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Resumo: Inhame, macaxeira e batata-doce sdo vegetais importantes no Nordeste brasileiro,
uma vez que esses tubérculos sdo ricos em amido. Os Polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo
polimeros biodegraddveis produzidos a partir de amido e utilizados na producdo de
plasticos. O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar bactérias com potencial aplicacdo
biotecnoldégica para producdo de polihidroxialcanoatos a partir da rizosfera e superficie de
tUberas de inhame, macaxeira e batata-doce. A coleta das culturas bacterianas ocorreu
por meio da retirada do solo da rizosfera e da superficie das tUberas. Apds diluicdes seriadas
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e semeio do solo em meio de cultura, bactérias com caracteristicas morfolégicas distintas
foram selecionadas para andlise através do PCR de colénia. Das 214 bactérias analisadas,
11 amostras foram positivas para o gene phaC, fator fundamental para sintese de PHA. Nove
bactérias apresentaram resultado satisfatério para producdo de grénulos de PHAs apds
coloracdo de Sudan Black. Dentre as bactérias positivas no PCR e Sudan Black, oito foram
identificadas por sequenciamento ao nivel de género ou espécie, como: Pseudomonas,
Bacillus, Agrobacterium, Stenotrophomonas, Cupriavidus e Microvirga flocculans, sendo esta
Ultima descrita pela primeira vez na literatura como produtora de PHA. A aplicacdo de PCR
de colénia com coloracdo por Sudan Black mostrou-se eficiente e rdpida para a selecdo de
bactérias potencialmente produtoras de PHAs a partir de amostras de solo.

Palavras-chave: TUbera. Microvirga flocculans. Polimeros biodegraddveis.

Identification of inhame, macaxeira, and potentially sweet potential
polyhyroxialcanoat riser bacteria

Abstract: Yam, sweet potatoes and cassava are important cultures in northeastern Brazil
once these tubercles are full of starch. Polyhydroxyalkanoates are biodegradable polymers
made from starch used in the production of plastics. The objective of this work was isolate
and identify bacterial communities with potential biotechnological applications from
rhizosphere and surface soilof yam, cassava andsweet potatoestubers. The bacterial cultures
collection occurred through the removal of rhizosphere and surface soil from the tubers.
After serial dilutions and soil sowing in culture medium, bacteria with distinct morphological
characteristics were selected for analysis by colony PCR. Of the 214 bacteria analyzed, 11
samples were positive for phaC gene, a key factor for PHA synthesis. Nine bacteria showed
satisfactory results for the production of PHAs granules after staining with Sudan Black.
Among the bacteria positive in PCR and Sudan Black, eight were identified by sequencing
fo genus or species, such as: Psesudomonas, Bacillus, Agrobacterium, Stenotrophomonas,
Cupriavidus e Microvirga flocculans. Microvirga flocculans was described first time in the
literature as producing PHA. The application of colony PCR with Sudan Black staining was
efficient and rapid selection of bacteria potentially producing PHAs from soil samples.
Keywords: Tuber. Microvirga flocculans. Biodegradable polymers.
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1 INTRODUCAO

Inhame, macaxeira e batata-doce sdo grupos vegetais de grande importancia
econdmica e social para o Nordeste brasileiro. A principal diferenca entre esses tubérculos
€ o local no qual as reservas de nutrientes sdo acumuladas. Nos tubérculos (inhame) estes
se localizam no caule do vegetal, j& nas tuberosas (macaxeira e batata doce), as reservas

sdo acumuladas nas raizes.

O amido como fonte de carboidrato é o principal componente desses alimentos,
0s quais contém também outros nutrientes. O inhame contém cdicio, fésforo, ferro e
vitaminas do complexo B, além de apresentar menor valor caldrico.! Este apresenta,
ainda, relevancia na industria farmacéutica, permitindo a sintese industrial de cortisona e

hormonios esteroides.?

