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RESUMO

Nas ultimas décadas um grande numero de compostos de interesse biotecnoldgico, como por
exemplo, citotoxinas, agentes antifungicos, antimicrobianos, antivirais e anticancerigenos tém
sido isolados de esponjas marinhas. Entretanto, estudos comprovam que, em muitos casos, 0s
compostos ativos desses animais sdo oriundos de micro-organismos associados, que podem
compor até 60% do volume tecidual das esponjas. A presente proposta teve por objetivo a
caracterizacdo taxono6mica da diversidade de bactérias cultivaveis associadas as esponjas
coletadas no litoral norte do estado de Sao Paulo, Brasil, e a avaliagdo da atividade
antimicrobiana a partir de extratos organicos brutos dessas bactérias. Um total de 86 bactérias
foi recuperado das esponjas Axinella corrugata, Dragmacidon reticulata, Chelonaplysilla erecta
e Petromica citrina utilizando diferentes meios de cultivo. A diversidade das bactérias foi
caracterizada utilizando dados de morfologia, ARDRA (Amplified Ribossomal Restriction
Analysis) e sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S, cuja analise permitiu a identificagao
de membros pertencentes aos filos Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes
num total de 15 géneros distintos. O género Pseudovibrio foi o Unico presente em todas as
esponjas amostradas, e os géneros Bacillus, Ruegeria, Vibrio, Staphylococcus e Erythrobacter
estavam presentes em mais de uma esponja. A esponja Dragmacidon reticulata apresentou a
maior diversidade bacteriana, englobando oito diferentes géneros, dentre eles, um representate
do género Cyclobacterium, o qual até onde se sabe, foi isolado pela primeira vez de uma
esponja marinha. O género Bacillus esteve presente em trés esponjas, mas na Petromica
citrina, endémica do Brasil, o género ficou representado em 74% dos isolados obtidos. Este
estudo foi o primerio relato sobre a diversidade de bactérias cultivaveis da esponja Petromica
critrina. Todos os isolados foram avaliados quanto a presenca ou auséncia dos fragmentos dos
genes PKS (Polyketide Synthases) e NRPS (Non Ribossomal Peptide Synthetases), visando a
investigagdo do potencial biotecnolégico das bactérias, e mais da metade delas apresentaram
pelo menos um dos genes estudados. Uma triagem da atividade antimicrobiana utilizando o
método da difusdo em bloco de agar demonstrou que 21 isolados foram promissores para
producdo de antimicrobianos. Destes isolados foram obtidos os extratos organcios brutos, os
quais foram testados quanto a determinacdo da concentracdo inibitéria minima contra oito
micro-organismos indicadores. Um total de 13 exiratos orgénicos brutos, em sua maioria
respresentantes do género Bacillus, demonstraram agdo contra o micro-organismo Bacillus
subtilis ATCC 6051 e um deles demonstrou a¢do contra o micro-organismo Escherichia coli
ATCC 11775. A numerosa inibicdo de estirpes de Bacillus por outros Bacillus sugere que a
atividade possa ser gerada por bacteriocinas, polipeptideos produzidos pela via ribossomal que
atuam na inibicdo de crescimento de grupos proximos de micro-organismos. Sua possivel
funcdo no meio ambiente é prover vantagem seletiva através da eliminagcdo de um competidor
relativamente préximo. Ainda, um representante do género Exiguobacterium apresentou
atividade antimicrobiana contra B. subtilis, resultado este nado descrito até o presente na
literatura.

Palavras-chaves: Bactérias, esponjas, RNA ribossdmico 16S, policetideo sintases, peptideo
sintases, atividade antimicrobiana, concentragéo inibitéria minima.

XV



ABSTRACT

In recent decades a large number of compounds of biotechnological interest, such as cytotoxins,
antifungal, antimicrobial, antiviral and anticancer substances have been isolated from marine
sponges, however, studies show that, in many cases, the active compounds are actually
produced by associated microorganisms, which can comprise up to 60% of the volume of
sponge tissue. This proposal aimed to characterize the taxonomic diversity of culturable bacteria
associated with sponges collected in the northern coast of Sdo Paulo, Brazil, and to evaluate the
antimicrobial activity from crude organic extracts of these bacteria. A total of 86 bacteria were
recovered from sponges the Axinella corrugata, Dragmacidon reticulata, Petromica citrina and
Chelonaplysilla erecta using different culture media. The diversity of bacteria was characterized
using data from morphology, ARDRA (Amplified Ribossomal Restriction Analysis) and
sequencing of 16S ribosomal RNA gene, whose analysis allowed the identification of members
belonging to the phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes, in a total of
15 distinct genera. The genus Pseudovibrio was the only one present in all sponges sampled,
and the genera Bacillus, Ruegeria, Vibrio, Staphylococcus and Erythrobacter were present in
more than one sponge sampled. The sponge Dragmacidon reticulata showed the highest
bacterial diversity, encompassing eight different genera, among which the genus
Cyclobacterium, which, as far as is known, was first isolated from a marine sponge. The genus
Bacillus was present in three sponges, but in Petromica citrina, endemic to Brazil, the genus
accounted for 74% of the isolates. This study was the first report on the diversity of culturable
bacteria from the sponge Petromica critrina. All isolates were evaluated for the presence or
absence of NRPS (non ribossomal peptide synthetases) and PKS (polyketide synthase) genes
in order to investigate the biotechnological potential of bacteria, and over half of the isolates had
at least one of these genes. A screening of antimicrobial activity using the diffusion agar disk
method showed that 21 isolates were promising for the production of antibiotics. Crude organic
extracts from these isolates were produced and tested against eight indicator microorganisms to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC). A total of 13 crude organic extracts, most
of the genus Bacillus, showed inhibitory activity against the microorganism Bacillus subtilis
ATCC 6051, and one of them showed activity against the microorganism Escherichia coli ATCC
11775. The large inhibition of Bacillus strains to other Bacillus strains suggests that the activity
can be generated by bacteriocins produced through ribosomal polypeptides that inhibit close
groups of microorganisms. Its possible role in the environment is to provide a selective
advantage by eliminating a relatively close competitor. Still, a representative of the genus
Exiguobacterium showed antimicrobial activity against B. subtilis, which was not described in the
literature up to date.

Keywords: Bacteria, sponges, 16S ribosomal RNA, polyketide synthases, peptide synthases,
antimicrobial activity, minimal inhibitor concentration.
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas sdo a maior causa de morte nos paises tropicais,
contabilizando aproximadamente metade de todas as mortes. Além disso, no periodo
entre 1940 e 2004 foi relatado o aparecimento de 335 doencas infecciosas na
populagdo humana global (Jones et al., 2008). Somado a isso, a crescente resisténcia
de bactérias patogénicas aos antibidticos existentes tornou-se um problema de saude
publica mundial e, na tentativa de supera-lo, as pesquisas com foco na descoberta de
novos e eficientes compostos antibacterianos tém crescido nas Ultimas décadas
(Devasahayam et al.,, 2010). A atencdo dos cientistas é voltada, principalmente, na
exploragdo de novos ambientes ou habitats visando a obtengcdo de compostos ainda
desconhecidos (Lo Giudice et al., 2007; Santos et al. 2010).

Embora a diversidade biolégica no ambiente terrestre seja considerada
extraordinaria, acredita-se que 0s oceanos representam o habitat cuja diversidade é
considerada a maior do planeta. Em alguns ecossistemas marinhos, como o mar
profundo e recifes de corais, estima-se que a diversidade bioldgica seja maior que nas
florestas tropicais (Haefner, 2003). Assim, a exploragdo deste ambiente torna-se
necessaria e extremamente promissora no que diz respeito a descoberta de novos
compostos com potencial biotecnolégico.

Estudos na literatura demonstram que os invertebrados marinhos pertencentes as
classes Porifera, Mollusca, Cnidaria, Anthozoa, Echinodermata, e Bryozoa se sao uma
fonte rica de véarios metabdlitos bioativos (Bérdy, 2005; Sipkema et al., 2005). No
entanto, evidéncias sugerem que em muitos dos casos os compostos ativos isolados
desses animais sao oriundos de micro-organismos simbidnticos (Imhoff & Stohr 2003,
Bérdy, 2005). Como exemplo, podemos citar a esponja Mycale adhaerens, da qual foi

isolado o composto exofilina A, um &cido dihidroxidecanoico ativo contra bactérias



Gram- positivas. Tal composto é produzido ndo pela esponja em si, mas pelo micro-
organismo Exophiala pisciphila a ela associada (Doshida et al., 1996).

Um grande numero de compostos de interesse biotecnolégico, como por
exemplo, citotoxinas, antifungicos, antibiéticos, antivirais, e, principalmente,
anticancerigenos foram isolados de esponjas marinhas e micro-organismos associados
(Sipkema et al., 2005). Além disso, um numero maior de compostos derivados de
esponjas estdo em testes clinicos e pré-clinicos quando comparados a compostos
associados a outros filos marinhos (Osinga et al., 2001, Blunt et al., 2005).

Recentemente, tem-se tornado alvo de atencdo os policetideos e os peptideos
nao ribossomais, substancias produzidas por enzimas multifuncionais de alto peso
molecular que apresentam atividades biol6gicas variadas, as quais sao denominadas,
respectivamente, policetideo sintases (PKS, do inglés polyketide synthases) e peptideo
sintases ndo ribossomais (NRPS, do inglés non-ribosomal peptide synthetase)
(Salomon et al, 2004). Os antibiéticos vancomicina e penicilina, o agente
imunossupressor ciclosporina e o composto antitumoral bleomicina sao alguns
exemplos do vasto grupo de peptideos nao ribossomais com atividades bioativas
(Salomon et al., 2004).

Apesar da grande ocorréncia de esponjas nos ecossistemas marinhos, a
investigacdo das comunidades bacterianas associadas a elas tem sido restrita a
poucas areas (Althoff et al., 1998, Fieseler et al., 2004, Webster et al., 2004, Steindler
et al.,, 2005, Taylor et al., 2005, Enticknap et al., 2006, Kim & Fuerst, 2006, Fieseler et
al., 2007).

Segundo Hardoim e colaboradores (2009) faltam estudos de micro-organismos
associados a esponjas do Sul do oceano Atlantico. O Brasil possui 8.000 km de costa
com largas areas de recifes de corais que abrigam uma alta diversidade de esponjas

marinhas (Muricy & Hajdu, 2006, Santos et al. 2010). Embora esteja claro que as
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esponjas possuam abundantes consérsios microbianos, poucos estudos investigam a
composicao de comunidades de bactérias associadas as esponjas brasileiras (Turque
et al., 2008, Hardoim et al., 2009; Santos et al., 2010). Pouca atencdo é dada,
inclusive, ao cultivo de bactérias associadas as esponjas e suas atividades biolégicas
(Santos et al., 2010).

Neste contexto, este trabalho visa acessar a diversidade e composicdo da
comunidade bacteriana de quatro espécies de esponjas coletadas no litoral norte do
estado de Sao Paulo, avaliar o potencial biotecnolégico dos isolados por meio da
caracterizacao da presenca ou auséncia dos fragmentos dos genes PKS e NRPS, bem

como avaliar sua capacidade de produgao de compostos antimicrobianos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. AS ESPONJAS

Os poriferos, também conhecidos como esponjas, sdo organismos invertebrados
pluricelulares, bentbnicos e sésseis, habitantes de oceanos tropicais, temperados e
polares, com algumas espécies encontradas em agua doce (Hentschel et al., 2002;
Radjasa et al., 2007a, Taylor et al., 2007). Sao, ainda, organismos filtradores,
apresentando um sistema de canais exclusivo do filo Porifera, ao redor do qual seu
corpo € construido, e por onde circulam grandes quantidades de agua. Os coandcitos,
células flageladas especializadas, podem filtrar as particulas de alimento (incluindo
bactérias e microalgas) da agua, e estas sao transferidas para o mesoéfilo, uma extensa
camada de tecido conjuntivo (Taylor et al., 2007). No mesdfilo, as particulas de
alimento séo digeridas via fagocitose por outro grupo de células, fornecendo os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento da esponja (Taylor et al., 2007).
Também no meséfilo das esponjas podem se localizar densas comunidades de micro-
organismos (Taylor et al., 2007).

Taxonomicamente existem trés classes de esponjas: a Classe Calcarea (cinco
ordens e 24 familias), a Classe Demospongiae (15 ordens e 92 familias) e a Classe
Hexactinellida (seis ordens e 20 familias). Cerca de 15.000 espécies de esponjas ja
foram descritas, sendo na sua maioria representantes da classe Demospongiae, e
acredita-se que sua verdadeira diversidade pode ser ainda maior (Fieseler et al., 2004).

O Brasil tem uma costa imensa, com uma fauna que €, em geral, pouco estudada,
e o filo Porifera € um dos menos estudados (Cedro et al., 2007). Ha poucos estudos
sobre diversidade de esponjas na costa brasileira (Cedro et al., 2007, Muricy & Moraes,
1998, Muricy & Silva, 1999) bem como conhecimento de sua distribuicao, reproducao e

tipos de interacdes ecoldgicas (Cedro et al., 2007).



Um estudo feito no Estado de Pernambuco detectou uma enorme diversidade de
esponjas, representadas por 14 ordens, incluindo uma da classe Calcarea e 13 ordens
da classe Desmospongie, englobando 28 familias (Muricy & Moraes, 1998).

A esponja Amphimedon viridis é extremamente abundante na costa brasileira
(Muricy et al., 1991, Hajdu et al., 1999). Outras esponjas, como Cinachyrella alloclada,
Chondrilla aff. nucula, Cliona aff. celata, C. varians, H. melana, Tedania ignis e Tethya,
também sdo comuns em determinadas regides da costa brasileira (Muricy et al., 1991,
Klautau et al. 1999, Muricy & Ribeiro, 1999, Lazoski et al., 2001).

As espécies mais frequentes nas estacdes amostradas em estudo feito no Rio de
Janeiro foram Spirastrella hartmani, Cinachyrella alloclada, Chondrilla aff. nucula e
Scopalina ruetzleri (Moraes et al., 2003).

