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RESUMO

GOTTARDO, E.P. Diversidade de bactérias diazotréficas endofiticas de mangue vermelho
(Rhizophora mangle) e avaliacdo do potencial biotecnoldgico. 2009. 85 f. Dissertagao
(Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
2009.

Manguezais sao considerados ecossistemas costeiros, localizados na transicdo entre os
ambientes terrestre e marinho. Esse ambiente é caracteristico de regides tropicais e
subtropicais, sendo encontrados em todo o mundo, principalmente no Brasil, Indonésia e
Austrélia. Em nosso pais, os manguezais podem ser encontrados desde o Amapa até o sul de
Santa Catarina apresentando, quase sempre, condi¢cdes propicias para alimentagao, protecao e
reproducdo da biodiversidade existente no ecossistema. A ocorréncia de grande quantidade de
matéria orgénica potencializa o fato de que o0s microrganismos sdo importantissimos na
ciclagem de nutrientes nestes ambientes. A maioria destes microrganismos transforma a
vegetacdo morta em nutrientes que podem ser utilizados pelas plantas, reciclando e dando
continuidade ao fluxo orgéanico de um manguezal. A Fixagdo Biolégica de Nitrogénio € o
processo através do qual microrganismos existentes efetuam a redugcédo do N, atmosférico a
amodnia, processo catalisado pelo complexo enzimatico da nitrogenase. Esses microrganismos,
quando endofiticos, fixam o N, atmosférico “in planta’” e transferem os produtos para o
hospedeiro, demonstrando grande potencial como diazotréficos. Microrganismos endofiticos
podem ser extremamente relevantes para os vegetais existentes em manguezais por habitarem
o interior destes, em todo seu ciclo de vida ou somente em parte dele, sem prejudica-lo ou
causar qualquer dano aparente ao mesmo. Os endofiticos podem conferir ao seu hospedeiro
caracteristicas importantes, tais como, maior resisténcia a condicdes de estresse, alteragdes
nas condigcdes fisiologicas, suprimento de nutrientes, producao de reguladores de crescimento
vegetal e outros componentes de interesse biotecnoldgico (como enzimas, antibidticos e drogas
de interesse farmacéutico). O presente estudo visou, assim, verificar a diversidade de bactérias
diazotréficas endofiticas existentes em mangue vermelho (Rhizophora mangle) da llha do
Cardoso (Cananéia — SP) e estudar a biodiversidade funcional dos principais grupos e potencial

biotecnolégico.

Palavras-chave: Microrganismo endofitico; Bactérias diazotroficas; Mangue vermelho;

Manguezal; Rhizophora mangle.



ABSTRACT

GOTTARDO, E.P. Diversity of endophytic diazotrophic bactéria of red mangrove
(Rhizophora mangle) and evaluation of the biotechnological potential. 2009. 85 f.
Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, 2009.

Mangroves are considered a coastal ecosystem, located in the transition between the terrestrial
and marine environments. This environment is typical of tropical and subtropical regions and is
found throughout the world, mainly in Brazil, Indonesia and Australia. In our country, the
mangroves can be found from the Amapéa to the south of Santa Catarina showing, almost
always, conditions for feeding, breeding and protection of biodiversity in the ecosystem. The
occurrence of a large amount of organic matter enhances the fact that microorganisms are
important in the cycling of nutrients in these environments. Most of these microorganisms
transform the dead vegetation in nutrients that can be used by plants, recycling and giving
continuity to the organic flow of a mangrove. The biological nitrogen fixation is the process by
which microorganisms existing perform the reduction of atmospheric N2 to ammonia, process
catalyzed by the nitrogenase enzyme complex. These microorganisms, when endophytic,
determine the atmospheric N2 "in plant” and transfer the products to the host, showing great
potential as diazotrophic. Endophytic microorganisms can be extremely relevant to the plant
existing in mangrove swamps, because live in the interior of these, in its entire life cycle or only
part of it, not harm him or cause any apparent damage to it. The endophytic can give to your
host important characteristics such as greater resistance to conditions of stress, changes in
physiological conditions, supply of nutrients, production of plant growth regulators and other
components of biotechnological interest (such as enzymes, antibiotics and drugs of
pharmaceutical interest) . This paper therefore finds the diversity of endophytic diazotrophic
bacteria exist in red mangrove (Rhizophora mangle) of Ilha do Cardoso (Cananéia - SP) and

study the functional biodiversity of the main groups and potential biotechnology.

