro. A carga microbiana bioluminescente ndo apresentou o
mesmo padrdo de variacdo da carga microbiana total, ou seja, nas amostras analisadas
ndo houve uma relacdo direta entre o crescimento microbiano total e o crescimento de
bactérias bioluminescentes.

Na Figura 14 pode-se observar a varia¢do da carga microbiana bioluminescente

presente nas amostras de agua obtidas nos diferentes pontos e meses de coleta.
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Figura 14. Gréfico da variacdo da carga microbiana bioluminescente das amostras de agua (em

UFC luminescentes/mL) nos diferentes pontos e meses amostrados.

O parametro que pode ter influenciado a presenca de bactérias
bioluminescentes nas amostras foi a temperatura, j& que nenhuma colonia
bioluminescente foi verificada a temperaturas inferiores a 18°C. Verificou-se que a
carga microbiana bioluminescente das amostras passou a ser expressiva a partir do més
de dezembro, quando a temperatura da agua atingiu 21°C, teve 0 seu pico maximo para
todos o0s pontos amostrados em fevereiro, quando esta alcangou 25° C na zona estuarina
e 23°C nas demais zonas, e apresentou um decréscimo em abril, quando a temperatura
da 4gua novamente retornou aos 20°C na zona das monobdias e aos 21°C nas demais
zonas.

No més de fevereiro, sob os maiores valores de temperatura da agua, as
méaximas cargas microbianas luminescentes foram observadas: na zona de pds-

arrebentacdo (690 UFC luminescentes/mL) em primeiro lugar, seguida pela zona
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intermediéria (380 UFC luminescentes/mL), pela zona das monoboias (200 UFC
luminescentes/mL) e, em (ltimo lugar, pela zona de estudrio (45 UFC
luminescentes/mL). O’Brien e Sizemore (1979), ao estudar as aguas do estuario de East
Lagoon, no Texas, verificaram uma maior carga de bactérias bioluminescentes quanto
maior foi a temperatura das amostras de &gua. Este fato também foi observado nos
trabalhos de Chiu e colaboradores (2007) em Taiwan, de Orndorff e Colwell (1980) no
mar de Sargasso, e de Ramaiah e Chandramohan (1992) no mar da Arabia.

O fato de locais de coleta tdo proximos como as zonas de estuario e de pés-
arrebentacdo terem apresentado valores de UFC luminescentes/mL t&o distintos pode
estar relacionado com a salinidade das amostras de agua destes locais. Neste més, a
salinidade da amostra de dgua da zona de pés-arrebentacdo (38,44 %o) foi superior a de
todas as outras amostras, enquanto a salinidade da zona estuarina (32,55 %o) foi um
pouco menor.

O pH das amostras no ambiente natural ndo demonstrou um comportamento
padrdo relacionado a carga microbiana bioluminescente presente nas mesmas. Os
valores de pH apresentaram-se na faixa dos valores comuns a ambientes marinhos (entre
7,63 e 8,38). A maior carga microbiana bioluminescente foi observada sob o pH de
8,31, sendo que em amostras com valores similares de pH também foram observadas
reduzidas cargas microbianas bioluminescentes. Talvez um estudo mais amplo,
analisando mais pontos de coleta, em um maior periodo de tempo, pudesse elucidar
alguma relacéo entre este parametro e a ocorréncia de bactérias bioluminecentes nestes
ambientes.

Com relagdo ao oxigénio dissolvido, observou-se uma maior carga microbiana
bioluminescente nos meses de janeiro, fevereiro e marco, nos quais as amostras de dgua
apresentaram valores mais altos para este parametro do que em outros meses (entre 8,3
mg/L e 13,6 mg/L). E sabida a necessidade de suprimento de oxigénio para o
funcionamento do sistema de bioluminescéncia das bactérias, mas ndo foi encontrado
trabalho algum que abordasse a influéncia da variacdo deste parametro na ocorréncia
destas bactérias em ambientes naturais.