Outro estudo relizado no litoral do estado de Alagoas por Cedro e colaboradores
(2007), recuperou espécies das esponjas Cinachyrella apion, lotrochota birotulata e
Spirastrella coccinea, mais raras na costa brasileira. Também foram encontrados
exemplares da esponja Dragmacidon reticulata, a qual foi uma das espécies estudadas
neste trabalho.

A esponja Dragmacidon reticulata possui cor vermelha viva, alaranjada ou
amarronzada. Extratos brutos desta espécie apresentam atividade antibacteriana,
antifungica e citotoxica. Ela ocorre nos Estados Unidos, Golfo do México, Caribe e ao
longo da costa brasileira, sendo comum no litoral sudeste (Muricy & Hajdu, 2006;
Muricy et al., 2008).

Outra esponja estudada pertence a espécie Axinella corrugata, a qual possui uma
cor laranja viva a vermelha e formato arbustivo, podendo ser lobada ou ramificada,
com uma base estreita e as vezes com pedunculo. Coloniza substrato rochoso em

aguas rasas, as vezes na zona de transicdo entre rocha e areia, de 2 a 15 m de



profundidade. No Brasil ela ocorre em alguns locais da costa brasileira, e esta presente
também no Caribe e nos Estados Unidos (Muricy & Hajdu, 2006).

A esponja Petromica citrina apresenta cor amarela a laranja-amarelada, com
forma incrustante a macica, irregular, com uma base relativamente grossa. E
encontrada em costdes rochosos rasos e, até o presente, é considerada uma espécie
endémica do Sul e Sudeste do Brasil (Muricy et al., 2001; Muricy & Hajdu, 2006). Esta
foi a terceira espécie de esponja estudada neste trabalho.

Finalmente, a Gltima espécie estudada foi a esponja Chelonaplysilla erecta, a qual
possui na superficie uma cor roxa ou violeta escura com reflexos esbranquicados e
forma maciga, lobada. Facilmente identificavel pela reticulagdo de detritos na
superficie. Comum em costdes rochosos, exposta a luz, 1 a 20 m de profundidade.
Ocorre no Caribe, Mediterraneo, Mar Vermelho e na costa brasileira (Muricy & Hajdu,

20086).

2.2. DIVERSIDADE DE BACTERIAS ASSOCIADAS AS ESPONJAS

As esponjas abrigam uma grande comunidade de micro-organismos, que
compdem uma porcentagem significativa (até 50-60%) de sua biomassa (Bergmann &
Burke, 1955; Wang, 2006) e com a qual o invertebrado pode estabelecer diferentes
relagdes, desde parasitédrias até simbidticas (Dharmaraj et al., 2010). As fungdes
simbidticas atribuidas a microbiota associada as esponjas incluem a aquisicdo de
nutrientes, estabilizacdo do esqueleto da esponja, tratamento de residuos metabdlicos
e producao de metabdlitos secundarios (Hentschel et al., 2002).

Existem dois caminhos através dos quais uma esponja adquire 0s micro-
organismos durante seu desenvolvimento. A primeira é pela absorcdo seletiva de
determinadas bactérias presente na coluna de agua circundante que passa pela

esponja durante a alimentagao por filtragdo. A segunda € a transmissao vertical dos
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micro-organismos através dos gametas da esponja, com a inclusao das bactérias nos
odcitos ou nas larvas (Radjasa et al., 2007b). No geral, a associagao entre esponjas e
micro-organismos depende da capacidade destes em resistir ao processo digestivo e a
resposta imune das esponjas para habita-las (Wilkinson, 1987).

Uma esponja hospedeira pode possuir diversos simbiontes. A esponja Theonella
swinhoei, por exemplo, abriga bactérias heterotréficas unicelulares, cianobactérias
unicelulares e bactérias filamentosas heterotroficas simultaneamente (Bewley et al.,
1996). Por outro lado, existem evidencias de que alguns micro-organismos
simbidnticos podem habitar esponjas especificas (Taylor et al., 2007).

A comunidade microbiana simbidntica € extremamente diversa e a composi¢ao
das espécies demonstra uma variacao temporal e geografica (Webster & Hill, 2001).
Ela inclui um diverso ramo de arqueas, bactérias heterotréficas, cianobactérias, algas
verdes, algas vermelhas, cryptofitas, dinoflagelados e diatomaceas (Santavy et al.,
1990, Larkum, 1987; Preston et al., 1996).

Um estudo utilizando a estratégia independente de cultivo, através da produgéo
de bibliotecas do gene do RNA ribossomal 16S e DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis), revelou a presengca de representantes dos filos: Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus,
Firmicutes, = Gemmatimonadetes, Nitrospira,  Planctomycetes,  Proteobacteria,
Spirochaetes, e Verrucomicrobia (Hentschel et al., 2006).

Além disso, membros de diversos filos bacterianos, como os Actinobacteria,
Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Planctomycetes, Proteobacteria e
Verrucomicrobia foram isolados em cultura pura a partir de esponjas marinhas (Olson
et al., 2000; Burja & Hill, 2001; Hentschel et al., 2001; Webster et al., 2001; Webster &
Hill, 2001; Olson et al., 2002; Pimentel-Elardo et al., 2003; Chelossi et al., 2004;

Dieckmann et al., 2005; Kim et al., 2005; Lafi et al., 2005; Montalvo et al., 2005; Sfanos
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et al., 2005; Enticknap et al., 2006; Kim & Fuerst, 2006; Lee et al., 2006; Scheuermayer
et al., 2006).

Com algumas excegdes em Euryarchaeota (Webster et al. 2001; Holmes &
Blanch, 2006) arqueas reportadas em esponjas marinhas sdao membros do filo
Crenarchaeota (Preston et al., 1996; Webster et al., 2001; Margot et al. 2002; Lee et
al.,, 2003; Webster et al., 2004; Holmes & Blanch, 2006). Biomarcadores lipidicos
também sugerem a presenca de membros de ambos os filos Euryarchaeota e
Crenarchaeota em uma esponja artica de aguas profundas (Pape et al., 2006).

Dentre os micro-organismos eucaridticos, foram reportados dinoflagelados
(Garson et al., 1998; Hill & Wilcox, 1998, Scalera-Liaci et al. 1999), e diatoméaceas
(Bavestrello et al., 2000; Cerrano et al., 2000; Cerrano et al., 2004) em esponjas, com

destaque para as diatomaceas prevalentes em ambientes polares.

2.3. COMPOSTOS BIOATIVOS PRODUZIDOS POR MICRO-ORGANISMOS
ASSOCIADOS AS ESPONJAS MARINHAS

As esponjas sao organismos sésseis simples que, durante sua evolucao,
desenvolveram mecanismos quimicos defensivos potentes para se protegerem de
predadores e competidores, assim como de micro-organismos infecciosos. Estudos
mostram que os metabdlitos secundarios em esponjas desempenham um papel crucial
na sua sobrevivéncia no ecossistema marinho (Thakur et al.,, 2004). H& um interesse
biomédico e um potencial para uso na industria farmacéutica desses produtos (Jensen
& Fenical, 1994; Bernan et al. 1997; Haygood et al., 1999; Lee et al., 2001; Osinga et
al., 2001; Proksch et al., 2002; Taylor et al., 2007), uma vez que estes apresentam
atividades antivirais, antitumorais, antimicrobianas e propriedades citotoxicas gerais

(Wang, 2006).



Curiosamente, de 13 produtos naturais marinhos que estdo em ensaios clinicos
de novos farmacos, 12 sao provenientes de invertebrados (Proksch et al., 2003, Thakur
et al., 2005, Gunasekera et al., 2004 ). Entre eles, o filo Porifera € o que proporciona um
maior niumero de produtos naturais, especialmente os compostos farmacologicamente
ativos (Thakur et al., 2005, Gunasekera et al., 2004). No entanto, evidéncias demonstram
que certos compostos advindos de esponjas marinhas sao sintetizados, na verdade,
pelos micro-organismos simbiontes (Shigemori et al, 1992; Kobayashi & Ishibashi,
1993; Unson et al., 1994; Piel et al., 2004; Kim et al., 2006; Hardoim et al., 2009, Li,
2009, Zhang et al. , 2009a e 2009b), embora outros sejam genuinamente sintetizados
pelas préprias esponjas (Otero-Gonzélez, 2010), ou tem sua origem sob investigacédo
(Zheng et al. 2000; Lee et al. 2001).

A primeira evidéncia experimental a apoiar a hip6étese de que 0s micro-
organismos marinhos simbibticos das esponjas seriam o0s reais produtores de certos
compostos bioativos foi derivada do trabalho de Faulkner e colaboradores (2000), que
investigou a localizagdo de produtos naturais na associagdo de micro-organismos e
esponjas. Neste estudo, as populacées de células no interior das amostras de
esponjas foram separadas por centrifugacao diferencial e as fragdes obtidas foram
analisadas quimicamente. Dessa forma, foi possivel localizar dois compostos com
diferentes bioatividades em duas cepas bacterianas distintas. Ambas as cepas
bacterianas foram isoladas da esponja Theonella swinhoei.

A enorme diversidade de metabdlitos secundarios ativos que podem ser
produzidos pelos micro-organismos simbidnticos envolve polipeptidios complexos,
peptideos ndo ribossomais, terpendides, alcaldides; todos com propriedades
igualmente relevantes (Friedrich et al., 1999; Matsunaga & Fusetani, 2003; Fusetani,
2004; Piel, 2004; Blunt et al., 2005; Keyzers & Davies-Coleman, 2005; Sipkema et al.,

2005; Moore, 2006; Piel, 2006; Taylor et al., 2007, Hardoim et al., 2009).



O grande numero de cepas bacterianas isoladas de esponjas com atividades
antimicrobianas sugere que as esponjas marinhas representam um nicho ecol6gico
que abriga uma grande diversidade microbiana ndo caracterizada e, ainda, um
inexplorado potencial para a busca de novos metabdlitos secundarios (Marinho et al.,
2009).

Em uma bactéria associada a esponja marinha Dysidea avara, coletada no Mar
Adriatico, foi detectada a produgdo do composto 2-metiltio-1, 4 - naftoquinona. Este
composto mostrou fortes propriedades antiangiogénicas e antimicrobianas (Thakur e
Muller, 2005). Outra bactéria, Alcaligenes faecalis A72, produzindo o composto L, L-
dicetopiperazina com moderada ag¢do antimicrobiana, foi encontrada em associa¢ao
com a esponja Stelletta tenuis, no Mar da China Meridional (Li, 2009).

Marinho e colaboradores (2009) isolaram uma nova linhagem de Pseudomonas
putida (designada Mm3 P. putida) a partir da esponja Mycale microsigmatosa no Rio de
Janeiro, produtora de uma potente substancia antimicrobiana ativa contra bactérias
multirresistentes (Marinho et al., 2009).

Um estudo recente de Santos e colaboradores (2010) encontrou doze isolados
bacterianos de esponjas marinhas brasileiras com atividade antimicrobiana contra, pelo
menos, uma das linhagens indicadoras utilizadas em seu estudo. Zhang e
colaboradores (2009) encontraram 15 isolados bacterianos de esponjas marinhas no
Sul da China com atividade antimicrobiana, dentre os quais a bacteria Alcaligenes sp.
A11 se mostrou ativa contra quatro dos seis micro-organismos indicadores utilizados
no estudo. Os diferentes espectros antimicrobianos indicam o potencial de diversidade
guimica dos metabdlitos biologicamente ativos dessas bactérias (Zhang et al., 2009).

Esses estudos, dentre outros, mostram que o estudo da atividade antimicrobiana
de extratos de micro-organismos isolados de esponjas marinhas pode ser muito

promissor. No entanto, um fator extrememente importante a ser considerado é que o
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micro-organismo deve produzir o composto de interesse em condigées de laboratdrio,
uma vez fora do seu habitat natural, as bactérias podem frequentemente alterar seu
metabolismo devido as alteragdes nas condi¢des de crescimento ou a falta de presséao
seletiva (Hentschel et al., 2001).

Como a sintese de compostos quimicos pode ser complicada e onerosa devido a
complexidade estrutural, a producao de pelo menos alguns compostos por micro-
organismos pode levar a uma produgao sustentavel e ilimitada de compostos através

de cultivo de micro-organismos relevantes (Proksch et al., 2002; Piel, 2004).

2.4. POLICETIDEO SINTASE E PEPTIDEO SINTASE NAO RIBOSSOMAL

Os policetidios e os peptideos ndo ribossomais sdo importantes classes de
compostos marinhos naturais, compreendendo uma grande e estruturalmente distinta
familia de produtos naturais bioativos (Hill, 2003, Hill, 2004, Hill, 2005), os quais
incluem diversos antibidticos, toxinas, sideroforos e imunossupressores (Cane et al.,
1998; Crosa & Walsh, 2002). Estes compostos sado sintetizados por enzimas
multifuncionais de alto peso molecular (200-2,000 kDa) de bactérias, fungos e plantas
(Cane et al, 1998; Moffitt & Neilan, 2003), denominadas peptideo sintase néo
ribossomal (NRPS) e policetideo sintase (PKS).

Muitos policetidios vém sendo isolados de esponjas (Okada et al., 2002; Huang et
al., 2004), mas a investigacdo dos genes que codificam as PKS de micro-organismos
marinhos € ainda incipiente (Zhang et al., 2009).

Enquanto os produtos dessas vias sdo muito diferentes em estrutura e fungao,
eles ttm em comum um sistema colinear de montagem que utiliza um cofator para
permitir que uma variedade de atividades enzimaticas ocorra de uma forma altamente

ordenada (Salomon et al., 2004).
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Estas enzimas sdo organizadas de forma modular, e utilizam dominios
especificos para catalisar sequencialmente a condensacdo de &cidos carboxilicos
simples (PKS) ou aminoacidos (NRPS), construindo blocos em uma cadeia crescente,
de forma similar a uma linha de montagem. Cada médulo, organizado em um cluster, é
responsavel pela extensdo da cadeia através do reconhecimento, ativacdo e
incorporagdo de substratos especificos. A diversidade estrutural é introduzida através
da variagdo das combinacdes e permutagcdes de ambos os dominios, integrais e
auxiliares (Salomon et al., 2004).