O inhame contém um grupo de proteinas chamadas dioscorinas, que apresentaram
propriedades antioxidantes trazendo vdrios beneficios para a saude humana, incluindo o

controle da pressdo arterial

A macaxeira apresenta um fdacil cultivo e ndo exige muitos recursos do solo e
técnicas de manejo, sendo importante agronegdcio na economia nacional, juntamente
com o inhame.* A batata-doce € uma planta de clima tropical ou subtropical, também
cultivada em regides temperadas. E de facil cultivo, ristica, de ampla adaptacdo, de alta

toler@ncia & seca e de baixo custo de producdo.

A versatilidade das trés culturas também é um fator interessante, visto que podem
servir tanto para a base alimentar humana, sendo cozidas, assadas e em forma de farinha,
quanto para a alimentacdo animal, além da producdo de dlcool, como é caso da batata-

doce, aplicacdo ndo muito comum no Brasil.®

Além da acumulacdo de quimicos biologicamente ativos, as raizes de plantas
produzem e liberam continuamente substéncias quimicas diversas narizosfera. Esse processo
de exsudacdo da raiz inclui a secrecdo de ions, oxigénio e dgua, enzimas, mucilagem e
uma vasta ordem de compostos ricos em carbono e metabdlitos primdarios e secundadrios.
A composicdo desses exsudatos pode variar com a idade e o gendtipo da planta, bem
como metabolismo, condicdo nutricional, tipo de estresse e outros fatores ambientais.”

Esse tipo de ambiente favorece a multiplicacdo de rizobactérias.
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As rizobactérias que crescem proximas ou associadas as raizes, estimuladas pelos
exsudados radiculares, tém a capacidade de promover o crescimento de plantas. Tal
efeito é atribuido & producdo de substancias reguladoras de crescimento, d producdo
de antibidticos e siderdforos, a mineralizacdo e solubilizagcdo de nutrientes como o fésforo
e a fixacdo de nitrogénio.? Essas bactérias apresentam grande versatilidade metabdlica,
sendo capazes de armazenar substéncias como estratégia de aumento da sobrevivéncia

bacteriana, a exemplo de polihidroxialcanoatos (PHA).

OtermoPHA é aplicado auma familiade poliésteres produzidos pordiversasbactérias,
entre elas: Rhizobium sp., Burkholderia cepacia, Cupriavidus necator, Bacillus megaterium,
B. thuringiensis israelensis, B. subtilis, Chromobacterium violaceum e, principalmente, varias
espécies de Pseudomonas sp.? Esses polimeros despertam grande interesse biotecnoldgico
e industrial, pois sdo termopldsticos, biodegraddveis, biocompativeis e podem ser
sintetizados a partir de matérias-primas renovdveis pela agricultura, sendo o amido uma

fonte importante de carbono.™

Em diversas etapas da via de sintese de PHA, a partir da fonte de carbono, a bactéria
pode gerar intermedidrios na forma de hidroxiacil-CoA, os quais serdo reconhecidos e
polimerizados pela enzima PHA sintase, presente nas bactérias capazes de acumular esses

materiais."

Atualmente, os genes codificantes dessa enzima representam as moléculas-alvo
para a deteccdo de novas espécies bacterianas produtoras de PHAs nas mais diversas
amostras ambientais. Dos frés genes (phaA, phaB e phaC) codificadores de enzimas da
via metabdlica de producdo de PHAs, o gene phaC & o mais importante, visto que ele € o

codificador para a enzima-chave da Ultima etapa da via metabdlica de sintese de PHAs.'?

Pesquisadores desenvolveram um método molecular por PCR para deteccdo de
linhagens bacterianas produtoras de PHAs de cadeias curtas e médias provenientes do
solo de cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) e de lodo marinho (com 1,20 m de
profundidade) usando o gene phaC. Tal método possibilitou fazer PCR diretamente das
colbnias isoladas em placas de Petri em meio acrescido de uma fonte de carbono para

selecdo.’
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Este trabalho visa isolar e identificar bactérias da rizosfera e superficie de tuberas
de inhame, macaxeira e batata-doce com aplicacdo biotecnolégica para producdo de

polihidroxialcanoatos.