As amostras de agua coletadas entre os meses de julho e novembro, sob as
menores temperaturas da agua, ndo apresentaram colbnias bioluminescentes quando
cultivadas antes do processo de enriquecimento. Mas, quando inoculadas ap6s o

enriquecimento, as amostras de agua coletadas na zona de pds-arrebentacdo (em
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setembro) e nas zonas estuarina e das monobdias (em setembro e outubro) evidenciaram
0 crescimento de bactérias bioluminescentes. As bactérias bioluminescentes ja estavam
nas amostras, mas no meio inicial ndo possuiam condi¢des fisioldgicas adequadas e/ou
crescimento suficiente para expressarem bioluminescéncia. Além de suprir a amostra
natural com sais e nutrientes, o enriquecimento, que se estendeu por até 5 dias, permitiu
também uma aclimatagdo da amostra a temperatura ambiente. Neste caso, este
favorecimento ao crescimento de bactérias bioluminescentes foi atribuido a aclimatagéo
das amostras, proporcionada pelo enriquecimento das mesmas.

Eley (1972) pesquisou as condicdes ambientais e nutricionais ideais a
expressdo da bioluminescéncia em Photobacterium phosphoreum. Verificou que a
concentracdo de NaCl de 30g/l de meio de cultura, o uso do glicerol como fonte de
carbono, incubacdo a 15°C e valores de pH entre 6 e 6,5 foram condicGes que
possibilitaram uma bioluminescéncia de P. phosphoreum mais intensa.

Waters e Lloyd (1985) avaliaram, em laboratorio, a dependéncia das condigcdes
de pH, sais e nutrientes no crescimento e na expressdo da bioluminescéncia em
Photobacterium leiognathi, P. phosphoreum e Aliivibrio fischeri. A bioluminescéncia
foi observada em todas as temperaturas que suportaram o crescimento das bactérias
(10°C, 15°C, 20°C e 25°C), mas sob 10°C a luminescéncia de P. leiognathi ja era quase
imperceptivel ap6s 72h de incubagdo. As duas espécies de bactérias caracterizadas
como simbiontes de animais, P. leiognathi e Aliivibrio fischeri, expressaram
luminescéncia mesmo nos menores teores de NaCl. O estudo verificou que quanto mais
alta a temperatura de crescimento, as bactérias requeriam maiores concentracfes de sal
no meio para brilharem. Valores baixos de pH (<7) e altas concentracdes de NaCl
favoreceram a expressdo da bioluminescéncia. Apos 48 horas de incubacao verificou-se
uma diminuicdo na bioluminescéncia das bactérias, acompanhadas da elevacédo do pH e
da reducdo de NaCl no meio.

Estudos como o de Eley e de Waters e Lloyd (op cit.) mostram como as
condicdes utilizadas para o crescimento e expressao da bioluminescéncia bacteriana em
laboratdrio diferem das condicGes de ocorréncia natural destas bactérias no ambiente. O
pH ndo foi um pardmetro monitorado em laboratério neste trabalho, mas ele também
pode ter influenciado no processo de enriguecimento, ja que houve um aumento da

expressao da bioluminescéncia apds as amostras terem recebido este tratamento.
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4.2 AMOSTRAS DE INVERTEBRADOS

Apesar de terem sido feitas trés amostragens com invertebrados marinhos,
foram observadas colonias bioluminescentes somente nas amostras do més de fevereiro.
Estas bactérias foram isoladas do muco superficial dos individuos, coletado com o
auxilio de suébes.

Os cultivos oriundos das amostras que receberam agitacdo, embora tenham
apresentado um elevado crescimento de microrganismos apds a incubacdo, nao
revelaram a presenca de col6nias bioluminescentes. As bactérias ndo bioluminescentes
associadas aos invertebrados analisados apresentaram um crescimento tdo expressivo,
que pode ter vindo a inibir o quorum sensing das bactérias bioluminescentes presentes
na amostra, mecanismo decisivo para a expressao desta caracteristica.

Stabili e colaboradores (2008) utilizaram um tempo de 90 segundos para agitar
amostras de hidrozoarios e briozoarios, e deste modo obtiveram sucesso no isolamento
de vibrios bioluminescentes a partir destes animais. Somado a este método, neste
trabalho os pesquisadores também utilizaram microscopia eletronica sob iluminacao
ultravioleta para observar os biofilmes de bactérias bioluminescentes presentes na
superficie quitinosa destes animais.

A constatacdo destas bactérias nos invertebrados ocorreu no mesmo més em
que as maiores cargas de bactérias bioluminescentes foram verificadas nas amostras de
agua (fevereiro). A técnica do sudbe aplicada aos invertebrados coletados neste més
(anémona, craca e briozoario) permitiu a observacdo de bactérias bioluminescentes
oriundas da superficie destes animais. Apesar de ndo termos avaliado a origem das
bactérias isoladas dos invertebrados, hé a possibilidade delas estarem na superficie dos

animais na forma de biofilme, conforme ja relatado na literatura.