Existem trés principais classes de sistemas PKS, organizadas pelo tipo de sintese
e estrutura do produto final. A PKS tipo |, em bactérias, € um complexo multienzimatico
organizado em médulos lineares individuais, cada um dos quais é responsavel por uma
Unica parte do processo de alongamento da cadeia ou modificagcdo pds-condensagao
da B-carbonila resultante. A PKS tipo | que ocorre em fungos consiste numa proteina
Unica e gigante que utiliza o mesmo conjunto de dominios em um médulo para a
construcao do policetideo (Salomon et al., 2004).

As PKSs tipo Il sdo complexos de proteinas monofuncionais caracterizadas pelo
uso repetitivo de um unico conjunto de distintas enzimas para a construcao de cadeias
de policetideo que sao, entao, ciclizados para produzir pequenas moléculas contendo
sistemas de anéis aromaticos (Salomon et al., 2004).

Um terceiro tipo de policetideo sintase foi identificado a partir de bactérias
pertencentes a chalcona e estilbeno sintase, uma familia de enzimas de plantas. Estes
sistemas enzimaticos, ao contrario dos sistemas do tipo | e Il, contém uma proteina,
um dominio e um sitio ativo para realizar as trés reagfes centrais da cadeia: iniciagao,
alongamento e ciclizagdo (Austin & Noel, 2003).

Uma tipica PKS modular € composta pelos dominios: aciltransferase (AT),

cetosintase (KS) e proteina transportadora de acil (ACP) (Schwarzer & Marahiel, 2001,
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Staunton & Weissman, 2001). Todos esses dominios estdo envolvidos na sintese
programada de um novo policetideo (Ayuso-Sacido & Genilloud, 2005).

As acdes dos dominios essenciais presentes nas PKSs tipos | e Il sdo
apresentados esquematicamente na Figura 1, extraida do trabalho de Salomon e

colaboradores (2004).

Dominios redutores Dominio auxiliar
— 1

Modulo de al t - .
= seibicgons Terminacao de cadeia
® 9

Figura 1. Estrutura béasica de uma policetideo sintase (KS: cetosintase, AT: acil

transferase, ACP: proteina transportadora de acila, DH: desidratase, KR:
cetoredutase, ER: enoil redutase, TE: tioesterase , MT: metil transferase). Imagem
adaptada de Salomon e colaboradores (2004).

Por sua vez, os metabdlitos peptidicos produzidos pela via ndo ribossomal
exibem um notavel espectro de atividades e sdo extremamente importantes como
produtos farmacéuticos. Exemplos de alguns dos mais clinicamente Uteis sdo os
peptideos antibidticos vancomicina e penicilina, o agente imunossupressor ciclosporina
e o composto antitumoral bleomicina. Compostos sintetizados por NRPSs podem ser
distinguidos pela presenga de ramificacdes, D-aminoacidos e estrutura muitas vezes
ciclica (Salomon et al., 2004).

Como no sistema PKS tipo |, NRPSs sao grandes complexos enzimaticos
multifuncionais que constroem cadeias a partir de “blocos” selecionados
individualmente. Os NRPSs também sao organizados em médulos, cada um dos quais
€ responsavel por um ciclo de alongamento pela incorpora¢do de um Unico aminoécido

no crescimento da cadeia peptidica. As agdes dos dominios essenciais ha NRPS sao
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apresentadas esquematicamente na Figura 2, extraida do trabalho de Salomon e

colaboradores, 2004.

Estereoquimica do o-Carbono Dominios auxiliares

Modulo de alongamento® Terminacao de cadeia

® WE)E)

Figura 2. Estrutura basica de um peptideo sintase n&o ribossomal (C: condensacao, A:
adenilacdo, PCP: proteina transportadora peptidil, E: epimerase, Cy: ciclizacdo, Ox:
oxidorredutase). Imagem adaptada de Salomon e colaboradores (2004).

Cada médulo de alongamento contém trés dominios essenciais: adenilagdo (A),
proteina transportadora de peptidil (PCP) e condensacao (C), todos envolvidos no
reconhecimento e condensacdo do substrato (Schwarzer & Marahiel, 2001). Foi
demonstrado que a substituicdo de um dominio ou médulo dentro do complexo de
multi-enzimatico PKS e NRPS podem levar a um complexo funcional que ira sintetizar
um novo policetideo (Gokhale et al., 1999; McDaniel et al, 1999). Assim, o
reconhecimento da diversidade das PKS e NRPS no ambiente é importante para a
descoberta de futuras drogas e biossinteses combinatérias (Zhao et al., 2008).

A deteccao de sequéncias de genes envolvidos na sintese de metabdlitos para
avaliar o potencial biossintético ja foi descrita em diferentes grupos taxonémicos
(Christiansen et al., 2001; Sigmund et al., 2003).

A estrutura conservada dos dominios da PKS e NRPS permite sua detecgéo
através de reacdes de polimerase em cadeia (Kennedy et al., 2009). Assim, essa

abordagem pode ser usada como uma técnica para selecionar micro-organismos com
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potencial para a produgdo de metabdlitos secundéarios (Ayuso-Sacido & Genilloud,
2005).

Evidéncias indicam que mais produtos naturais bioativos serdo descobertos em
micro-organismos associados a esponjas e outros invertebrados marinhos.
Informacdes taxon6micas e bioquimicas destes micro-organismos ajudardao na busca
de novos produtos naturais bioativos. Além disso, o conhecimento das vias
biossintéticas dos produtos naturais pode ajudar a desenvolver rotas sintéticas
quimicas ou biotecnolégicas para a producao destes produtos (Osinga et al., 1998).

Segundo Taylor e colaboradores (2007), para estudos futuros em organismos
simbidnticos de esponjas, alguns aspectos devem ser considerados. Primeiramente, a
identificacdo e o isolamento dos micro-organismos simbidnticos sdo um passo crucial
para o futuro cultivo e produgédo dos metabdlitos (Gaino & Sara, 1994). Em segundo
lugar, a origem do produto natural s6 pode ser atribuida ao micro-organismo
simbidntico quando a sintese for demonstrada em culturas isoladas do hospedeiro
(Bewley et al., 1996). Em terceiro lugar, ndo é certo se o micro-organismo continuara

produzindo o metabdlico na auséncia da esponja hospedeira (Gaino & Rebora, 2003).

15



3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

A presente proposta teve por objetivo a caracterizagao taxonémica da diversidade
de bactérias isoladas de esponjas coletadas no litoral norte do estado de S&o Paulo,

Brasil, e a bioprospecc¢ao de substancias antimicrobianas a partir destas bactérias.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizagdo das bactérias associadas as esponjas através da andlise de
fingerprinting genémico da sequéncia do gene RNA ribossomal 16S (ARDRA -
Amplified Ribossomal Restriction Analysis);

o Identificacao das bactérias representantes de grupos distintos utilizando o
sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S e andlise filogenética;

o Avaliacdo do potencial biotecnoldgico dos isolados a partir da caracterizagcao da
presenca ou auséncia dos fragmentos dos genes que codificam as enzimas PKS-I,
PKS-Ile NRPS através da amplificagdo do DNA com primers especificos degenerados;
o Avaliacdo da atividade antimicrobiana a partir de ensaio de difusdo em bloco de
agar;

° Producao de extratos microbianos das bactérias isoladas de esponjas com
atividade antimicrobiana a partir do ensaio de difusdo em bloco de agar;

e Avaliagéo da atividade antimicrobiana dos extratos microbianos pelo método de
Microdiluicao;

. Estruturacdo de uma colecdo tematica de bactérias associadas a esponjas,
empregando metodologias de preservacao de longo tempo, na Colecao Brasileira de
Micro-organismos de Ambiente e Industria — CBMAI, localizada no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), UNICAMP,

Campinas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MANUTENCAO, PRESERVACAO E REATIVACAO DOS ISOLADOS

As bactérias utilizadas neste projeto foram isoladas pela equipe da Divisdo de
Recursos Microbianos (DRM) no ambito do Projeto Tematico FAPESP 05/60175-2,
“Descoberta e desenvolvimento de potenciais agentes quimioterapéuticos a partir de
invertebrados marinhos e de micro-organismos associados”, coordenado pelo
pesquisador Dr. Roberto Berlinck, IQ-USP/SC e estao mantidas na DRM/CPQBA.

As bactérias foram recuperadas de quatro esponjas marinhas, Axinella corrugata
(AC), Petromica citrina (PC), Chelonaplysilla erecta (CE) e Dragmacidon reticulata
(DR), coletadas no Parcel da Coroa (23473 S; 45087 W), Saco do Pocgo (23453 S;
45158 W), llha de Serraria (23484 S; 45134 W) e llha de Bulzios (23489 S; 45089 W),
respectivamente, na regido de Ilha Bela, Sdo Paulo, Brasil, em profundidades entre 5 e
15 m.

Os isolados foram preservados pelo método de ultracongelamento a - 80 °C,
conforme descrito por Kirsop & Doyle (1991); Hunter-Cevera & Belt (1996) e com
modificagbes adotadas na CBMAI (Colecdo Brasileira de Micro-organismos de
Ambiente e Industria).

Os isolados preservados foram reativados em 5 mL de meio de caldo nutriente e
incubados a 28 °C por 24 a 48 h. Uma aliquota do crescimento foi transferida para o
meio de isolamento e incubado nas mesmas condi¢cées (Anexo 1). A pureza da cultura
foi verificada por observagdo macroscopica das colénias na placa e confirmada por

observagao microscépica da coloragao de Gram (Halebian et al., 1981)
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4.2. CARACTERIZAGAO DA DIVERSIDADE GENETICA DOS ISOLADOS

A caracterizacao taxonémica molecular dos isolados foi baseada na analise de
fingerprinting genémico das sequéncias do gene RNA ribossomal 16S, ou ARDRA
(Amplified Ribossomal Restriction Analysis), seguida do sequenciamento de um
fragmento deste gene para as bactérias representantes de grupos taxondmicos

potencialmente distintos e analise filogenética.

4.2.1. EXTRACAO E QUANTIFICAGCAO DE DNA GENOMICO

A extracdo do DNA genbémico dos isolados bacterianos associados as esponjas
foi realizada segundo o método descrito por Pospiech & Neumann (1995), com
algumas modificagbes. Cerca de 100 mg de biomassa da cada isolado, cultivado no
meio de isolamento (Anexo 1), foram utilizados para extracdo do DNA gendémico. As
células foram recuperadas em 1 mL de tampao SET (NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, Tris
20 mM em pH 7,5) e centrifugadas a 12.000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido, novamente, em 0,5 mL do mesmo
tampé&o. Foram adicionados 5 pL de solugdo de lisozima numa concentracao final de 1
mg/mL e, em seguida, os tubos foram incubados a 37 °C por 60 min. Posteriormente,
foi adicionado 1/10 de volume de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% e 0,5 mg/mL de
proteinase K (solugao estoque 10 mg/mL), e os tubos foram incubados a 55 °C por 2 h
e homogeneizados.

Foi adicionado 1/3 do volume de NaCl 5 M e 1 volume de cloroférmio. Em
seguida, os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 30 min, tendo sido
homogeneizados ocasionalmente. Os tubos foram, entdo, centrifugados a 12.000 rpm
por 10 min e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo de polipropileno. O DNA

foi precipitado com 1 volume de isopropanol e os tubos foram homogeneizados vérias
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vezes a fim de misturar as solugées ou até visualizar um precipitado fibroso branco. Os
tubos foram centrifugados a 6.500 rpm por 3 min.

O DNA precipitado foi lavado 2 vezes com 1,0 mL de etanol 70% (v/v) e, em
seguida os tubos foram centrifugados a 6.500 rpm por 3 min entre as lavagens. O DNA
precipitado foi mantido a temperatura ambiente ou em estufa a 37 °C até secar
completamente. Em seguida, o DNA foi dissolvido em 200 pL de TE pH 8,0 e 10 pL de
RNAse (10 mg/mL) foram adicionados a suspensao. Os tubos foram incubados por 1
hora a 37 °C. Apéds este periodo, foram adicionados 20 uL de cloreto de litio 4 M e 1
volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), a fim de remover as proteinas da
suspensdo. Os tubos foram agitados manualmente e centrifugados a 12.000 rpm por
10 min.

O DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto gelado e os tubos foram
centrifugados a 6.500 rpm por 3 min. O sobrenadante foi descartado. O DNA
precipitado foi lavado 2 vezes com etanol 70%, conforme descrito anteriormente. O
DNA precipitado foi seco nas mesmas condi¢cées ja mencionadas e, em seguida, foi
suspendido em 20 a 50 pL de agua Milli-Q e estocados a 4 °C.

O DNA extraido foi quantificado através da comparacdo com o DNA A em
diferentes concentragdes em gel de agarose a 0,8% submetido a eletroforese por 30
min em condicdo de 5 V por cm. Apds sua quantificacdo, o DNA extraido foi, entao,

armazenado em tubos de polipropileno e mantido a temperatura de 4 °C.

4.22.  AMPLIFICACAO DO DNA GENOMICO

A amplificagcédo do gene RNA ribossomal 16S foi feita por meio de uma reacao de
polimerase em cadeia (PCR) utilizando os primers p27f e p1401r (Lane et al., 1985),

homologos a regides conservadas do gene RNA ribossomal 16S de bactérias.
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As condigbes utilizadas na reacdo de amplificacdo foram: 5 uL de tampao 10X
(sem Mg*?); 1 pL de MgCl; (2,5 mM); 0,4 pL de dNTP (2,5 mM cada); 0,75 pL de cada
primer (20 uM); DNA para uma concentracao final de 50-100 ng; 4 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen); e agua Milli-Q esterilizada completando o volume para 50 uL
de reacdo. Para a amplificagao foi realizada uma desnaturagao inicial de 95 °C por 2
min, seguida de 30 ciclos sendo: 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 3 min,

extensao final de 3 min a 72 °C, em termociclador Eppendorf®.