2 MATERIAL E METODO

2.1 SOLAMENTO E COI_,ECAO DE BACTERIAS DA RIZOSFERA E DO SOLO
ADERIDO A SUPERFICIE DE INHAME, MACAXEIRA E BATATA-DOCE

As amostras do solo foram coletadas diretamente da drea de plantio de inhame,
macaxeira e batata-doce em propriedades rurais nos Municipios de Camocim de Sdo
Félix, Bonito e Lagoa de ltaenga, em Pernambuco. Em seguida, esse material foilevado ao
laboratdério de Microbiologia do CAV/UFPE onde foi retirado 1 g de solo da superficie da

tUbera e da rizosfera, respectivamente.

Separadamente, as amostras foram misturadas a solucdo salina (NaCl) a 0,85%
estéril, em seguida foram agitadas no vortex para extracdo de micro-organismos do solo
durante trés min. Logo apds foi realizada uma diluicdo seriada na proporcdo de 1:10. Das
diluicoes de 10¢ a 107 foi retirado 0,1 mL e semeado em placas de Petri contendo meio

agar nutriente. O crescimento foi acompanhado durante 24/48 h na estufa a 37 °C.

Foram utilizadas como culturas controle positivo de PCR e producdo de PHA, Bacillus

thruringiensis israelensis, Cupriavidus necator e Pseudomonas putida.

ApOs crescimento das culturas, as colénias bacterianas foram analisadas e, de
acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e aparéncia, foram selecionadas para

sucessiva extracdo de DNA e PCR de colbnia.

2.2 PCR DE COLONIA

Extragcdo de DNA: Foi utilizado o protocolo padrdo de extracdo de DNA."® Apds
crescimento das bactérias do solo, o DNA foi extraido pelo método de fervura em microtubo
utilizando-se 50 uL de TE e uma alcada da colénia retirada da placa de Petri. A fervura foi
realizada por 10 min a 96 °C, 1 min & temperatura ambiente e novamente a 96 °C por mais

10 min para promover lise das bactérias.
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PCR de coldénia para detecgdo do gene phaC da via de sintese de
polihidroxialcanoatos: Apds extracdo de DNA as amostras foram submetidas ao método
de PCR, para deteccdo especifica do gene phaC.? Os primers utilizados para a deteccdo
do gene phaC foram G-D (5'-GTGCCGCC(GC)(CT)(AG)(GC)ATCAACAAGT-3’') e G-1R (5-
'G TTCC AG(AT)AC AG (GC)A(GT)(AG)TCGAA-3'), que amplificam fragmento de 551 pb,
no mix de reacdo (25 uL) contendo 0,5 uM de mix de dNTPs, 1,25 mM de MgCl2, 0,3 uM de
cada primer e 0,25 Ul de Taqg e 2 uL de DNA exfraido da colbénia.

O programa de amplificacdo utilizado para o PCR foi: 1 ciclo de 94 °C por 10 min, 60
°C por 2 min e 72 °C for 2 min, seguido por 40 ciclos de 94 °C por 20's, 55.5 °C por 45s e 72

°C por 1 min, e o Ultimo ciclo em 72 °C por 5 min.

Para o Nested PCR, foram utilizados 2 uL do produto de amplificacdo aplicando o

mesmo programa € o mesmo mix da reacdo anterior.

Os produtos de amplificacdo do PCR foram analisados em eletroforese em gel de

agarose (1,0%), corados com syber safe e visualizados em transiluminador de luz azul.

2.3 PROQUCAO QUALITATIVA DE PHAS DAS BACTERIAS POR PCR DE
COLONIA

Preparagdo do indculo para andlise qualitativa: As bactérias foram cultivadas em
meio caldo nutriente (CN) com excesso de fonte de carbono, sob agitacdo de 600 rpm,
a 30 °C por 24 h. Apds o crescimento, as bactérias foram centrifugadas por 20 min a uma
agitacdo de 4000 rom. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado uma vez
com solucdo salina estéril e centrifugado por 20 min a 4000 rpm. Finalmente o sedimento
foi ressuspendido em meio mineral com restricdo de fonte de nitrogénio, perfazendo o

indculo na proporcdo de 5% (v/Vv).