Key words: Endophytic microorganism; Diazotrophic bacteria; Red mangrove; Mangrove;

Rhizophora mangle.



INTRODUCAO

O manguezal é um ecossistema particular, restrito as zonas entre marés de litorais
e ilhas, associados a estuarios, baias e lagunas. Estéo localizados estrategicamente protegidos
dos impactos dos ventos e ondas, onde a salinidade situa-se entre 5 a 30% podendo atingir até
90%.

Este ecossistema pode ser encontrado em regides tropicas e subtropicais do
mundo inteiro, sendo Indonésia, Brasil, Australia e Nigéria os paises onde se encontram a maior
guantidade de manguezais, chagando a cerca de 50% da area total de manguezais existentes
no mundo, que é de 181.000 Km?®.

Por serem ambientes de ligacdo, ou seja, interface entre o continente, oceano e
atmosfera, 0s manguezais apresentam um solo rico em matéria orgénica proveniente das terras
continentais e das bacias hidrogréaficas que acessam a zona costeira pelas chuvas e pelos rios.
S&o considerados areas de preservagdo permanente e verdadeiros santuarios ecolégicos,
abrigando uma das maiores biodiversidades em termos de reproducao de espécies. Funcionam
como filtro para o ambiente, fornecendo varios nutrientes para as espécies e colaborando com o
enriquecimento de ambientes préximos com sais minerais e matéria organica. Sua importancia
ecologica e econémica torna-o um ambiente atrativo e procurado. Porém, este ecossistema é
considerado de grande vulnerabilidade, pois tém sofrido em sua ampla distribuicdo, acdes
antropicas de impactagao negativa do ambiente.

A manutencdo dos mangues aparece, entretanto, como um desafio para a maioria
dos paises, somente nos ultimos 50 anos, aproximadamente um terco das florestas de
mangues foram perdidas, e assim possivelmente inUmeras espécies, principalmente
microrganismos com grande potencial biotecnolégico e de reestruturacdo ambiental.
Surpreendentemente, quase nenhuma pesquisa tem sido feita com microrganismos nesse
ecossistema, tornando imperativa a exploracdo de novos microrganismos que possam ser
utilizados na preservacao e obtencado de grandes potenciais biotecnolégicos para Estado de
S&o Paulo.

Portanto o presente projeto teve como objetivo contribuir para o levantamento da
diversidade e identificagdo de microrganismos diazotroficos (fixadores biolégicos de nitrogénio
atmosférico) endofiticos de mangue vermelho (Rhizophora mangle) presentes em é&reas do
manguezal da llha do Cardoso (Cananéia — SP), como também possiveis estudos com o
potencial biotecnoldgico destes microrganismos.



CONCLUSAO

Com base nos resultados péde-se concluir que:

- A partir do processo de isolamento foram obtidas 53 bactérias diazotréficas
endofiticas de mangue vermelho (Rhizophora mangle), destas 31 bactérias obtiveram resultado
positivo na identificacao realizada pela analise do perfil dos acidos graxos da membrana celular,
as outras 22 foram analisadas pelo seqiénciamento do gene 16S rDNA .

- Os testes de fixacdo bioldgica de nitrogénio, atividade de reducdo de acetileno
(ARA) e producgao de acido-3-indolacético (AlA), que foram realizados “in vitro” resultaram em
excelentes dados, proporcionando bactérias de grande interesse em futuros estudos
relacionados a sua utilizacdo na promogao de crescimento em plantas e com alto potencial
biotecnolégico.

- As 22 bactérias nao identificadas pela analise do perfil dos acidos graxos da
membrana celular, foram sequenciadas para o gene 16SrDNA e seus dados apresentados, em
sua maioria precisaram de mais estudo para a identificagcdo em valor de espécies. Cinco destas
nao obtiveram similaridade quanto ao banco de dados, podendo, assim, apresentarem uma
nova descoberta de espécie ou género.

- A caracterizacdo morfologica através de microscopia eletrdnica de varredura e
microscopia Optica foi de extrema importancia para o aprofundamento nos estudos com
microrganismos do género Vibrio, até entdo nunca relatado agindo endofiticamente em mangue

vermelho.
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