4.2.3. ARDRA (Amplified Ribossomal Restriction Analysis)

Os produtos de amplificacdo correspondentes ao gene que codifica o RNA
ribossomal 16S foram utilizados em reagdes independentes de restricdo enzimatica,
utilizando as enzimas Hhal (GE Healthcare), Alul (GE Healthcare) e Ddel (Promega),
visando a obtencao de perfis de bandas polimorficos para tipagem das linhagens em
nivel de espécie e/ou género. As reacdes de digestdo foram realizadas conforme a
recomendacao dos fabricantes das enzimas utilizadas. Os produtos da digestdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,5 % em tampao TAE 1X para
visualizagdo do perfil de bandas.

As imagens dos géis com perfis de bandas foram analisadas pelo programa
GelCompar (version 4.1; Applied Maths, Kortrijk, Belgium), ap6s a conversao e a
normalizagdo dos perfis com o padrao de peso molecular (100 pb, MBI Fermentas). Os
perfis de bandas foram combinados e analisados em conjunto pelo coeficiente de DICE
usando o algoritmo UPGMA (Dice, 1945).

As linhagens que apresentaram perfis de bandas distintos, ou seja,

representativos de grupos taxondémicos diferentes, tiveram o gene RNA ribossomal 16S
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sequenciado para inferéncia filogenética. Foram considerados representativos de um

mesmo ribotipo os isolados com similaridade igual ou maior que 97%.

4.2.4. SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA DO GENE RNA
RIBOSSOMAL 16S

Ap6s andlise dos perfis gerados, os produtos da amplificacdo de isolados
potencialmente distintos foram purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA &
gel band purification kit, GE Health Care) e submetidos ao sequenciamento em
sequenciador automatico (MegaBace, GE Health Care). As reacdes de
sequenciamento foram realizadas com o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis Systems (GE Health Care), utilizando os
primers internos p10f (5" GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 3), p765f (5" ATT AGA
TAC CCT GGT AG 37), p782r (5° ACC AGG GTA TCT AAT CCT GT 3) e p1100r (5°
AGG GTT GGG GTG GTT G 3").

As sequéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas para cada isolado
foram montadas em um contig (sequéncia unica combinando os diferentes fragmentos
obtidos) através do programa Phrep/Phrap/Consed (Ewing & Green, 1998, Ewing et al.,
1998, Gordon et al, 1998, Gordon, 2004) e, em seguida, comparadas com as
sequéncias de organismos representados nas bases de dados do Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do Ribossomal Database Project (RDP)
(http://rdp.cme.msu.edu/).

As sequéncias do gene RNA ribossomal 16S recuperadas relacionadas a
sequéncia do gene para o organismo desconhecido foram selecionadas para
alinhamento no programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1994) e as analises
filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA versao 4.0 (Tamura et al.,

2007). A matriz de distancia evolutiva foi calculada com o modelo de Kimura (1980) e a
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arvore filogenética construida a partir das distancias evolutivas calculadas pelo método
de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), com valores de bootstrap a partir de 1000 re-

amostragens.

4.3. AVALIACAO GENETICA DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO POR MEIO DA

AMPLIFICACAO DOS GENES PKS I, PKS Il E NRPS

A avaliagado das bactérias isoladas de esponjas com potencial biotecnoldgico foi
realizada a partir da amplificacdo dos genes PKS I, PKS Il e NRPS com primers
degenerados descritos na literatura (Metsa Ketela et al, 1999; Ayuso-Sacido &

Genilloud, 2005) (Tabela 1).

Tabela 1. Primers selecionados para amplificacdo de fragmentos dos genes dos

sistemas PKS I, PKS Il e NRPS de bactérias isoladas de esponjas marinhas.

Tamanho
Gene  Primer Sequéncia 5' 3' Fragmento Referéncia

(pb)

PKS 1 PKSI_JF TSAAGTCSAACATCGGBCA
PKSI_JR CGCAGGTTSCSGTACCAGTA

PKS Il PKSI_JF  TSGCSTGCTTCGAYGCSATC
PKSII_JR TGGAANCCGCCGAABCCGCT

NRPS NRPS_JF GCSTACSYSATSTACACSTCSGG
NRPS_JR SASGTCVCCSGTSCGGTAS

1200-1400  Ayuso-Sacido & Genilloud, 2005

600-700 Metsa-Ketela et al., 1999

700 Ayuso-Sacido & Genilloud, 2005

A reacgao amplificagdo consistiu em 2,5 pL de tampao 10X (sem Mg*?); 0,75 L de
MgCl, 2,5 nM; 0,2 uL de dNTP’s (2,5 nM cada); 0,4 uL de cada primer (20 uM), 3-5 uL
de DNA (50-100 ng); 4 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen); e agua Milli-Q
esterilizada completando o volume para 50 pL de reagcdo. As condi¢cbes de reagao

foram: desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min; seguido por 35 ciclos a 95 °C por 1 min,
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55 °C por 2 min e 72 °C por 2 min; com uma extensao final de 72 °C por 10 min, em
termociclador Eppendorf ®.

Os produtos esperados na reagcao de amplificacdo foram analisados e
visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,2 % conforme descrito

anteriormente.

4.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana das bactérias associadas as esponjas foi avaliada por
dois métodos distintos: o ensaio de difusao em bloco de agar (Ichikawa et al., 1971) e a
determinagédo da concentragao inibitéria minima pelo método de Microdiluicao (CLSI,

2002; CLSI, 2003).

4.4.1. METODO DA DIFUSAO EM BLOCO DE AGAR

A atividade antimicrobiana dos isolados de esponjas marinhas foi avaliada pelo
método de difusdo em bloco de &gar contra os seguintes micro-organismos
indicadores: as bactérias Pseudomonas aeruginosa CBMAI 701, Micrococus luteus
CBMAI 825, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis CBMAI 707 e a
levedura Candida albicans ATCC 10231.

O procedimento consistiu inicialmente no cultivo das bactérias associadas as
esponjas nos respectivos meios de isolamento (Anexo 1). Concomitantemente, as
bactérias indicadoras foram cultivadas em meio Mueller-Hinton (MH) (Difco) e a
levedura indicadora em Sabouraud Dextrose (SD) (Oxoid), ambos incubados por 24 h
a 37 °C.

Ap6s o crescimento, foi padronizada uma suspensdo de células dos micro-

organismos-teste na concentragao aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL e 5 X 10° UFC/mL
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para as bactérias e leveduras respectivamente, de acordo com a escala de McFarland.
Em seguida, 150 L dessa solugao foram semeados nos meios sélidos (AMH e SDA).

Blocos de Agar circulares de seis mm de diametro das bactérias isoladas de
esponjas foram, entdo, transferidos para as placas contendo os micro-organismos
indicadores inoculados. O teste foi realizado em ftriplicata para todas as bactérias
isoladas.

As placas foram incubadas a 37 °C e foram efetuadas leituras apds 24 h e apés
96 h, sendo a medida do halo tomada apés a segunda leitura. Com o valor obtido, em
mm, foi calculada a média e os resultados foram analisados pela escala sugerida por
Matsuura (2004) (Tabela 2). O controle do experimento foi realizado inoculando-se
somente blocos de agar do meio de cultura (sem os micro-organismos isolados) sobre

0S micro-organismos indicadores.

Tabela 2. Escala de classificagdo de halos de inibigdo segundo Matsuura (2004).

Tipo de Tamanho do halo de Intensidade da
inibicao inibicao inibicao
Ausente 0 -
Baixa 7-10 mm +
Moderada 11-14 mm ++
Alta > 14 mm +++

4.4.2. OBTENCAO DO EXTRATO ORGANICO BRUTO DAS BACTERIAS

A determinacdo da concentragao inibitéria minima foi efetuada com os extratos
organicos brutos das bactérias selecionadas pelo método de difusao em bloco de agar.
Os extratos organicos brutos foram preparados na Divisdao de Microbiologia e na
Divisdo de Fitoquimica, do CPQBA/UNICAMP. A fase final da preparacao dos extratos

foi realizada com a orientacdo do Dr. Roberto Gomes de Souza Berlinck e da Dra.
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Miriam Harumi Kossuga do Laboratério de Quimica, no Instituto de Quimica de Séo
Carlos, Universidade de Sao Paulo.

Extratos derivados do metabolismo dos isolados das bactérias com potencial
antimicrobiano foram obtidos pelo método de separacao liquido-liquido. Um pré-indculo
dos isolados foi cultivado em sete mL do meio de isolamento e incubado a 30 °C por 24
h a 100 rpm. Apés o crescimento da cultura, o volume total foi transferido para um
frasco Erlenmeyer contendo 50 mL do mesmo meio e mantidos a mesma temperatura
e rotacao por 24 h. Novamente, 50 mL do crescimento bacteriano foram transferidos
para um frasco de vidro contendo 500 mL do mesmo meio e mantidos nas mesmas
condigdes citadas por sete dias. Apds esse periodo 500 mL de acetato de etila foram
adicionados e a mistura foi triturada em liquidificador de alta rotacdo. Em seguida, a
mistura foi mantida sob agitagdo a 100 rpm por 24 h.

Inicialmente, a mistura foi filtrada em funil de Buchner contendo uma camada de
celite e, em seguida, a fase organica foi recuperada em um Erlenmeyer utilizando-se
um funil de separagdo. Na fase aquosa ficaram retidos os fragmentos celulares e o
meio de cultura e na fase organica foram recuperados os possiveis metabdlitos
biologicamente ativos.

A fase organica foi, entao, filtrada em algodao e transferida para um balao de
fundo redondo. Os extratos brutos contidos na fase organica foram concentrados no
rotaevaporador (Rotavapor R-215 Buchi) a vacuo na temperatura de 37 °C, até
completa secagem do solvente. Em seguida, os extratos foram ressuspendidos em
alcool metilico, filtrados com algodao e o volume transferido para novos tubos de vidro
com pipeta de Pasteur. Estes tubos foram levados a centrifuga a vacuo Savant,
modelo Speedvac® Plus SC 210A para evaporacao. Apds a completa secagem do
solvente, os extratos foram dissolvidos em DMSO 10% em meio AMH e mantidos a 4

°C até o uso nos ensaios de atividade antimicrobiana.
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4.4.3. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA (CIM)

A determinacdo da concentragao inibitéria minima foi realizada em colaboragao
com a Dra. Marta Cristina Teixeira Duarte na Divisao de Microbiologia,
CPQBA/UNICAMP, conforme método de Microdiluicao (CLSI, 2002; CLSI, 2003)
estabelecido na Divisao.

Nos testes de atividade antimicrobiana os extratos organicos brutos das bactérias
associadas as esponjas foram solubilizados em DMSO (dimetilsulféxido) a 10% no

meio de cultivo AMH e a concentracdo maxima testada foi de 2 mg/mL.

A atividade antimicrobiana dos extratos dos isolados neste estudo foi avaliada
frente aos micro-organismos indicadores: Bacillus subtilis ATCC 6051, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 13388, Micrococcus Iluteus ATCC 4698, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus epidermides ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 11775,
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 e Candida albicans ATCC 10231. Os micro-
organismos indicadores foram preservados em meios de cultura especificos, Brain
Heart Infusion (BHI) (Oxoid) ou Nutrient Agar (NA) (Oxoid) para bactérias e Roswell
Park Memorial Institute (RPMI-1640) (Cultlab) para a levedura. Os micro-organismos
indicadores foram e repicados 24 h antes dos ensaios de atividade antimicrobiana e
incubados em estufa a 37 °C para crescimento.

Os in6culos dos micro-organismos indicadores para os testes de atividade
antimicrobiana foram preparados a partir da suspensao de células de crescimento
recente (24 h) em solu¢do salina 0,85 %, sendo a densidade éptica acertada em
espectrofotébmetro até turbidez correspondente a uma absorbancia entre 0,08 e 0,1 a
625 nm, correspondente a 10® células / mL. Em seguida, foi realizada uma diluicdo

para concentragao final de 10° células/mL de cada micro-organismo.
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Em uma microplaca esterilizada de 96 pocgos foram depositados 100 pyL do meio
de cultura AMH. Na coluna 1 - linha A, foram acrescentados 100 pL da solugcédo do
extrato a ser testado, de concentragdo conhecida (2 mg/mL). Em seguida, 100 pL de
outra amostra foram adicionados na linha B e assim sucessivamente, resultando num
extrato diferente no primeiro po¢o de cada linha. O conteudo dos orificios foi
homogeneizado com o meio e transferidos para o orificio da coluna seguinte (2),
repetindo-se este procedimento até a coluna 12, de modo a obter uma concentragao
decrescente do extrato em cada pogo. Os 100 uL finais foram desprezados. Em
seguida foram adicionados 100 pL do inéculo pré-padronizado do micro-organismo a
ser avaliado. Foram realizados controles negativos dos extratos e do meio, bem como
controle positivo do micro-organismo indicador. As placas foram, ent&o, incubadas a 37
°C e os resultados obtidos apds 24 h e 48 h. Os experimentos foram realizados em
triplicata.

ApO6s este periodo, para as bactérias, foram acrescentados 50 uL de uma solugéo
aquosa de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5%, e a placa foi reincubada por 3 h
a mesma temperatura. A CIM foi definida como a menor concentragdo capaz de
impedir o aparecimento de coloragdo vermelha, conferida pelo TTC quando as células
bacterianas apresentam atividade respiratéria. No caso da levedura, o préprio meio
RPMI tem sua coloragéo alterada de rosa para amarelo quando ha crescimento da
levedura devido a alteracado do pH do meio. Assim, a placa ja pode ser lida logo apds
24 h de incubacéo.

Com base nos niveis de inibicdo propostos para classificar materiais vegetais e
adaptados para extratos de micro-organismos, foram considerados como forte inibicao
as CIMs que inibiram o crescimento bacteriano com concentracao de até 0,5 mg/mL;

inibicho moderada os que foram capazes de inibir o crescimento bacteriano com
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concentracdes entre 0,6 e 1,5 mg/mL e fraca inibicdo quando a inibicdo s6 era

observada com concentragdes acima de 1,6 mg/mL (Aligianis et al., 2001).