4.3 AMOSTRAS DE PEIXES
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O muco superficial de 14 espécimes de peixes foi analisado. Suébes estéreis
foram friccionados nos animais e posteriormente estriados em Agar Marinho a fim de se
obter um cultivo para cada individuo. Col6nias bioluminescentes foram visualizadas em
todos os cultivos, ou seja, em todos os peixes analisados.

Mesmo no més de outubro, quando as amostras de dgua demonstraram uma
reduzida carga microbiana bioluminescente, bactérias com esta caracteristica fenotipica
foram avistadas facilmente nos 11 peixes avaliados. Isso mostra que em alguns meses,
mesmo ndo sendo facilmente detectadas na coluna d’agua, as Dbactérias
bioluminescentes estdo presentes no meio, mas agregadas em superficies, como a pele
dos peixes, por exemplo. Os trés peixes amostrados no més de abril também
apresentaram colonias bioluminescentes.

A maioria dos trabalhos aborda a presenca de bactérias bioluminescentes em
orgaos de luminescéncia de peixes ou em peixes de profundidade (HAYGOOD; TEBO;
NEALSON, 1984; HAYGOOD, 1990; HAYGOOD; DISTEL; HERRING, 1992;
HAYGOOD, 1993; HAYGOOD; DISTEL, 1993). Ao contrario, no presente trabalho
estas bactérias foram observadas associadas a superficie do corpo de animais
extremamente costeiros, que ocorrem a reduzidas profundidades. Meighen (1991)
apontou Vibrio harveyi como uma espécie de bactéria bioluminescente comumente

isolada de peixes costeiros.

4.4 OBTENCAO DOS ISOLADOS BIOLUMINESCENTES

Como ja foi descrito, a cada cultivo positivo para bioluminescéncia foram
selecionadas até trés colbnias para serem isoladas, visando-se a obtencdo de bactérias
bioluminescentes em cultura pura.

Para as amostras de dgua, muitas vezes as coldnias selecionadas no interior da
camara escura ndo correspondiam a exata coldnia bioluminescente que era visualizada,
e, portanto, a real colénia bioluminescente deixava de ser purificada. Ja nas amostras de
animais, 0 mais comum foi a visualizacdo de col6nias bioluminescentes misturadas com
colénias de outras bactérias, fato que dificultou o isolamento das bactérias

bioluminescentes a partir de amostras de invertebrados e de peixes.
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Apo6s diferentes ciclos de purificacdo, obteve-se um total de 44 isolados
bioluminescentes. Até o presente momento, apenas 15 destes isolados, obtidos a partir
das amostras de &gua, ainda expressam bioluminescéncia. O que ocorreu principalmente
em virtude de eventuais episodios de contaminagdo dos cultivos por outros
microrganismos ndo bioluminescentes e também por perda da viabilidade das células
bacterianas.

A perda da capacidade de expressar tal caracteristica pode ter ocorrido devido
ao aparecimento de variantes mutantes nao luminescentes a medida que estes isolados
foram novamente cultivados, fato ja abordado em trabalhos como os de Ortega (2010),
O’Grady e Wimpee (2008) e Czyz, Wrobel e Wegrzyn (2000). Para evitar o surgimento
destes mutantes, recomenda-se que o esgotamento em placas e a realizagdo do repique
sejam feitos a partir de uma Unica unidade formadora de coldnia que esteja expressando
a bioluminescéncia. A manutencdo dos isolados deve ser periddica, com observacao
constante da cultura a fim de perceber alteragdes na intensidade e distribuicdo da
luminescéncia (Ortega, 2010).

