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INTRODUCAO: Manguezais sio ecossistemas costeiros que ocorrem na transicdo entre o0s
ambientes terrestre e marinho, ao longo das regides tropicais e subtropicais, sofrendo influéncia
direta das marés (Ke et al., 2002). Possuem extrema sensibilidade a poluicdo e sdo
freqlientemente expostos a contaminacéo por petréleo e derivados. O principal processo para a
eliminacdo de hidrocarbonetos de um ambiente é a degradacdo microbiana destes compostos
(Tam et al., 2002). O conhecimento detalhado do mecanismo de acdo de genes catabdlicos
aperfeicoara o entendimento da funcionalidade microbiana e dos processos degradativos que
ocorrem no meio ambiente, auxiliando no planejamento de novas estratégias de biorremediagdo
(Junca & Pieper, 2003). A aplicacdo da técnica de DGGE (eletroforese em gel com gradiente
desnaturante) permite avaliar e comparar a diversidade de microrganismos presentes num
ecossistema, onde cada banda observada no gel representa, teoricamente, uma seqiiéncia de
DNA e, portanto, uma populagdo microbiana (Dabert et al., 2002).

OBJETIVOS: Avaliar a diversidade bacteriana cultivavel e nédo-cutivavel de sedimento de
manguezal (Bertioga/SP) quando submetido a fermentacdo seletiva em meio de sais e naftaleno,
e verificar a presenca de genes catabolicos.

MATERIAL E METODOS: Amostras de sedimento do manguezal de Bertioga/SP - Brasil,
foram coletadas aleatoriamente com o auxilio de um amostrador de aco cilindrico, sendo
representadas por se¢des de 0-5 (A), 5-10 (B) e 10-20 (C) cm cada (Cury, 2002 - modificado). A
fermentacdo seletiva foi realizada em 500 mL e meio minimo de sais, 10 g de sedimentos, 0,1%
de naftaleno, 2% NaCl, 150 rpm a 28°C e incubacdo de 15 dias. Posteriormente, foram
transferidas, por 2 vezes consecutivas, aliquotas de 20% do caldo de cultura para 0 mesmo meio
nas condicdes descritas. O isolamento bacteriano foi realizado em meio NA+2% NaCl e a
identificacdo pela analise do perfil de acidos graxos da membrana celular (MIDI-FAME) de
acordo com o manual do equipamento Agilent, modelo 7683 e programas ChemStation
A0901[1206] e Sherlock 4.0. Estes isolados foram verificados quanto a presenca de genes
catabdlicos monooxigenases (ALK) e dioxigenases (a-ARHDZ2). Ainda, a comunidade
bacteriana foi avaliada por DGGE, utilizando-se kit MoBio UltraClean soil DNAa Extraction
para extracdo do DNA total das amostras (0,59 sedimento) e realizando-se a amplificacdo do
fragmento do gene 16S rDNA com osprimers 243F e RI1387 (Heuer et al., 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO: Das 22 linhagens bacterianas isoladas seletivamente em
naftaleno (profundidade A=7, B=6, C=9 isolados), somente 6 foram identificadas por FAME,
pois, segundo instrugcbes dos programas utilizados nesta anélise, IS superiores a 7,0 devem ser
considerados para identificacdo. Ainda, ndo foi possivel a realizacdo desta analise para 3
isolados visto que estas ndo cresceram em tempo habil para a realizacdo do procedimento
exigido, que é de 24+lhs. Para os genes catabolicos testados, 9 isolados possuem o gene ALK,
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monooxigenase com habilidade em degradar alcanos, mas nenhum isolado apresentou o gene a-
ARHD2, dioxigenase responsavel pela hidroxilacdo de anéis aromaticos (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo dos isolados bacterianos do sedimento de manguezal de Bertioga/SP e
presenca de genes de degradacdo q-ARHD2 e ALK.

Isolado Identificacdo IS ALK a-ARHD2
MB-P3A-49 Pseudomonas stutzeri 0,842 - -
MB-P3A-50 NI - + -
MB-P3A-51 NI 0,224 - -
MB-P3A-52 NI 0,458 - -
MB-P3A-53 NI - - r
MB-P3A-54 NI - - -
MB-P3A-55 NI 0,586 + -
MB-P3B-56 Shewanella putrefaciens 0,861 + -
MB-P3B-58 NI 0,370 - -
MB-P3B-59 NI 0,572 + -
MB-P3B-61 Shewanella putrefaciens 0,873 - -
MB-P3B-62 NI 0,478 - -
MB-P3B-63 NI 0,547 + -
MB-P3C-64 NI 0,264 + -
MB-P3C-65 NI 0,429 + -
MB-P3C-66 Rhodococcus rhodochrour 0,809 + -
MB-P3C-67 NI 0,222 - -
MB-P3C-68 Pseudomonas stutzeri 0,793 - -
MB-P3C-69 NI 0,155 - -
MB-P3C-70 NI 0,690 - -
MB-P3C-71 NI 0,225 - -
MB-P3C-72 Microbacterium barkeri 0,704 + -

Onde: IS = indice de Similaridade MIDI-FAME; NI = Néo identificado por MIDI-FAME

A analise de DGGE de amostras ambientais fornece uma visdao geral da comunidade
microbiana e de seu comportamento quando submetida a condicdes adversas. Verifica-se, na
Figura I, que houve grande flutuacdo da comunidade bacteriana nos diferentes perfis de
profundidade avaliados (A, B e C) e, também, no decorrer das diferentes aliquotas da
fermentacdo seletiva em naftaleno. Contudo, é possivel observar que o perfil de bandas da
aliquota final (pré-plagueamento) tende a assemelhar-se para as 3 profundidades. Segundo
Lindstrom e colaboradores (1999), em ambientes contaminados por longos periodos, as espécies
dominantes estdo presente em menor diversidade, porém, possuem grande versatilidade
catabélica, pois sofreram processos de aclimatizagdo e adaptacdo ao ambiente contaminado
(Tam et al., 2002). No presente momento, as bandas numeradas (1 a 10) foram submetidas a
sequenciamento do gene 16S rDNA para identificacdo.
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Figura 1. Andlise da comunidade bacteriana de sedimento de manguezal (Bertioga-SP) apds
fermentacdo em meio minimo e naftaleno. M=marcadores de corrida; A=0-5cm, B=5-10cm,
C=10-20cm profundidade; la, 2a, aliquota final = aliquotas da fermentacdo seletiva em
naftaleno.

CONCLUSOES: Microrganismos provenientes de sedimentos de manguezais, habéis em
crescer na presenca de petroleo e derivados, sdo interessantes para estudos relacionados a
biodegradacdo destes contaminates e a presenca de genes catabdlicos, uma vez que estes sdo
adaptados as condicdes adversas destes ecossistemas.
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