4.4.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA/FUNGICIDA

MiNIMA (CBM/CFM)

A determinagdo da concentracdo bactericida/fungicida minima (CBM/CFM) foi
obtida apds o plaqueamento de 10 pyL da suspensdo onde ndo houve crescimento
visual bacteriano/fungico detectado na microplaca, em meio TSA (Tryptone Soya
Broth) (Oxoid) para bactérias e SDA (Sabouraud Destrose Agar) (Oxoid) para a
levedura. As placas foram incubadas a 37 °C e o crescimento dos micro-organimos foi

avaliado apos 48 h.
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5. RESULTADOS
5.1. CARACTERIZAGAO DA DIVERSIDADE GENETICA DOS ISOLADOS

Um total de 86 bactérias isoladas de quatro espécies de esponjas marinhas foi
caracterizado no presente trabalho. Um conjunto de 43 diferentes ribotipos bacterianos
foi revelado por andlises de ARDRA. Dentre as bactérias isoladas, 31 foram da esponja
Petromica citrina (36%), incluindo 10 ribotipos Unicos, 14 de Dragamacidon reticulata
(16,27%), dos quais 9 eram Unicos, 8 de Axinella corrugata (9,3%), com 6 Unicos, e 33
de Chelonaplysilla erecta (38,37%), dentre os quais 18 perfis de ARDRA eram Uunicos.

A analise baseada no sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S mostrou que
as bactérias marinhas isoladas estéo relacionadas a 15 géneros, distribuidos entre os
filos Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes (Figura 3 e Apéndice 1) e Firmicutes
(Figura 4 e Apéndice 1). As bactérias isoladas anteriormente a este estudo foram
depositadas na Colegao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria, na
Divisdo de Recursos Microbianos do CPQBA/UNICAMP, Campinas/SP (CBMAI 1200-
1212, 1214-1218 e 1220-1226) (Tabela 3 e Apéndice 1).

O filo Proteobacteria inclui representantes da classe Alphaproteobacteria, como
0os géneros Ruegeria, Phaeobacter, Paracoccus, Pseudovibrio e Erithrobacter, e
membros pertencentes a classe Gammaproteobacteria como Pseudoalteromonas,
Aestuariibacter e Vibrio. O filo Actinobacteria foi representado pelo género
Mycobacterium e os géneros Aquimarina e Galibacter. No filo Bacteriodetes foram
isolados membros do género Cyclobacterium (Figura 3 e Apéndice 1). Finalmente, o
filo Firmicutes foi representado pelos géneros Staphylococcus, Bacillus e
Exiguobacterium (Figura 4 e Apéndice 1).

O género Pseudovibrio foi o Unico presente em todas as esponjas amostradas.

Os géneros Bacillus, Ruegeria, Vibrio, Staphylococcus e Erythrobacter estavam
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presentes em mais de uma esponja amostrada. Além disso, varios géneros de
bactérias foram isolados exclusivamente de um hospedeiro (Figura 5). A maior
diversidade de bactérias foi obtida a partir da esponja Dragmacidon reticulata, que
abrigou oito géneros de bactérias, sendo que as demais esponjas abrigaram apenas

seis géneros distintos cada (Figura 3 e Apéndice 1).
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Figura 3. Arvore filogenética baseada em anélises da sequéncia parcial do gene RNA

ribossomal 16S de bactérias pertencentes aos filos Proteobacteria, Actinobacteria e

Bacteroidetes isoladas de esponjas. Distancias evolutivas foram baseadas em modelo

de Kimura 2p e construgdo da arvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de

bootstrap de 1000 re-amostragens. Haloferax lucentense’ (AB081732) foi utilizada

como outgroup.
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Figura 4. Arvore filogenética baseada em andlises da sequéncia parcial do gene RNA
ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes isoladas de esponjas.
Distancias evolutivas foram baseadas em modelo de Kimura 2p e construcao da arvore
pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 re-amostragens.
Haloferax lucentense’ (AB081732) foi utilizada como outgroup.
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Figura 5. Diversidade de bactérias recuperadas das esponjas Dragmacidon reticulata
(A.) (14 isolados), Chelonaplysilla erecta (B.) (33 isolados), Petromica citrina (C.) (31
isolados) e Axinella corrugata (D.) (8 isolados).
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5.2. AVALIACAO GENETICA DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO POR MEIO DA

AMPLIFICACAO DOS GENES PKS I, PKS Il E NRPS

Trés conjuntos de primers degenerados, dois deles codificando fragmentos dos
genes das policetideo sintases (PKS-/ e Il) e um o fragmento do gene da peptideo
sintetase nao ribossomal (NRPS) foram utilizados para avaliagdo do potencial
biossintético das 86 bactérias. A deteccdo desses genes proporciona uma evidéncia
indireta da diversidade quimica do potencial biotecnolégico dessas bactérias.

Sequéncias alvo de PKS-I, PKS-Il e NRPS foram amplificadas em 21 (24,13%),
45 (51,72%) e 21 (24,13%) dos isolados, respectivamente (Tabela 3 e Apéndice 1). A
maioria (54) dos isolados (62, 79%) mostrou a presencga de pelo menos um dos genes

(Tabela 3 e Apéndice 1).
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Tabela 3. Caracterizagdo molecular e avaliagdo do potencial biotecnolégico por meio da amplificagdo dos fragmentos dos genes

PKS-1I, PKS-1l e NRPS de bactérias cultivaveis recuperadas de esponjas marinhas.

Genes alvo®

B511 CBMAI 1200 Exiguobacterium sp. - - + +

B515 CBMAI 1202 Vibrio sp. - + + -

B543 CBMAI 1203 Bacillus sp. B544, B555, B584, B587, B624, B709 - + -

B593 - - +

B562 CBMAI 1204 Erythrobacter sp. - + - -

B572 CBMAI 1206 Bacillus simplex - - - -

B579 CBMAI 1208 Vibrio sp. - - + -

B585 CBMAI 1209 Paracoccus sp. - - + -

B595 CBMAI 1211 Bacillus sp. - - + -

B597 CBMAI 1212 Ruegeria sp. B730 + + -

w
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Tabela 3. Continuagéao.

Genes alvo®

B548, B556, B711 - - -

B626 - + -

B615 CBMAI 1214 Cyclobacterium marinum - + - -

B627 CBMAI 1216 Phaeobacter sp. - - - -

B722 - + +

Pseudovibrio

B699 CBMAI 1220 denitrificans

B698 - - +

B672 N ) )

B540 - + -

B632, B636, B646, B661, B664, + + +

B552, B647, B680, B721 - - -

w
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Tabela 3. Continuagéo.

Genes alvo®

Isolados® Numero de acesso” Identificacao® Isolados similares® PKS-l PKS-ll NRPS
B712 CBMAI 1222 Ruegeria sp. - + + -

B684 + - .
B718 CBMAI 1223 Pseudoalteromonas sp. - + + -
B729 CBMAI 1224 Mycobacterium sp. - + + +
B733 CBMAI 1225 ﬁ:;%’ﬁ;ﬁiaaer . : + :
B734 CBMAI 1226 Staphylococcus sp. B532, B591, B727 - - -

B534, B535, B536 - + .

4 Nimero dos isolados bacterianos representantes de UTOs (Unidades Taxonémicas Operacionais) distintas;
® Ntimero de acesso da cultura na CBMAI (Colecao Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria);

¢ Identificagdo com base na anélise filogenética do gene RNA ribossomal 16S;
4 |solados com 97% de similaridade obtidos a partir da analise da matriz de distancia e ARDRA usando o modelo de substituigdo de DNA descrito

por Kimura (1980).

® Presenca (+) ou auséncia (-) dos fragmentos dos genes alvo PKS-/, Il e NRPS. A primeira linha corresponde a cada isolado representante de

UTOs distinta.
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5.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
5.3.1. METODO DA DIFUSAO EM BLOCO DE AGAR

A triagem do potencial antimicrobiano foi realizada para as 86 bactérias
identificadas. No ensaio em bloco de agar, a formacao do halo de inibicdo ocorreu em
21 amostras (24,4%) frente os micro-organismos indicadores M. luteus CBMAI 825 e B.

subtillis CBMAI 707 (Tabela 4 e Apéndice 1).
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Tabela 4. Média e classificacdo do tamanho halo de inibicAo das bactérias isoladas de esponjas frente a bactéria indicadora

Micrococus luteus CBMAI 825 (Indicadora 1) e B. subtillis CBMAI 707 (Indicadora 2).

Indicadora 1 Indicadora 2 Indicadora 1 Indicadora 2

B515 20.3 11,7 +++ ++ Vibrio sp.

B517 5.3 - - - Bacillus sp.

B543 16 - +++ - Bacillus sp.

B555 8.3 - + - Bacillus sp.

B565 11.3 - ++ - Bacillus sp.

B587 12.3 - ++ - Bacillus sp.

B616 15 - +++ - Bacillus sp.

B624 9.7 - + - Bacillus sp.

B695 9.7 - + - Bacillus sp.
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Tabela 4. Continuagéo.

Isolado Média do halo (em mm) Classificacao segundo Matsuura Identificacao Taxon6mica
Indicadora 1 Indicadora 2 Indicadora 1 Indicadora 2
B699 17.7 - +++ - Pseudovibrio denitrificans
B700 8.5 - + - Pseudovibrio denitrificans
B707 7.0 - + - Bacillus sp.

*Escala de classificagdo segundo o tamanho do halo de inibigéo sugerida por Matsuura (2004).
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5.3.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MiNIMA (CIM)

Os ensaios para a determinacdo da concentragdo inibitéria minima foram
realizados para os 21 extratos de bactérias previamente selecionadas pelo método do
bloco de agar. Dos 21 extratos de bactérias testados nenhum inibiu o crescimento das
bactérias indicadoras P. aeruginosa ATCC 13388, M. luteus ATCC 4698, S. aureus
ATCC 6538, S. epidermides ATCC 12228, S. choleraesuis ATCC 10708 e da levedura
C. albicans ATCC10231. Entretanto, 13 dos 21 extratos testados inibiram o
crescimento bactéria indicadora B. subtilis ATCC 6051 e apenas um extrato inibiu o
crescimento da E. coli ATCC 11775 (Tabela 5).

Dos 13 isolados que apresentaram atividade antimicrobiana, sete isolados (B511,
B515, B543, B544, B593, B624 e B695) demonstraram a presenca de pelo menos um
dos genes avaliados (Tabela 5). Alguns isolados (B516, B526, B558, B565, B616 e
B707) que apresentaram atividade antimicrobiana através da determinacao da CIM nao
foram positivos para a amplificacdo dos fragmentos dos genes PKS-I, PKS-Il e NRPS

(Tabela 5).

5.3.3. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO BACTERICIDA MIiNIMA (CBM)

A CBM foi determinada para cinco extratos organicos brutos (B515, B593, B616,
B624 e B695) cuja inibicao de crescimento ocorreu frente ao B. subtilis ATCC 6051 e
para um extrato (B616) que inibiu o crescimento da bactéria E. coli ATCC 11775
(Tabela 5 e Apéndice 1). Estes isolados demonstraram, considerando as
concentragdes testadas, uma concentracdo capaz de matar 99,9% das bactérias
indicadoras em questao (B. subtilis e E. coli), possuindo agao bacteriocida nessas
concentragdes. Os demais extratos, embora demosntrassem atividade antimicrobiana

pela determinacdo da CIM, ndo foram capazes de matar os micro-organismos
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indicadores nas concentracdes estudadas, apenas de inibir seu crescimento (acao
bacteriostatica).

Ambas as acgbes bacteriocida e bacteriostatica sdo Uteis no tratamento de
doencas infecciosas, uma vez que nem sempre eliminar totalmente o micro-organismo
causador € a melhor opgao.

Como nenhum isolado apresentou CIM frente a levedura C. albicans ATCC10231,
consequentemente nemhum isolado foi testado para a CFM, conforme proposto na

metodologia.
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Tabela 5. Bactérias isoladas de esponjas marinhas que demonstraram atividade antimicrobiana pela determinacao da CIM contra os
micro-organismos B. subtilis ATCC 6051 e E. coli ATCC 11775, e seus resultados de amplificacdo para os fragmentos dos genes
PKS-I, PKS-Il e NRPS.

CIMm* cBM** CIm* cBM**
Isol | ificaca PKS-1 PKS-ll  NRP.
solado dentificagao (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) S S S

B515 Vibrio sp. 1 2 - - + + -

B526 Bacillus sp. 2 - - - - - -

B544 Bacillus sp. 1 - - - - + -

B565 Bacillus sp. 2 - - - - - -

B616 Bacillus sp. 0,5 2 0,5 2 - R R

B695 Bacillus sp. 2 2 - - - + -

* Concentragao inibitéria minima (CIM)
** Concentragao bactericida minima (CBM)
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6. DISCUSSAO
6.1. CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE GENETICA DOS ISOLADOS

A abordagem utilizada neste estudo resultou na caracterizagdo de 86 bactérias
isoladas de quatro esponjas marinhas, Chelonaplysilla erecta, Dragmacidon reticulata,
Axinella corrugata e Petromica citrina, distribuidas em 43 ribotipos distintos. A analise
baseada no sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S mostrou a presenca de
géneros relacionados aos filos Proteobacteria (Alfa e Gama-proteobacteria),
Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes, corroborando dados da literatura (Taylor et
al., 2007, Zhang et al., 2008; Menezes et al., 2010).

No presente trabalho, 24,4% dos isolados apresentaram estreita relagéo
filogenética com a espécie Pseudovibrio denitrificans. Esta espécie foi isolada pela
primeira vez em 2004 a partir de uma amostra de dgua do mar coletada na regiéo
costeira rasa da Baia Nanwan, Parque Nacional de Kenting, Taiwan (Shieh et al.,
2004). O género Pseudovibrio compreende um taxon de bactérias heterotréficas e
anaerobicas facultativas que parece ser muito comumente encontrado em associagao
com organismos marinhos, incluindo esponjas marinhas, ascidias e tunicados
(Hentschel et al., 2001; Webster & Hill 2001; Thiel & Imhoff, 2003; Shieh et al., 2004;
Enticknap et al., 2006; Fukunaga et al., 2006; Sertan-de Guzman et al., 2007; Menezes
etal., 2010).