Os 15 isolados obtidos foram codificados como: BL 11a, BL 11b, BL 12, BL
13, BL 15, BL 16, BL 17, BL 19, BL 20a, BL 20b, BL 21, BL 26, BL 31, BL 34 e BL

35. O Quadro 2 apresenta 0 més de coleta e a amostra da qual cada isolado foi obtido.

Cadigo do isolado bioluminescente | Zona na qual o isolado foi obtido Més
BL 11ae BL 11b Zona de estuario Jan/2011
BL 12 Zona de pds-arrebentacédo Jan/2011
BL 13 Zona das monobdias Jan/2011
BL 15 Zona de pds-arrebentacédo Fev/2011
BL 16 Zona intermediéria Fev/2011
BL 17 Zona intermediéria Fev/2011
BL 19 Zona das monobdias Fev/2011
BL 20a e BL 20b Zona de estuario Fev/2011
BL 21 Zona de estuario Fev/2011
BL 26 Zona de pés-arrebentacédo Abr/2011
BL 31 Zona de estuario Abr/2011
BL 32 Zona de estuario Abr/2011
BL 34 Zona de estuario Abr/2011
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Quadro 2. Cdédigos dos isolados bioluminescentes, zona da amostra da qual o isolado foi
obtido e o respectivo més de coleta da amostra.

4.5 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS BIOLUMINESCENTES

As colbnias luminescentes apresentaram morfologia semelhante: forma
puntiforme ou circular, elevagdo convexa, margem inteira, didmetro de menos de 1 mm
até 100 mm, coloracdo branco perolada ou creme restrita a colbnia, textura lisa e
lustrosa (translucida) e consisténcia mucoide. O método de coloracdo Gram permitiu a
visualizacdo de bacilos Gram negativos, com tamanho avantajado e formato curvado
(Figura 15, A e B).

Figura 15. Células dos isolados BL 11b (A) e BL 12 (B) visualizadas ao microscopio 6ptico
(aproximacéo de 1000 vezes a objetiva de 10 vezes) ap6s coloracdo de Gram.
Fonte: Autor (2011).

Assim como os isolados da figura 15, todos os demais obtidos sdo bacilos
curvados Gram negativos.

O Quadro 3 demonstra a variacdo da expressao na bioluminescéncia de alguns
dos isolados obtidos nos meios Agar Marinho e TCBS, por um periodo de incubacio
entre 24 e 144 horas.
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solados Agar marinho TCBS
24h | 48nh | 72h | 96h | 120h | 144h | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h | 144h

BL1la | +++ | +++ | ++ | ++ | + B [RFUFIFIY IV R - - -
BL 11b | +++ | +++ | ++ | + - M [FUFIIY IV [ + - -
BL12 | +++ | +++ | ++ | + - B [P [FIFUFRY [FIFIR - -
BL13 | +++ | +++ | ++ | + - B [EFUFIFIY RIS [VIVIR - -
BL15 | +++ | +++ | ++ | + - B [P [RFIIRS [ VIFIR [RVIFI [ +
BL16 | +++ | +++ | ++ | + + B [P [RFIIRS [ VIVIR [RVIFI [ +
BL17 | +++ | +++ | ++ | + + N [P RIS [FIVIR - -
BL19 | +++ | +++ | ++ | + + N [FUFIFIY IV [ - - -
BL20a | +4+ | +++ | ++ | ++ | ++ | + | +++ | +++ | + - - -
BL20D | +++ | +++ | ++ | ++ | + B FUFIFI [FIVIFR [FIFIR - -
BL2L | +4+ | +++ | ++ | ++ | ++ | + | +++ | ++ | ++ | ++ | + -

Quadro 3. Intensidade da luminescéncia dos isolados quando cultivados em Agar Marinho e
TCBS, ao longo do tempo (em horas). Legenda: - (luminescéncia ausente), + (baixa intensidade); ++

(intensidade moderada); +++ (alta intensidade).

Todos os isolados se desenvolveram em meio liquido, em Agar luminescéncia
e em TCBS. O crescimento em meio TCBS indica que todos os isolados
bioluminescentes pertencem ao género Vibrio, j& que o meio € seletivo para espécies
deste género.

De um modo geral, uma maior intensidade de luminescéncia foi demonstrada
pelos isolados no periodo entre 24 e 96 horas. No meio TCBS os isolados BL 11a, BL
19 e BL 20a deixaram de expressar bioluminescéncia ap6s 96 horas de incubacéo.

A intensidade da luminescéncia das bactérias se manteve maior por um periodo
mais longo quando os isolados foram cultivados em meio Agar Marinho. Neste meio, 0s
isolados BL 20a e BL 21 expressaram luminescéncia mesmo ap6s um periodo de
incubacdo de 144 horas. JA& no meio TCBS, os isolados que permaneceram
luminescentes por este mesmo periodo de tempo foram a BL 15 e a BL 16. Estes
isolados seriam ideais fontes doadoras de genes da bioluminescéncia, pois
demonstraram a capacidade de expressar esta caracteristica por um maior periodo de
tempo.