A composicdo do meio mineral: [Solucdes de oligoelementos (H,BO, 0,30 g/L;
CoCl,.6H,0 0,20 g/L; InSO,.7H,0 0,10 g/L; MnCl,.4H,0 0,03 g/L; NaMoO,.2H,0 0,03 g/L;
NiCl,.6H,0 0,02 g/L; CuSO,.5H,0 0,01 g/L), Solugcdo | (acido nitrolacetico 0,19 g/L; citrato
ferroso de aminia 0,06 g/L; sulfato de magnésio heptahidratado 0,50 g/L; cloreto de cdlcio
dihidratado 0,01 g/L; solugcdo de oligoelementos 1,00 ml/L); Solugcdo II (Na,PO,.12H,0
8,959/L; KH,PO, 1,50 g/L); Solucdo Il (fonte de carbono - glicose 40 g/L)].""
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Andlise qualitativa da produgdo de PHAs - coloragdo de bactérias: Para a andlise
qualitativa da presenca de PHAs intracelular, utilizou-se a técnica de coloracdo Sudan
Black.”™ A etapa de andlise qualitativa da producdo de PHA por coloracdo de Sudan
Black foi realizada apds retirada das amostras do meio MM as 6, 12 e 24 h, e montagem

em Idmina.

Preparou-se uma solucdo de safranina a 10% (v/v) em dlcool 95% (v/v) e uma
solucdo de Sudan Black a 0,3% (p/v) em dlcool 70% (v/v). Para a andlise seguiu-se o seguinte
procedimento: fez-se um esfregaco da biomassa bacteriana em uma ldmina, sendo este
seco e fixado d chama. Em seguida, cobriu-se o material com a solucdo de Sudan Black
por 15 min, deixou-se escorrer e secar ao ar. Descolorou-se com xileno (tfempo de contato

20 s), secou-se ao ar e cobriu-se com a solucdo de safranina (tempo de contato 5s).

Posteriormente, lavou-se suavemente com dAgua e secou-se levemente para
observacdo microscopica da presenca dos granulos de PHAs, que ficam tingidos de preto.
Assim, as bactérias contendo grénulos de PHA adquirem coloracdo preta ou azul-escura,

enquanto as ndo produtoras ndo se coram.

2.4 IDENTIFICACAO E PRESERVACAO BACTERIANA

O sequenciamento para identificacdo bacteriana foi realizado com os isolados
positivos no PCR e na coloracdo por Sudan Black. As amostras foram enviadas para
sequenciamento para empresa Macrogen (Korea), usando os primer fD1 (5-AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG-3') e D1 (5-AAG GAG GIG ATC CAG CC-3'), que amplificaram
fragmentos de 1500 pb do gene rDNA 16S.

O mix de reacdo de PCR para o gene rDNA 16S (25uL) foi: 200 uM de mix de dNTPs,
3 mM de MgCl2, 1,5 uL de cada primer (10pM) e 0,5 uL de Tag e 1 yL de DNA extraido da
colénia (10-30 ng). O programa de amplificacdo utilizado foi: 1 ciclo de 94 °C por 5 min, 25

ciclos de 94 °C por 1 min, 52 °C por 30 s, 72 °C por 2 min, e o Ultimo ciclo a 72 °C por 10 min.

Para a identificacdo das espécies bacteriaonas com base nas sequéncias de
nucleotideos e aminodcidos relacionados, foi consultada a base de dados do NCBIl usando

a ferramenta de programa BLASTn e BLASTx (Basic Local Alignment Search Tool). O grupo
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foi definido com base no grau de similaridade existente entre a amostra e o banco de

dados (e-value e identidade mdaxima).

Cada uma das linhagens bacterianas a ser preservada foi cultivada em caldo
nutriente por 24/48 horas, e, em seguida, 5 mL de cada uma das culturas foram diluidos em 5
mL de uma solugcdo aquosa de glicerol a 40%. A suspensdo de células na solugcdo de glicerol

foi distribuida em tubos de microcentrifuga (500 uL por tubo), que foram mantidos a -20 °C.