Enticknap e colaboradores (2006) relataram a estreita relacdo de isolados de
Alphaproteobacteria proximamente relacionados com a espécie Pseudovibrio
denitrificans em sete géneros de esponjas marinhas coletadas em Key Largo, Flérida,
USA, sugerindo que estas bactérias sao transferidas entre geragbes através da fase

larval nas espécies de esponjas.
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A estreita relacdo entre esponjas e o0 género Pseudovibrio também foi relatada
por Webster e colaboradores (2001), que isolaram P. denitrificans apenas em esponjas
saudaveis, estando ausentes em espécimes doentes. Enticknap e colaboradores
(2006) acreditam que essa espécie seja um simbionte verdadeiro. Esta relacéo
simbidtica é apoiada por um estudo de separacao de células, no qual as células de P.
denitrificans foram sempre encontradas em fracées que continham células da esponja
Rhopaloeides odorabile indicando que a bactéria pode se localizar intracelularmente ou
estar fortemente associada a superficie das células da esponja hospedeira (Webster
et. al., 2001). No entanto, Muscholl-Silberhorn e colaboradores (2008) acreditam que a
associagcao do género Pseudovibrio com esponjas €, provavelmente, evolutivamente
jovem e facultativa e, possivelmente, envolve a producdo de metabdlitos secundarios
ativos.

Além disso, foi encontrado em P. denitrificans isolado da esponja Haliclona
simulans um grupo de amplicons relacionados a sintese de acidos graxos envolvidos
na producdo de um polissacarideo capsular (Kennedy et al., 2009). Em rizébios, a
producdo de polissacarideo capsular esta ligada a capacidade de formar uma relacéao
simbidtica com a planta (Parada et al., 2006), e um mecanismo semelhante pode estar
envolvido na relacdo simbidtica entre os pseudovibrios e as esponjas (Kennedy et al.,
2009).

No nosso estudo, representantes do género Pseudovibrio foram isolados em
todas as esponjas estudas. Considerando que estas bactérias tém sido descritas como
simbiontes de esponjas e que o isolamento foi feito a partir de pedacos triturados das
mesmas, era de se esperar a recuperag¢do de muitos isolados de Pseudovibrio.

O segundo género mais abundante recuperado neste estudo foi o género
Bacillus. Representantes deste género estiveram presentes em trés das quatro

esponjas analisadas, sendo responsavel por mais de 70% dos isolados recuperados da
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esponja Petromica citrina, endémica do litoral brasileiro. Embora o género Bacillus seja
considerado tipicamente terrestre, membros deste género tém sido isolados de
ambiente marinho em inUmeras ocasides (Sfanos et al., 2005, Zhang et al., 2008,
Santos et al., 2010).

Espécies de Bacillus sao frequentemente isoladas de sedimentos e invertebrados
marinhos (Pabel et al., 2003), e sdo conhecidas por gerar enddsporos em condicoes
adversas, tais como aquelas encontradas nos ecossistemas marinhos (Hentschel et al.,
2001). No ambiente marinho, os membros do género Bacillus, conhecidos pela
producdo de metabdlitos com propriedades antimicrobianas, antifingicas ou
citotéxicas, foram regularmente isolados de invertebrados e, portanto, apresentam um
elevado potencial na busca de novas substancias antimicrobianas (Muscholl-Silberhorn
et al., 2008; Santos et al., 2010).

No nosso estudo, o género Staphylococcus esteve presente em trés das esponjas
coletadas no litoral brasileiro. Embora, possa parecer que estes isolados sejam
contaminantes do processo de isolamento, dados da literatura relatam repetidamente a
associacao dos membros do género Staphylococcus em esponjas marinhas (Sfanos et
al., 2005; Zhang et al., 2008; Menezes et al., 2010).

Outro representante do filo Firmicutes foi encontrado em associagdo com a
esponja Chelonaplysilla erecta. Este género, denominado Exiguobacterium, foi
proposto pela primeira vez em 1983 para caracterizar uma bactéria isolada de
efluentes do processamento da batata (Collins et al., 1983). Desde entdo, o género ja
foi encontrado em uma variedade de ambientes, incluindo o permafrost da Sibéria
(Rodrigues et al., 2006), o McMurdo Dry Valleys na Antartica (Chaturvedi et al., 2008) e
associado a esponjas marinhas (Menezes et al., 2010).

Representante do filo Proteobacteria, o género Ruegeria, ordem Rhodobacterales

foi proposto por Uchino e colaboradores em 1998 e é composto por bactérias Gram-
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negativas, aerébicas que requerem NaCl ou sais marinhos para crescimento. A maioria
das espécies representantes do género Ruegeria foram isoladas do ambiente marinho
ou de outros ambientes salinos (Muramatsu et al., 2007), e sua presenca ja foi relatada
em associacdo com esponjas marinhas (Sfanos et al., 2005). No presente trabalho, os
representantes deste taxon foram recuperados de trés dentre as quatro esponjas
coletadas. Cabe resaltar que os meios de cultivo utilizados para isolamento das
bactérias associadas as esponjas foram preparados com agua do mar artificial,
portanto, a quantidade de sal nestes meios foi relativamente mais alta que o normal
(dados néao apresentados). Assim, era de se esperar que micro-organsimos tolerantes
a salinidade, tais como membros do género Ruegeria, fossem comuns neste estudo.

A esponja Axinella corrugata do presente trabalho apresentou um isolado do
género Paracoccus. O género Paracoccus pertence ao grupo das alfaproteobactérias e
foi proposto pela primeira vez em 1969 (Davis et al., 1969). As espécies desse género
sdao Gram-negativas e metabolicamente versateis (Kelly et al., 2006b). Mais de 20
espécies de Paracoccus ja foram descritas e novas espécies vém sendo descritas a
cada ano. As diferentes espécies foram isoladas de diversos ambientes incluindo solo,
sedimento, lodo ativado, agua do mar e em associa¢gdo com esponja marinha (Kelly et
al., 2006a; Kelly et al., 2006b; Osanjo et al., 2009; Roh et al., 2009, Sfanos et al.,
2005).

O género Erythrobacter foi proposto por Shiba & Simidu (1982) para classificar
uma bactéria Gram negativa, aerébia e quimio-organotréfica. As espécies deste género
contém bacterioclorofila A e carotendides, responsaveis pela coloragdo vermelha ou
alaranjada das col6nias (Shiba & Simidu, 1982; Yurkov et al., 1994). Muitas espécies
do género foram isoladas de ambientes marinhos (Shiba & Simidu, 1982; Yurkov et
al.,1994; Denner et al., 2002), e muitas delas ndao crescem na auséncia de NaCl (Yoon

et al., 2003; Yoon et al., 2004). O género ja foi descrito em associacdo com estrela do
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mar, corais (lvanova et al., 2005) e esponjas marinhas (Sfanos et al., 2005), entretanto,
a relagdo com estes organismos €, ainda, desconhecida. Em nossos estudos,
representantes deste género foram recuperados das esponjas Petromica citrina e
Axinella corrugata.

Estudos sobre o grupo Roseobacter, um clado marinho funcionalmente diverso
frequentemente associado a hospedeiros eucaribticos, sugerem que candidatos deste
grupo sejam excelentes para a descoberta de novos metabdlitos secundarios bioativos.
Por exemplo, uma grande proporcao de individuos desse clado contem o0s genes da
PKS e NRPS (Martens et al, 2007) e muitos deles apresentam atividade
antimicrobiana (Bruhn et al., 2007). Os membros do grupo Roseobacter, ordem
Rhodobacterales, sao encontrados ndo sé em ambientes marinhos, tais como
sedimentos de agua do mar, mas também em organismos marinhos (Kurahashi &
Yokota, 2007). O género Phaeobacter foi criado (Martens et al., 2006) para classificar
uma espécie nova, Phaeobacter inhibens, juntamente com a espécie Phaeobacter
gallaeciensis, previamente classificada no género Roseobacter. A espécie Phaeobacter
inhibens foi isolada do ambiente marinho e produz um antibiético que exibe atividade
inibitoria contra varias algas e bactérias marinhas (Brinkhoff et al., 2004, Martens et al.,
2007). Assim como ela, outras espécies do género foram descritas ou em associacao
com moluscos (Ruiz-Ponte et al.,, 1998), ou recuperadas apés uma maré alta do mar
amarelo na Koréia (Yoon et al., 2007), ou isoladas de sedimentos marinhos do oceano
artico (Zhang et al., 2008). Um unico isolado (B627) desse género foi recuperado da
esponja Chelonaplysilla erecta no presente estudo.

Bactérias do género Vibrio sdao normalmente encontradas em ambientes
aquaticos onde sao muitas vezes associadas as superficies, mas também podem ser
encontradas como bactérias pelagicas ou em varias profundidades no mar (West &

Colwell, 1984; Eilers et al., 2000), podendo ser patogéncias a humanos e a peixes.O
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género Vibrio ja foi encontrado em associacdo com esponjas marinhas. Santavy e
colaboradores (1990) constataram que aproximadamente 78% das bactérias
cultivaveis associadas a esclerosponja Ceratoporella nicholsoni eram espécies das
familias de Vibrionaceae e Aeromonadaceae. Outros estudos também relatam a
presenca de género Vibrio em associacdo com esponjas marinhas (Sfanos et al.,
2005). Hentschel e colaboradores (2001) acreditam que o isolado Vibrio sp. SB177,
recuperado em seus estudos, seja um habitante comum do mesdéfilo das esponjas,
visto que os vibrios estdo frequentemente associados a este organismo marinho,
entretanto, seu papel ecolégico ainda nao esta totalmente esclarecido. No presente
estudo, representantes do género Vibrio foram recuperados das esponjas
Dragmacidon reticulata e Chelonaplysilla erecta, em concordancia com os relatos da
literatura.

Dois isolados, um (B733) da esponja Petromica citrina e outro (B718) da esponja
Dragmacidon reticulata, mostraram relacao filogenética com a ordem Alteromonadales,
géneros Aestuariibacter e Pseudoalteromonas, respectivamente. Estes dois géneros ja
foram descritos na literatura em associacdo com invertebrados marinhos, incluindo
esponjas marinhas (Sfanos et al., 2005). Esses géneros sdo habitantes amplamente
difundidos no ambiente marinho e tém sido isolados de diversas fontes marinhas (Yi et
al, 2004). O género Aestuariibacter, e outros membros da classe
Gammaproteobacteria, podem representar um grupo de bactérias oportunistas e
generalistas com especificidade limitada para um determinado hospedeiro. Varios dos
representantes dessa classe apresentam, no entanto, interessantes capacidades
fisiolégicas que podem beneficiar seus hospedeiros, dentre elas, pode-se citar o
metabolismo do enxofre (Hill et al., 2006).

Um isolado (B729) pertencente ao género Mycobacterium, o Unico representante

do filo Actinobacteria, foi recuperado da esponja Axinella corrugata no presente estudo.
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Este filo é considerado um importante grupo de bactérias com valor consideravel como
prolificos produtores de antibidticos e outros compostos terapéuticos (Zhang et al.,
2006). Embora esteja se tornando evidente que os habitats marinhos sdo uma fonte
abundante de Actinobacteria, pouco se sabe sobre a diversidade deste grupo em
amostras marinhas quando comparados a diversidade de Actinobacteria isoladas de
ambientes terrestres (Fenical & Jensen, 2006, Zhang et al., 2006, Hughes & Fenical,
2010).

Trés isolados apresentaram estreita relacao filogenética com os membros do filo
Bacteroidetes, que estao presentes em grande nimero em ambientes marinhos, onde
realizam diferentes fungbes de importancia ecolégica (Khan et al, 2007). Seus
possiveis papéis no ciclo do carbono, na degradacéo de matéria organica particulada e
dissolvida e na atividade contra algas tém sido discutidos (Khan et al., 2007). A familia
Flavobacteriaceae, um dos principais ramos do filo Bacteroidetes, abrange os isolados
filiados a Galbibacter (B619) e Aquimarina (B570), ambos recuperados neste estudo.
Recentemente, novos membros da familia Flavobacteriaceae tém sido isolados de
diferentes ambientes marinhos (Liu et al., 2006;. Khan et al., 2007).

A abundancia de membros marinhos em Flavobacteriaceae sugere que essa
familia desempenhe um papel importante nos ecossistemas marinhos e nos ciclos
biogeoquimicos, em interagdo com outros organismos marinhos (Liu et al., 2006).

No presente estudo, a familia Cyclobacteriaceae foi representada por um isolado
(B615) filiado a espécie Cyclobacterium marinum. O género se caracteriza por
apresentar células Gram-negativas, estritamente aerdbicas, heterotréficas, iméveis e
com coloragdo rosa (Nedashkovskaya et al, 2005). Além disso, linhagens desse
género podem formar células em formato de anel (Nedashkovskaya et al., 2005) ou de
ferradura, sendo constituintes comuns dos ecossistemas marinhos (Ying et al., 2006).

A familia também parece estar envolvida nos ciclos biogeoquimicos em ambientes
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aquaticos (Bowman et al., 2003). Espécies do género ja foram isoladas de d4gua do mar
(Nedashkovskaya et al., 2005) e sedimento de campo petrolifero (Ying et al., 2006),
entretanto, sua associacdo a invertebrados marinhos ainda nao foi relatada até o
presente. Este é o primerio trabalho cientifico que descreve o isolamento de um
membro da espécie Cyclobacterium marinum associado a uma esponja marinha.

As esponjas Dragamacidon reticulata e Axinella corrugata parecem ter uma
distribuicao equilibrada dos géneros encontrados, enquanto que na esponja Petromica
citrina o género Bacillus apresentou clara predominancia (74% dos isolados dessa
esponja). Em Chelonaplysilla erecta os géneros Ruegeria e Pseudovibrio foram

recuperados em maior numero quando comparado aos demais grupos.

6.2. AVALIACAO GENETICA DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DAS BACTERIAS ASSOCIADAS AS ESPONJAS

As enzimas multifuncionais PKS I, PKS Il e NRPS de bactérias, fungos e plantas
sao responsaveis pela producdo de uma grande e estruturalmente distinta familia de
produtos naturais bioativos, os quais incluem diversos antibiticos, toxinas, sideréforos
e imunossupressores (Cane et al.,, 1998; Crosa & Walsh, 2002; Moffitt & Neilan, 2003;
Hill, 2003; Hill, 2004; Hill, 2005). Estes policetidios vém sendo isolados de esponjas e
de outros invertebrados marinhos (Okada et al., 2002; Huang et al., 2004), mas a
investigacdo dos genes que codificam as PKSs e NRPSs de micro-organismos
marinhos € ainda incipiente (Zhang et al., 2009; Abdelmohsen et al., 2010).