Nas Figuras 16 e 17 sd@o exibidas placas de Petri com os isolados BL 26 e BL
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34, respectivamente, expressando bioluminescéncia (apds incubacdo a 27°C, por cerca
de 24h).

Image
Min = -13
Max = 4846

1000

Counts

Color Bar
Min = 242
Max = 3751

Figura 16. Fotografia das placas de Petri contendo isolados BL 26 expressando luminescéncia.
As setas indicam as coldnias em vermelho, que expressam uma luminescéncia mais intensa.
Fonte: Foto cedida por Vanessa Barcellos.

Image
Min = -13
Max = 4546|

|

{— 3000

2000

1000

Counts

Color Bar
Min = 242
Max = 3751

Figura 17. Fotografia das placas de Petri contendo isolados BL 34 expressando luminescéncia.
As setas indicam as colénias em vermelho, que expressam uma luminescéncia mais intensa.
Fonte: Foto cedida por Vanessa Barcellos.

As fotografias foram obtidas pelo Sistema IVIS Lumina II, com o auxilio do

software Living Image. O Sistema capta a luminescéncia emitida pelas col6nias a um
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comprimento de onda entre 450 e 500 nm. No gréfico, as coldnias que expressam maior

bioluminescéncia estdo na cor vermelha.

4.6 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BIOLUMINESCENTES

O protocolo de extracdo de DNA proporcionou resultado satisfatorio para os 14
isolados de bactérias bioluminescentes que foram analisados. Obtiveram-se produtos de
DNA amplificado das amostras que foram submetidas ao PCR utilizando-se os
oligonucleotideos iniciadores F27 e R1492 para amplificacdo de um fragmento de cerca
de 1500 pb, correspondente ao gene 16S rDNA.

Apos a precipitagdo do DNA amplificado com o uso de tRNA, constatou-se a a
concentracdo de 50 ng de DNA por uL do produto final obtido apos a amplificacdo. Os
mesmos oligonucleotideos iniciadores utilizados no PCR de amplificacdo exponencial
foram utilizados no PCR de sequenciamento, destinado a identificagdo das espécies de
bactérias bioluminescentes que foram isoladas.

Para nenhum dos dez isolados de bactérias bioluminescentes submetidas ao
sequenciamento foi obtida sequéncia de boa qualidade. Um teste foi realizado com as
sequéncias do isolado BL11b. Quando estas foram avaliadas no programa BLAST
Nucleotide-nucleotide, tiveram 89% de similaridade com sequéncias da espécie Vibrio
harveyi, mas também apresentaram o0 mesmo valor de similaridade para sequéncias de
outras espécies de bactérias ndo cultivaveis que também estavam depositadas no banco
de dados.

Analisando-se preliminarmente as sequéncias nucleotidicas obtidas, com
auxilio do programa Staden Package, verificou-se a baixa qualidade que estas
apresentavam. A ma qualidade do produto de sequenciamento ndo permitiu a analise
confiavel dos nucleotideos de forma a identificar seguramente as espécies dos isolados
de bactérias bioluminescentes.

Em virtude do alto custo envolvido no sequenciamento de amostras de DNA,
os isolados de bactérias bioluminescentes antes de serem novamente submetidos ao
sequenciamento, foram agrupados pela técnica de DNA fingerprinting Microsatellite-

Primed (MSP-PCR). Nesta técnica, utilizam-se oligonucleotideos especificos para
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amplificar regiGes de microssatélites e minissatélites no DNA, fragmentos que contém
um varidvel nimero de repeticdes sequenciais de pares de bases em um mesmo loci
cromossdmico. O nimero e o padrdo destas repeti¢des sdo bastante particulares, o que
possibilita a comparagdo entre perfis genotipicos. Quanto mais similares forem estes
perfis, maiores as chances de eles pertencerem a uma mesma espécie.

Os perfis genotipicos dos dez isolados anteriormente sequenciados e de mais
outros quatro isolados bioluminescentes (n total=14) foram obtidos através da
amplificacdo com o oligonucleotideo iniciador (GTG)5. Ao serem agrupados por
similaridade entre o padréo de bandas do DNA, verificou-se que todas os isolados tém
um perfil semelhante, o que indica que estes pertencam a uma mesma espécie. Na
Figura 18 pode ser observado o perfil genotipico dos isolados bioluminescentes

analisados.