Para preservacdo em d6leo mineral as culturas bacterianas foram inicialmente
incubadas em tubo inclinado com agar nutriente por 24/48 horas; apds o crescimento foi
realizada aplicacdo de uma camada de dleo mineral estéril, e todo o meio ficou imerso.

Para melhor preservacdo o material permaneceu em temperatura ambiente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ISOLAMENTO E COI_,E(;AO DE BACTERIAS DA RIZOSFERA E DO SOLO
ADERIDO A SUPERFICIE DE INHAME, MACAXEIRA E BATATA-DOCE

Apods processamento e isolamento de bactérias das amostras de solo da rizosfera e
superficie das tUberas de inhame, macaxeira e batata-doce, observou-se que as coldnias
isoladas apareceram nas diluicdes de solo a partir de 10, e a maior diversidade de micro-

organismos ocorreu a partir da diluicdo de 107,

Apds o crescimento das coldnias bacterianas, cada amostra foi submetida &
contagem (Tabela 1). Foi observado que tanto no inhame quanto na macaxeira e na
batata-doce, o maior nUmero de coldnias bacterianas isoladas por amostra ocorreu no

solo da rizosfera quando comparado ao solo da tUbera.

Com apenas uma excecdo parad uma amosira de macaxeira, que apresentou
valores aproximados entre a quantidade de colénias do solo da tubera e a da rizosfera.
Isso ocorreu possivelmente em decorréncia da grande diversidade bacteriana existente no
ambiente da rizosfera de plantas, com caracteristicas distintas das demais dreas do solo. A
rizosfera € onde ocorre a maior parte das interagcdes enfre micro-organismos e plantas. Sua
composicdo é diretamente influenciada por substéncias quimicas exsudadas pelas raizes

das plantas e por micro-organismaos.'®
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Tabela 1 - Contagem de colbnias bacterianas em cada amostra de solo da rizosfera ou tubera

Material coletado Solo Rizosfera Solo TUbera
Inhame (amostra 1) 7500x10¢UFC/g 92x10¢UFC/g
Inhame (amostra 2) 210x10¢UFC/g 35x10¢UFC/g
Macaxeira (amostra 1) 63x10¢UFC/g 38x10¢UFC/g
Macaxeira (amostra 2) 10x10¢UFC/g 17x10°UFC/g
Batata-doce (amostra 1) 300x10¢UFC/g 13x10¢UFC/g
Batata-doce (amostra 2) 27x10¢UFC/g 10x10¢UFC/

A massa bacteriana nesse ambiente pode atingir 36 mg de bactérias por g de
raiz. Pesquisa demonstrou por microscopia eletrbnica que a densidade da populacdo
bacteriana pode chegar entre 120 e 160 x 10¢ UFC cm?2de raiz.® Por isso, quanto maior a
quantidade de bactéria nessa drea, maior a diversidade bioquimica das bactérias com

possibilidade para producdo de metabdlitos secunddrios com atividade biotecnoldgica.

Com base nas diferencas de aspecto e coloracdo das coldnias foram selecionadas
214 coldnias bacterianas, incluindo amostras da rizosfera e superficie da tubera, sendo 79

colénias do solo do inhame, 47 colbnias de macaxeira e 88 de batata-doce (Tabela 2).