Em bactérias, a biossintese de policetideos, como macrolideos, polienos ou
poliéteres, requer o sistema PKS tipo |, que é de especial interesse por sua
modularidade e aptiddo para a criagdo de policetideos personalizados (Salomon et al.,
2004). As PKSs bacterianas tipo Il consistem em um complexo heterélogo ou

homdlogo multi-enzimatico que geralmente é responsavel pela produgdo de
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policetideos aromaticos (Salomon et al., 2004). Da mesma forma, as NRPSs sao
grandes complexos multifuncionais que constroem cadeias a partir de blocos de
construgado selecionados individualmente. As NRPSs também s&do organizadas em
médulos, cada um dos quais é responsavel por um ciclo de alongamento através da
incorporacdo de um Unico aminoacido a cadeia peptidica crescente. Portanto, a
estratégia de triagem para PKSs e NRPSs, utilizada neste estudo, pode ser usada para
ajudar a investigar a diversidade de produtos naturais de bactérias, a qual muitas
vezes reflete a diversidade genética bacteriana (Salomon et al., 2004).

No presente estudo, bactérias isoladas pertencentes a 11 géneros diferentes
demonstraram presenga de pelo menos um dos fragmentos dos genes PKS-I, PKS-Il e
NRPS. Bactérias de trés géneros foram positivas para os trés genes (Mycobacterium,
Ruegeria e Pseudovibrio), bactérias de seis géneros foram positivos para dois genes
(Exiguobacterium, Vibrio, Bacillus, Pseudoalteromonas, Ruegeria, Pseudovibrio); e
isolados de seis géneros foram positivos para apenas um gene (Paracoccus,
Erythrobacter, Galbibacter, Cyclobacterium, Bacilus, Vibrio).

Alguns isolados compartilhando padrao ARDRA idénticos diferiram entre si nas
combinagdes "PKS I-PKS [I-NRPS”. A linhagem CBMAI 1220, identificada como
Pseudovibrio denitrificans, € um exemplo claro de diferentes combinacdes de presenca
ou auséncia dos fragmentos dos genes mesmo em isolados considerados
semelhantes. Algumas cepas de Bacillus e Ruegeria também mostraram o mesmo
padrdo (Tabela 3). Jiang e colaboradores (2007) também encontraram actinobacterias
associadas a uma esponja marinha que apresentaram diferentes combinacoes "PKS-I-
PKS-1I-NRPS" dentro da mesma espécie.

Kennedy e colaboradores (2009) analisaram a presenca de genes PKS e NRPS
em bactérias isoladas da esponja marinha Haliclona simulans coletada em &aguas

irlandesas. Os resultados mostram que estes genes estavam presentes na maioria dos
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filos de bactérias, mas prevaleceram entre representantes dos filos Actinobacteria e
Proteobacteria. Essa descoberta sugere um possivel papel na producdo de metabdlitos
bioativos para esses grupos (Kennedy et al., 2009). Embora as actinobactérias
terrestres sejam produtoras notaveis de um grande numero de antibidticos, os
representantes marinhos sdo, ainda, muito pouco estudados neste contexto
(Abdelmohsen et al., 2010). O Mycobacterium (B729) isolado no presente estudo
demonstrou presenca concomitante dos fragmentos dos genes PKS-I, PKS-1l e NRPS.

O trabalho de Kennedy e colaboradores (2010) foi o primeiro a relatar a presenca
de genes PKS e NRPS em linhagens do género Pseudovibrio. Anédlises gendmicas de
Alfaproteobacteria detectaram niveis relativamente baixos de genes relacionados a
metabdlitos secundarios nessas bactérias, e apenas 10 em 23 genomas analisados
apresentaram os genes PKS ou NRPS (Donadio et al.,, 2007). Estudos ja detectaram
atividade antimicrobiana instavel em Pseudovibrios (Kennedy et al., 2009, Muscholl-
Silberhorn et al., 2008), possivelmente sugerindo uma origem extracromossémica para
essa atividade antimicrobiana (Kennedy et al., 2009). Curiosamente, plasmideos
grandes foram encontrados em Pseudovibrios isolados de larvas de esponjas
(Enticknap et al.,, 2006), corroborando essa hipdtese. No presente trabalho,
representantes da espécie Pseudovibrio denitrificans também demonstraram a
presenca dos fragmentos dos genes PKS I, PKS Il e NRPS em diferentes
combinagoes.

Trabalhos envolvendo analises de genomas inteiros revelaram que as bactérias
do género Bacillus podem dedicar mais de 3% do seu genoma a genes relacionados a
biossintese de metabdlitos secundarios, como policetideo sintases e peptideo sintases
nao ribossomais (Donadio et al., 2007). Os fragmentos dos genes PKS I, PKS Il e

NRPS estiveram presentes em isolados de Bacillus caracterizados nesse estudo.
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Além do género Bacillus, o género Staphylococcus, pertencente ao filo Firmicutes,
tem relatos descritos na literatura demonstrando a presencga de genes PKS I, PKS Il e
NRPS em bactérias deste taxon isoladas de esponjas marinhas (Zhang et al., 2009a;
Zhang et al., 2009b). Em nosso estudo foi confirmada a presenca de apenas um gene,
o PKS Il, em trés isolados pertencentes a este género.

Existem poucos estudos envolvendo a busca de genes PKS e NRPS em
bactérias. A maioria deles revela apenas a presenca destes genes no filo
Actinobacteria (Gontang et al., 2010, Jiang et al., 2008, Udwary et al., 2007, Jiang et
al., 2007). Nossos resultados revelam a presenca de pelo menos um dos genes do
sistema PKS e NRPS nos isolados representantes dos géneros Mycobacterium,
Ruegeria Exiguobacterium, Vibrio, Enterobacter, Pseudoalteromonas, Paracoccus,
Erythrobacter, Galbibacter e Cyclobacterium (Tabela 3), o que destaca a importancia
do presente estudo. Ainda, considerando o fato de que esses genes regulam a
biossintese de metabdlitos secundarios e que muitas vezes apresentam uma série de
atividades bioldgicas, nossos resultados expandem a ocorréncia de bactérias que
podem produzir novos compostos.

No presente trabalho a atividade antimicrobiana preeliminar foi verificada em
isolados dos géneros Bacillus e Exiguobacterium, representantes do filo Firmicutes;
bem como em isolados dos géneros Vibrio e Pseudovibrio, representantes do filo
Proteobacteria (Tabela 4). Curiosamente, o Unico representante encontrado do filo
Actinobacteria, o isolado (B729), ndo demonstrou atividade contra nenhuma das
linhagens indicadoras testadas, mesmo apresentando resultado positivo para presenca
dos genes PKS-I, PKS-Il e NRPS. Este resultado contradiz os dados de literatura que
evidenciam o potencial para a atividade antimicrobiana das actinobactérias. Entretanto,

um estudo conduzido por Long & Azam (2001) mostram que isolados pertencentes ao
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filo Actinobacteria, surpreendentemente, também ndo demonstraram atividade
antibacteriana (Long & Azam, 2001).

Dados de literatura relatam a producdo de compostos bioativos por
representantes do género Pseudovibrio (Sertan-de Guzman et al., 2007, Kennedy et
al., 2009, Muscholl-Silberhorn et al., 2008). Um exemplo é um pigmento vermelho com
propriedades antibacterianas e antimalaricas produzido por linhagens de Pseudovibrio
(Sertan-de Guzman et al., 2007). A atividade antibidtica de linhagens de Pseudovibrio
do estudo de Sertan-de Guzman e colaboradores (2007) nao foi detectada em cepas
cultivadas em meio liquido.

Em um estudo sobre a atividade antimicrobiana de bactérias marinhas associadas
a esponjas da India, Muscholl-Silberhorn e colaboradores (2008) mostraram que uma
unica Alfaproteobacteria, que foi relacionada a espécie Pseudovibrio denitrificans,
dominou a cultura das comunidades de pelo menos seis das esponjas. No entanto, ela
exibiu uma atividade antimicrobiana fraca e instavel, que foi facilmente perdida durante
o cultivo.

Santos e colaboradores (2010), em estudo recente, encontraram cepas ativas de
um Pseudovibrio que demonstraram alta taxa de inibicdo (50%) das indicadoras
testadas. Nesse caso, os isolados apresentaram atividade antimicrobiana estavel,
mesmo apods trés sucessivas passagens em meio de cultura (Santos et al., 2010),
diferentemente do que ocorreu no presente estudo, ja que a atividade em Pseudovibrio
foi apenas detectada na triagem inicial. Isso pode ter ocorrido devido a possivel
instabilidade do composto com atividade inicialmente detectado no ensaio de difusdo
em bloco de agar, conforme ja reportado na literatura (Sertan-de Guzman et al., 2007,
Muscholl-Silberhorn et al., 2008).

Dos géneros que possuiram atividade na triagem inicial, apenas o género

Pseudovibrio nao apresentou nenhum isolado com atividade antimicrobiana nos
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ensaios para determinacao da CIM. Assim, representantes dos géneros Bacillus,
Exiguobacterium e Vibrio demonstraram atividade antimicrobiana nos ensaios para
determinacao da CIM (Tabela 5 e 6).

Os Bacillus terrestres sdo amplamente reconhecidos como uma rica fonte de
agentes antimicrobianos (Gebhardt et al., 2002). Muitos antibiéticos incluindo peptideos
ciclicos, lipopeptideos ciclicos e novos tiopeptideos foram reportados de Bacillus sp.
marinhos (Nagai et al., 2003).

Santos e colaboradores (2010) isolaram, a partir de esponjas marinhas, cepas
ativas (Pc31, PC32, Dr31 e H42) pertencentes ao género Bacillus. Os Bacillus pumilus
Pc31 e PC32 inibiram o crescimento de 60% das cepas indicadoras. No estudo de
Kennedy e colaboradores (2009), um Bacillus foi capaz de produzir substancias ativas
contra bactérias patogénicas resistentes a drogas.

No presente estudo, dois representantes do género Bacillus, B593 e B616,
demonstraram atividade moderada e alta, respectivamente, frente ao micro-organismo
Bacillus subtilis ATCC 6051. Além disso, outros Bacillus demonstraram atividade contra
essa mesma bactéria indicadora. Assim, a alta inibicado de linhagens de Bacillus por
outros Bacillus sugere que a atividade pode estar relacionada a produgdo de
bacteriocinas, que sao polipeptideos produzidos pela via ribossomal e inibem o
crescimento de grupos proximos de micro-organismos (Vacelet & Donadey, 1977). Sua
possivel fungdo no meio ambiente é prover vantagem seletiva através da eliminagéo de
um competidor relativamente proximo. Neste sentido, a ecologia microbiana do
mesofilo das esponjas, com relagdo ao numero elevado de bactérias taxonomicamente
diversas, fornece um ambiente que seria favoravel para a producao das bacteriocinas
(Hentschel et al., 2001). O isolado B616, identifiado como Bacillus sp., também
demonstrou alta inibigdo frente o micro-organismo Escherichia coli ATCC 11775, tendo

também sido detectada a atividade bactericida. Essa foi uma inibicdo pouco comum, ja
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que as bactérias Gram-negativas geralmente sdao menos suscetiveis aos
antimicrobianos de bactérias Gram-positivas devido a presenga de uma membrana
externa e lipopolissacarideo (LPS), que juntos atuam como uma barreira eficaz contra
moléculas hidrofébicas e lipofilicas (Snyder & MclIntosh, 2000).

O isolado pertencente ao género Exiguobacterium, o qual demonstrou atividade
contra o Bacillus subtilis ATCC 6051, é o primeiro relato da literatura de um isolado
deste género com esse tipo de atividade. Nesse caso, foi detectada apenas uma
atividade bacteriostatica, uma vez que em nenhuma concentracao testada o extrato foi
capaz de matar 99,9% das bactérias indicadora.

No ambiente marinho o género Vibrio ja foi relatado em biofilmes de superficies,
em bactérias pelagicas e em associagcdo com invertebrados (West & Colwell, 1984).
Thiel e Imhoff (2003) relataram a presenca do género Vibrio em seu estudo sobre
identificacdo filogenética de bactérias produtoras de antibiéticos de esponjas do
Mediterraneo. Espécies de Vibrio tem sido uma fonte rica de novos metabdlitos
bacterianos biologicamente ativos. Compostos bioativos ja foram relatados em vibrios
marinhos, incluindo derivados isolados de esponjas marinhas (Anand et al., 2006). O
isolado B515, identificado como Vibrio sp., foi Unica bactéria Gram negativa que
demonstrou atividade antimicrobiana no presente trabalho. Sua inibicao foi considerada
moderada na CIM (1 mg/mL) e demonstrou atividade bactericida, embora numa
concentra¢cdo maior de extrato (2 mg/mL).