M BL1la BLI1b BL15 BL16 BL17 BL19 BL31 BL34 BL35 BL26 BL20a BL20b

2000PB

500PB

Figura 18. Perfil de bandas de 12 amostras de DNA amplificadas por MSP-PCR com o
oligonucleotideo iniciador (GTG)5. M: marcador de peso molecular (1 kb plus, Invitrogen).
Fonte: Autor (2011).

Os isolados BL 11a, BL 12, BL 16 e BL 34 foram eleitos como representantes
do grupo. Estes isolados serdo novamente submetidos ao sequenciamento do 16S rDNA

para fins de identificagéo.
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7 CONCLUSAO

Os parametros que possivelmente influenciam a carga microbiana
bioluminescente das amostras de &gua obtidas nas adjacéncias do estuario da Bacia
Hidrogréfica do Rio Tramandai sdo a temperatura e a salinidade. Das quatro zonas onde
se coletaram amostras de dgua, as zonas de estuério e de pds-arrebentacdo apresentaram
as maiores cargas microbianas bioluminescentes. Para um melhor entendimento da
relacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas das amostras e a carga microbiana
bioluminescente presente nas mesmas seria necessario um estudo mais amplo, que
acompanhasse a variagdo destes parametros por um consideravel periodo de tempo e em
um maior nimero de amostras do local.

Quanto ao isolamento de bactérias bioluminescentes provenientes dos
invertebrados, adaptacbes a metodologia utilizada poderiam ser efetuadas, pois
resultados positivos foram demonstrados somente apds o0 uso de suébes. Por exemplo,
um menor tempo de incubacdo por agitagdo das amostras poderia ser testado, para
avaliar se a diminuicdo do crescimento de bactérias ndo bioluminescentes favoreceria a
expressdo da bioluminescéncia nas bactérias com esta capacidade. Contudo, as colonias
bioluminescentes observadas nas amostras de fevereiro comprovaram a associacao
destas bactérias com os invertebrados incrustados nas monoboias do TEDUT, em
Tramandai.

Os peixes marinhos analisados também representaram fontes de bactérias
bioluminescentes nas aguas costeiras de Imbé e Tramandai. Mesmo quando estas
bactérias ndo foram abundantes nas amostras de agua na forma planctbnica, elas
puderam ser detectadas sob a superficie destes peixes. E reconhecida a importancia que
o0 biofilme tem para estas bactérias.

Obtiveram-se quatro isolados de bactérias bioluminescentes com potencial para
serem utilizados como fonte de genes de bioluminescéncia, ja que estas apresentavam
bioluminescéncia visivel mesmo apds um periodo de 144 horas de incuba¢do. Os 14
isolados que mantiveram a expressao da bioluminescéncia até a conclusdo deste estudo
apresentaram um mesmo perfil genotipico, fato que sugere que estes pertencam a
mesma espécie. Este fato s6 podera ser comprovado apds o sequenciamento e analise do
gene 16S rDNA dos isolados BL 1l1a, BL 12, BL 16 e BL 34, escolhidos como
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representantes do grupo. O aumento do numero amostral, tanto de &gua quanto de
animais, aumentaria as chances de isolar bactérias bioluminescentes de diferentes
espécies.

Apesar de apresentarem similaridades entre si, ambientes marinhos costeiros
dos diferentes oceanos sd&o muito dindmicos e altamente influenciados por
caracteristicas peculiares do local de estudo, como o tipo de sedimento, a variagdo das
correntes, o clima, ou intensidade de atividades humanas de impacto, por exemplo. As
comunidades microbianas sdo um reflexo deste ambiente, portanto estudos pontuais sao
interessantes para o entendimento de como determinadas espécies se distribuem e
podem ser mais facilmente isoladas nos mesmos.

O dUnico levantamento existente a respeito da ocorréncia, isolamento e
identificacdo de bactérias bioluminescentes marinhas em ambientes naturais do Litoral
do Rio Grande do Sul foi realizado por Ortega (2010). Visto que este grupo de bactérias
vem sendo aplicado nos mais diferentes ramos da ciéncia, faz-se necessario conhecer
fontes acessiveis destes microrganismos e testar a viabilidade dos métodos de

isolamento e identificacdo dos mesmos.
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