Tabela 2 — Total de colénias bacterianas selecionadas das amostras de inhame, macaxeira e batata-doce
utilizadas no PCR de coldnia

Inhame Macaxeira Batata-doce
Colbnias do solo da rizosfera 38 33 49
Colbnias do solo aderido & tUbera 41 14 39
Total de colénias 79 47 88

3.2 PCR DE COLONIA PARA DETECCAO DO GENE PHAC

As 214 colbnias bacterianas selecionadas foram processadas para extracdo de
DNA e PCR de colénia usando primes para deteccdo do gene phaC. Apds otimizacdo do
protocolo de extracdo de DNA, observou-se que o DNA mais diluido, ou seja, ressuspendido
em 50 uL de TE, foi de melhor qualidade e quantidade adequadas ao PCR do que a
ressuspensdo em 30 uL, conforme estabelecido.’™ Além disso, apds otimizacdo da PCR de
colénia, a amplificacdo do gene phaC (500pb) foi obtida quando da utilizacdo de 0,3 uM

de cada primer (GD e G2R) no mix de reacdo.
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Dentre as 214 amostras de DNA bacteriano analisadas, 11 (C, F, H, 1, 4, 19, 30, 50,
99, 113 e 131) foram positivas no PCR (Figura 1). Destas, cinco amostras foram decorrentes
do inhame, quatro provenientes da batata-doce e duas da macaxeira. Das 11 colénias
bacterianas positivas, 10 foram obtidas do solo aderido & superficie da tUbera, e apenas

uma amostra bacteriana positiva foi isolada do solo da rizosfera (Tabela 3).

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose a 1% do Nested de PCR de coldénia, evidenciando produtos de PCR
de 550pb, correspondentes ds amostras positivas (seta)
Nota: Nas extremidades observa-se o padrdo de peso molecular 1 kb.

Tabela 3 — Bactérias isoladas no solo de rizosfera e superficie da tUbera de inhame, macaxeira e batata-doce
produtoras de polihidroxialcanoatos

Tipo de tibera e localizagdo do % de homologia (base de

Amostras solo Bacterias isoladas dados: NCBI)
1 Inhame (solo da rizosfera) Pseudomonas stutzeri 99%
4 Inhame (solo da tUbera) Bacillus cereus 97%
C Inhame (solo da tubera) Sfenofroghomonos 97%
maltophilia
H Inhame (solo da tubera) Agrobacterium 97%
19 Macaxeira (solo da tUbera) P§eudomonos 97%
nitroreducens
30 Batata-doce (solo da tubera) Microvirea flocculans 7%
99 Batata-doce (solo da tUbera) Pseudomonas sp. 97%
131 Batata-doce (solo da tUbera) Cupriavidus sp. 98%

Disponivel em: https://portalperiodicos.unoesc.edu.br/evidencia




Identificacdo de bactérias da...

Apesar de o solo de rizosfera apresentar maior diversidade de coldnias bacterianas
nos trés tipos de tubérculos analisados, apenas uma amostra do solo da rizosfera (inhame)

foi positiva no PCR de colénia para o gene phaC.

Uma vez que existem apenas relatos com estudos referentes ao solo de rizosfera em
beterraba (B. vulgaris L.), colza (B. napus L.), trigo (Triticum aestivum L.), morango (Fragaria
ananassa L.),"® cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.)," soja (Glycine max L.),'® milho
(Zea mays L.) e graminea (Arundinaria aristulata).'? Este trata-se do primeiro relato sobre
selecdo de bactérias produtoras de PHAs a partir do solo de rizosfera de inhame, macaxeira

e batata doce, fontes reconhecidas de amido.

A proximidade entre o tubérculo e o solo a ele aderido sugere que as bactérias
nesse ambiente estejam em condicdes favordveis a producdo de PHAs, dada a grande
disponibilidade de amido e intimidade direta enfre a bactéria e o tecido vegetal. Pode
existir, ainda, influéncia da diferenca de conteitdo de amido em cada tubérculo e
fuberosa, pois o inhame apresenta 30% de amido in natura, a batata-doce, de 13,4 a

29,2%, variando de acordo com a cultivar, e a mandioca, de 15 a 22%.%°

Sabe-se que existem diferencas na estrutura e na quantidade do carbono disponivel
de acordo com as zonas da raiz. Essa diferenciacdo pode promover a formacdo de
estruturas de comunidades distintas na rizosfera. Uma ampla proporcdo do carbono é
disponibilizadanaformade substéncias solUveisem dgua, como acucares, dcidos orgénicos
e aminodcidos.?! Essa constatacdo assevera que o ambiente darizosfera apresenta intensa
competicdo bacteriana, além de diminuicdo relativa de fonte de carbono no decorrer de

sua estrutura.