O presente estudo abre caminho para a descoberta de novos compostos
bioativos produzidos por bactérias associadas as esponjas marinhas. Resultados
promissores para atividade antimicrobiana de pelo menos 13 extratos de bactérias
foram obtidos e novos experimentos serdo conduzidos num esforco efetivo para
separacao e investigacdo do principio ativo e elucidacdo da conformacao final das

moléculas.
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7. CONCLUSOES

o As bactérias isoladas de esponjas marinhas coletadas no litoral norte do Estado
de S&o Paulo caracterizadas nesse estudo foram relacionadas aos filos:
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes, corroborando os relatos da
literatura;

° A técnica do ARDRA, utilizada nesse estudo para agrupar isolados semelhantes
foi eficiente, embora ndo tenha sido capaz de agrupar todos os isolados semelhantes,
ja que outros foram agrupados utilizando a matriz de distancia evolutiva obtida pelo
programa MEGA versao 4.0;

° Este foi o primeiro estudo sobre diversidade de bactérias cultivaveis da esponja
Petromica critrina, espécie endémica do litoral brasileiro, cujos isolados foram
identificados como pertencentes aos géneros Bacillus, Staphylococcus, Rugeria,
Erithrobacter, Pseudovibrio e Vibrio;

e A maioria das linhagens de Bacillus sp. com atividade antimicrobiana foi isolada
da esponja Petromica citrina, endémica do litoral brasileiro;

o Representates do género Pseudovibrio foram recuperados de todas as esponjas
marinhas utilizadas neste estudo;

o Foi verificada a presenca da espécie Cyclobacterium marinum associada a uma
esponja marinha, sendo este o primeiro relato dessa associag¢ao na literatura;

o A amplificacdo dos fragmentos dos genes PKS -I, PKS-Il e NRPS sugeriu que
alguns isolados bacterianos possuam potencial biotecnolégico para a producao de
compostos com bioatividades e expandiu a ocorréncia dos grupos que possam
produzir tais compostos;

o Foi detectada a atividade antimicrobiana promissora em pelo menos 13 isolados

de bactérias associadas as esponjas marinhas;
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o Um representante do género Exiguobacterium apresentou atividade
antimicrobiana, sendo este o primeiro relato na literatura dessa atividade;

° Nao houve correlagao entre a presenga ou auséncia dos fragmentos dos genes
PKS-I, PKS-Il e NRPS e a atividade antimicrobiana analisada através do método de
difusdo em bloco de Agar e determinagdo da CIM no presente trabalho, sugerindo que
as atividades antimicrobianas detectadas ndao sejam metabdlitos provenientes das vias

PKS-I, PKS-1l e NRPS.
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APENDICE 1. Identificacdo, avaliagdo genética do potencial biotecnolégico e atividade antimicrobiana das bactérias isoladas de

esponjas marinhas.

Ensaio de Difusdo em

Isolado Esponja® Identificagdo”® Avaliacdo Genética® bloco de agar® Determinacéo da CIM e CBM°
PKS| PKSII NRPS Gouia’eos CBMAIZO?  ATCCE0S!  ATCC 11775
CIM CBM CiM CBM
BS11  CE Exiguobacterium sp- C e 13 - 2 C
B513 DR Vibrio sp. (CBMAI 1201) - - - - - - -
B515 CE Vibrio sp. (CBMAI 1202) + + - 20,3 11,7 1 2 - -
B516 PC Bacillus sp. - - - 7 - 2 - - -
B517 PC Bacillus sp. - - - 5,3 - - - - -
B518 CE Vibrio sp. + - - - - - - - -
B523 DR Vibrio sp. - - - - - - - - -
B526 PC Bacillus sp. - - - 6,3 - 2 - - -
B532 AC Staphylococcus sp. - - - - - - - - -
B534 DR Staphylococcus sp. - + - - - - - - -
B535 PC Staphylococcus sp. - + - - - - - - -
B536 DR Staphylococcus sp. - + - - - - - - -
B538 CE Pseudovibrio denitrificans + + - - - - - - -
B540 DR Pseudovibrio denitrificans - + - - - - - - -
B543 PC Bacillus sp. (CBMAI 1203) - + - 16 - 2 - - -
B544 PC Bacillus sp. - + - 12,7 - 1 - - -
B547 PC Bacillus sp. - - - - - - - - -
B548 DR Ruegeria sp. - - - - - - - - -
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APENDICE 1. Continuagao

Isolado Esponja®

Identificagdo®

Avaliacao Genética do
Potencial
Biotecnolégico®

Ensaio de Difusao em
bloco de agar®

Determinacéo da CIM e CBM°

PKS-l PKS-ll NRPS

M. luteus

B. subtillis
CBMAI 825 CBMAI 707

B. subtilis
ATCC 6051

CIM

CBM

E. coli
ATCC 11775

CIM

CBM

B552
B555
B556
B558

B562
B565
B570

B572
B575
B576

B579
B582
B584

B585
B587
B590
B591

CE
PC
CE
PC

AC
PC
DR

DR
DR
PC

CE
CE
PC

AC
PC
PC
PC

Ruegeria sp.
Bacillus sp.
Ruegeria sp.
Bacillus sp.

Erythrobacter sp.
(CBMAI 1204)
Bacillus sp.
Aquimarina sp.
(CBMAI 1205)
Bacillus simplex
(CBMAI 1206)

Ruegeria sp.
Erythrobacter sp.
(CBMAI 1207)
Vibrio sp. (CBMAI 1208)
Vibrio sp.
Bacillus sp.

Paracoccus sp.
(CBMAI 1209)

Bacillus sp.

Bacillus megaterium
(CBMAI 1210)

Staphylococcus sp.

13,3 -

12,3 -
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APENDICE 1. Continuagao

Isolado Esponja®

Identificagdo®

Avaliacao Genética do

Biotecnolégico®

Potencial

Ensaio de Difusdao em
bloco de agar®

Determinacéo da CIM e CBM°®

M. luteus  B. subtillis B. subtilis E. coli
RIS SUNHES CBMAI 825 CBMAI 707 ATCC 6051 ATCC 11775
CIM CBM CIM CBM
B593 PC Bacillus sp. - - + 12,3 - 1 2 - -
B595 PC Bacillus sp. (CBMAI 1211) - + - - - - - - -
B597 CE Ruegeria sp. (CBMAI 1212) + + - - - - - o -
B601 PC Bacillus sp. - + + - - - - - -
B602 PC Bacillus sp. + + - - - - - o -
B605 CE Pseudovibrio denitrificans - + - - - - - -
B608 PC Bacillus sp. - + - - - - o -
Cyclobacterium marinum
B615 DR g (CBMAI 1214) + - - - - - - - -
B616 PC Bacillus sp. - - - 15 - 0,5 2 0,5 2
B618 CE Pseudovibrio denitrificans - - - 16,7 - - - - -
B619 CE Galbibacter sp. (CBMAI 1215) - + - - - = - o -
B624 PC Bacillus sp. - + - 9,7 - 2 2 - -
B626 CE Ruegeria sp. - + - - - - - o c
B627 CE Phaeobacter sp. (CBMAI 1216) - - - - - - - - -
B630 CE Pseudovibrio denitrificans - - - - = o = - -
B632 PC Pseudovibrio denitrificans + + + - - - - - -
B634 DR Pseudovibrio denitrificans - + + - - = c - -
B636 CE Pseudovibrio denitrificans + + + - - - - - -
B640 DR Bacillus pumilus (CBMAI 1217) - + - 10,3 - - - - -
B646 CE Pseudovibrio denitrificans + + + - - - - - -
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APENDICE 1. Continuagao

Isolado Esponja®

Identificagdo °

Avaliacao Genética do

Potencial Biotecnologico °

Ensaio de Difusdo em
bloco de agar®

Determinacéo da CIM e CBM°®

M. luteus B. subtillis B. subtilis E. coli
A A DR CBMAI 825 CBMAI 707 ATCC 6051 ATCC 101775
CIM CBM CiM CBM
B647 CE Ruegeria sp. - - - - - - o o -
B657 CE Pseudovibrio denitrificans - - - - - - - - -
B659 CE Pseudovibrio denitrificans - - - - - - 5 - -
B661 PC Pseudovibrio denitrificans + - - - - - -
B664 CE Pseudovibrio denitrificans + - - = 5 - -
B666 CE Ruegeria sp. + - - - - - - - -
B667 CE Pseudovibrio denitrificans - + + - - = o - -
B672 CE Pseudovibrio denitrificans - - - - - - - -
B675 CE Pseudovibrio denitrificans + - - - = o - -
B680 CE Ruegeria sp. - - - - - - - - -
B684 CE Ruegeria sp. + - - - - - = o -
Pseudovibrio denitrificans
B690 CE (CBMAI 1218) ) i ) ) - - - - )
B695 PC Bacillus sp. - - - 9,7 - 2 2 - -
B698 DR Pseudovibrio denitrificans - - + - - - - - -
B699 AC Pseu?g\gt’z/rllel cieznz/(l;)r)/f/cans ) i . 17,7 i _ i i )
B700 CE Pseudovibrio denitrificans - + 8,5 - - - - -
B701 AC Pseudovibrio denitrificans - - - = o - -
B707 PC Bacillus sp. - - - 7 - 2 - - -
B709 PC Bacillus sp. - + - - - - = o 5
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APENDICE 1. Continuagao

Isolado Esponja®

Identificagdo®

Avaliacao Genética do
Potencial Biotecnologico®

Ensaio de Difusdo em
bloco de agar®

Determinacéo da CIM e CBM°®

M. luteus  B. subtillis B. subtilis E. coli
ha el LS CBMAI 825 CBMAI 707 ATCC 6051 ATCC 11775
CIiM CBM CIM CBM
B710 CE Ruegeria sp. (CBMAI 1221) + + + - - - - - -
B711 CE Ruegeria sp. = - - - - - - c -
B712 CE Ruegeria sp. (CBMAI 1222) + - - - - - - -
B715 PC Bacillus sp. - + - - - o - o
Pseudoalteromonas sp. i i i i i ] i
B718 DR (CBMAI 1223) * +
B721 CE Ruegeria sp. = - - - - - - c -
B722 AC Bacillus pumilus - + + - - - - - -
B727 AC Staphylococcus sp. - - - - - - o - -
Mycobacterium sp. i i i i _ i
B729 AC (CBMAI 1224) + + +
B730 PC Ruegeria sp. + + - - - - o - -
Aestuariibacter halophilus i i _ i
B733 PC (CBMAI 1225) * -
Staphylococcus sp. ) ) i i i i i ) i
S5 Fe (CBMAI 1226)

8 DR = Dragmacidon reticulata, AC = Axinella corrugata, PC = Petromica citrina e CE = Chelonaplysilla erecta;

b Identificacdo com base na analise filogenética do gene RNA ribossomal 16S;

° Presenca (+) ou auséncia (-) dos fragmentos dos genes alvo PKS-1, Il e NRPS,

4 Tamanho do halo de difusdo em mm;
¢ CIM = Concentracéo inibitéria minima em mg/mL e CBM = Concentragéo bactericida minima em mg/mL.
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ANEXO 1. Condi¢des de isolamento das bactérias associadas as esponjas.

Cadigo

Esponja

Meio de cultivo ®

B511
B513
B515
B516
B517
B518
B523
B526
B532
B534
B535
B536
B538
B540
B543
B544
B547
B548
B552
B555
B556
B558
B562
B565
B570
B572
B575
B576
B579
B582
B584
B585
B587
B590

Chelonaplysilla erecta
Dragmacidon reticulata
Chelonaplysilla erecta
Petromica citrina
Petromica citrina
Chelonaplysilla erecta
Dragmacidon reticulata
Petromica citrina
Axinella corrugata
Dragmacidon reticulata
Petromica citrina
Dragmacidon reticulata
Chelonaplysilla erecta
Dragmacidon reticulata
Petromica citrina
Petromica citrina
Petromica citrina
Dragmacidon reticulata
Chelonaplysilla erecta
Petromica citrina
Chelonaplysilla erecta
Petromica citrina
Axinella corrugata
Petromica citrina
Dragmacidon reticulata
Dragmacidon reticulata
Dragmacidon reticulata
Petromica citrina
Chelonaplysilla erecta
Chelonaplysilla erecta
Petromica citrina
Axinella corrugata
Petromica citrina
Petromica citrina

TSA/ASW
MA/ASW
MA/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
MA/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
TSA/ASW
M1/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
TSA/ASW
MA/ASW
MA/ASW
MA/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
M1/ASW
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ANEXO 1. Continuacao.

Cédigo Esponja Meio de cultivo ®
B591 Petromica citrina M1/ASW
B593 Petromica citrina M1/ASW
B595 Petromica citrina M1/ASW
B597 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B601 Petromica citrina M1/ASW
B602 Petromica citrina M1/ASW
B605 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B608 Petromica citrina M1/ASW
B615 Dragmacidon reticulata MA/ASW
B616 Petromica citrina TSA/ASW
B618 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B619 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B624 Petromica citrina M1/ASW
B626 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B627 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B630 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B632 Petromica citrina M1/ASW
B634 Dragmacidon reticulata M1/ASW
B636 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B640 Dragmacidon reticulata TSA/ASW
B646 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B647 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B657 Chelonaplysilla erecta MA/ASW
B659 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B661 Petromica citrina M1/ASW
B664 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B666 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B626 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B627 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B630 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B632 Petromica citrina M1/ASW
B634 Dragmacidon reticulata M1/ASW
B636 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B640 Dragmacidon reticulata TSA/ASW
B646 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
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ANEXO 1. Continuacao.

Cadigo Esponja Meio de cultivo ®
B647 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B657 Chelonaplysilla erecta MA/ASW
B659 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B661 Petromica citrina M1/ASW
B664 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B666 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B667 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B672 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B675 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B680 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B684 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B690 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B695 Petromica citrina TSA/ASW
B698 Dragmacidon reticulata TSA/ASW
B699 Axinella corrugata TSA/ASW
B700 Chelonaplysilla erecta TSA/ASW
B701 Axinella corrugata TSA/ASW
B707 Petromica citrina M1/ASW
B709 Petromica citrina M1/ASW
B710 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B711 Chelonaplysilla erecta MA/ASW
B712 Chelonaplysilla erecta MA/ASW
B715 Petromica citrina M1/ASW
B718 Dragmacidon reticulata ISP2/ASW
B721 Chelonaplysilla erecta M1/ASW
B722 Axinella corrugata M1/ASW
B727 Axinella corrugata TSA/ASW
B729 Axinella corrugata M1/ASW
B730 Petromica citrina M1/ASW
B733 Petromica citrina M1/ASW
B734 Petromica citrina M1/ASW

? Todos os meios foram preparados com agua do mar artificial (ASW) e a temperatura de incubagao foi de
28 °C. M1 (10 g/L de amido soluvel; 4 g/L de extrato de levedura; 2 g/L de peptona; 18 g/L de Agar); MA
(Marine Agar, Difco Manual, 1998); TSA (Tryptic Soy Agar, Difco Manual, 1998) e ISP2 (4 g/L de extrato de
levedura; 10 g/L de extrato de malte; 4 g/L de glicose; 20 g/L de Agar).
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