O PCR de colbnia pode ser utilizado como método de deteccdo de bactérias
potencialmente produtoras de PHA. Com o PCR foi possivel comparar dois genes
codificadores da PHA sintase (phaC1 e phaC?2), com os quais foram selecionadas 35 hovas
cepas bacterianas produtoras de PHA.”?? Esse método também possibilitou confirmar
bactérias potencialmente produtoras de PHA em culturas de beterraba, colza, trigo e

morango.'®

A efetividade do uso do PCR para deteccdo de genes também pdde ser vista
em estudo utilizando 19 espécies de bactérias reconhecidamente produtoras de PHAs, a

partir das quais foram desenvolvidos mais primers do gene phaC.'? Este estudo ampliou a
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possibilidade de selecdo de bactérias em diversos tipos de amostras ambientais e confirmou
a positividade da PCR com coloracdo de colénia com azul do Nilo. Dentre as 19 espécies
bacterianas estudas, 15 foram positivas no PCR usando os novos primes (phaCF1, phaCF2
e phaCR4) e coloracdo de colbnias, e quatro foram positivas apds nested-PCR. O autor
sugere que esse protocolo é adequado para o rastreio de grande niUmero de isolados

bacterianos ambientaqis.'?

3.3 ANALISE QUALITATIVA DA PRODUCAO DE PHAS

As 11 amostras de bactérias positivas ao PCR foram repicadas para o caldo nufriente,
e apds 24 horas as culturas bacterianas foram centrifugadas e o sedimento resuspendido

em meio mineral, com restricdo de nitfrogénio e excesso de fonte de carbono (glicose).

O ensaio para a andlise qualitativa da producdo de PHA a partir de glicose por
coloracdo de Sudan Black foi realizado pela retirada de aliquotas das culturas bacterianas
crescendo em meio mineral apds 6, 12 e 24 h de incubacdo para coloracdo. Utilizou-se
glicose como fonte de carbono para producdo de PHA." Entre todas as fontes testadas
(sacarose, frutose, propionato de sédio, carboxi-metil-celulose e a glicose) esta Ultima foi a

que apresentou melhor desempenho.

Além da bactéria controle positivo do experimento Cupriavidus necator, das 11
amostras bacterianas analisadas e positivas no PCR, nove (1, 4, C, H, 19, 30, 50 99 e 131)
foram igualmente positivas na coloracdo por Sudan Black em andlise qualitativa para

producdo de PHA em todos os tempos de crescimento 6, 12 e 24 h (Figura 2).

Por outro lado, duas amostras (F e 113) foram negativas na coloracdo por Sudan
Black (Figura 3), as quais indicaram que possivelmente, mesmo apresentando o gene para
a via metabdlica do PHAS, isso ndo ratifica a sua capacidade produtora, pois 0 gene pode

estar corrompido ou ndo estar ativo no momento da andilise.

Alguns fatores influenciam e sdo varidveis a ativacdo dessa via alternativa de sintese
de PHA para diferentes espécies bacterianas, como tipo de fontes de carbono, tempo de
incubacdo, pH, temperatura, oxigénio dissolvido no meio e limitacdes de nutrientes.z As

demais bactérias apresentaram positividade ao corante em todas as etapas da coloracdo.
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Figura 2 — Microvirga flocculans (bactéria 30) apresenta reacdo positiva ao Sudan Black durante os tempos de
6h (A),12h (B) e 24 h (C) ao microscodpio dtico (100x)
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Figura 3 - Bactéria 113, apresenta reagdo negativa ao Sudan Black durante o periodo de 6 h (A), 12 h (B) e 24
h (C) ao microscoépio dtico (100x)

A confirmacdo da producdo de PHA por coloracdo de Sudan Black das bactérias
positivas no PCR é fundamental para o desenvolvimento de trabalhos que venham a
utilizar essas bactérias para fins industriais, favorecendo a populacdo e o meio ambiente.
Esse polimero biodegraddvel com propriedades termopldsticas € um substituto ideal para
o pldstico convencional. As suas propriedades sdo conhecidas por assemelharem-se a

alguns pldsticos comuns, que estdo disponiveis comercialmente.?*
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3.4 IDENTIFICACAQO E PRESERVACAO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE
PHA

Das nove amostras positivas no PCR e na coloracdo por Sudan Black, todas foram
sequenciadas, e a amostra 50 ainda ndo foiidentificada. Todas as bactérias sequenciadas
apresentaram mais de 97% de homologia com as sequéncias do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Os resultados avaliaram o grau de similaridade entre a

amostra e o banco de dados do NCBI, considerando e-value 0.0 e identidade mdxima.

Enfre as oito bactérias positivas, trés apresentaram alta homologia com a sequéncia
de nucleotideos para espécies do género Pseudomonas - bac 1 (P. stutzeri 99%), bac 19
(P. nifroreducens 97%) e bac 99 (Pseudomonas sp. 97%), corroborando dados de outros
autores, que encontraram bactérias desse género com potencial producdo de PHA em

amostras de soro de leite, trigo, colza, beterraba e cana-de-acucar.'317:25

Asamostras C, H, 4e 131 apresentaram alfa homologia na sequéncia de nucleotideos
com, respectivamente, Stenotrophomas maltophilia (98%), Agrobacterium sp. (97%).

Bacillus cereus (97%) e Cupriavidus sp.

Abactéria Gram negativa Cupriavidus necator se destaca pela alta faxa de polimero
produzido, podendo acumular mais de 80% do peso seco de P(3HB).% As bactérias Gram
negativas potencialmente produtoras de PHA, P. stutzeri e P. nitroreducens, também foram

isoladas de solo contaminado por éleo em um campo de refinaria no Norte da China.?

Stenotrophomas maltophilia, Agrobacterium sp. e Bacillus cereus sdo também
espécies ja descritas como produtoras de PHAs. O bacilo Gram negativo Stenofrophomas
maltophilia j& foi isolado da rizosfera do vidoeiro (betula celtiberica L.) e laricio (Pinus nigra
L.).2% O bacilo Gram negativo Agrobacterium sp., naturalmente enconfrado no solo, foi
estudado produzindo PHA em plantas tfrangénicas de tabaco.? Bacillus cereus, um bacilo
Gram positivo, teve essa propriedade confirmada a partir dos residuos do processamento

de mandioca como substrato.®

A bactéria 30 isolada do solo aderido & superficie da tUbera da batata-doce,
apods andlise de sequéncia, apresentou alta homologia (97%) com a espécie Microvirga
flocculans, ainda ndo descrita na literatura como produtora de PHA. Porém, apresentou-

se positiva na coloragcdo com Sudan Black s 6, 12 e 24 h de crescimento (Figura 2). Essa
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bactéria € um bacilo Gram negativo, sendo descrita pela primeira vez com esse potencial,
confirmando a hipdtese de que o solo da superficie da tUbera € um ambiente interessante e

pouco explorado paraisolamento de novas bactérias produtoras de polihidroxialcanoatos.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo de PCR de coldénia com coloracdo por Sudan Black mostrou-se
eficiente e rdpida para selecdo de bactérias potencialmente produtoras de PHAs a partir
de amostras de solo. Foram encontradas vdrias bactérias positivas na deteccdo do gene
phaC da via de sintese de PHA. Nove destas apresentaram resultado satisfatério para

producdo de grénulos de PHAs apds coloracdo de Sudan Black.

Entre as bactérias positivas no PCR e Sudan Black, oito foram identificadas
por sequenciamento ao nivel de género ou espécie, como: Pseudomonas, Bacillus,
Agrobacterium, Stenotrophomonas, Cupriavidus e Microvirga flocculans. Foi identificada
a bactéria Microvirga flocculans como potencialmente produtora de PHA, sendo descrita

pela primeira vez na literatura com essa caracteristica.
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