-
D U N I m INSTITUTO LATINO-AMERICANO DE
S CIENCIAS DA VIDA E DA NATUREZA

Universidade Federal (ILACVN).
da Integracdo
Latino-Americana BIOTECNOLOGIA

ISOLAMENTO E CULTIVO DE PROCARIOTOS OXIDADORES DE AMONIA A
PARTIR DE AMOSTRAS DO SOLO DO PARQUE NACIONAL DO IGUAGCU

SAMUEL DOS SANTOS RIBEIRO

Foz do Iguagu
2024

Versao Final Honol ogada

03/ 03/ 2025 14:28



5 UNILA,

Universidade Federal|
da Integracdo
Latino-Americana

INSTITUTO LATINO-AMERICANO DE CIENCIAS
DA VIDA E DA NATUREZA (ILACVN).

BIOTECNOLOGIA

ISOLAMENTO E CULTIVO DE PROCARIOTOS OXIDADORES DE AMONIA A PARTIR

Versao Final Honol ogada
03/ 03/ 2025 14:28

DE AMOSTRAS DO SOLO DO PARQUE NACIONAL DO IGUACU

SAMUEL DOS SANTOS RIBEIRO

Trabalho de Conclusado de Curso apresentado ao
Instituto Latino-Americano de Ciéncias da Vida e
da Natureza da Universidade Federal da
Integracdo Latino-Americana, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Orientadora: Prof®. Dr® Rafaella Costa Bonugli dos
Santos

Foz do Iguacgu

2024



SAMUEL DOS SANTOS RIBEIRO

ISOLAMENTO E CULTIVO DE PROCARIOTOS OXIDADORES DE AMONIA A
PARTIR DE AMOSTRAS DO SOLO DO PARQUE NACIONAL DO IGUAGCU

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Instituto Latino-Americano
de Ciéncias da Vida e da Natureza da
Universidade Federal da Integracdo
Latino-Americana, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

“b RAFAELLA COSTA BONUGLI SANTOS
g Data: 27/02/2025 14:06:16-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Orientadora: Profe. Dr?. Rafaella Costa Bonugli dos Santos
UNILA

Documento assinado digitalmente

ub NATHALIA CORREA CHAGAS DE SOUZA
g Data: 27/02/2025 14:12:06-0300

Verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br

Prof. Dr?. Nathalia Corréa Chagas de Souza
UNILA

Documento assinado digitalmente

ub CRISTIAN ANTONIO ROJAS
g Data: 28/02/2025 14:04:53-0300

verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br

Prof. Dr. Cristian Antonio Rojas
UNILA

Foz do Iguagu, 15 de outubro de 2024

Versao Final Honol ogada
03/ 03/ 2025 14:28



RESUMO

O ciclo biogeoquimico do nitrogénio, onde ocorre ampla participagdo de bactérias e
arqueas, desempenha um papel fundamental nos ecossistemas. Em uma das partes
desse ciclo, a oxidagao de amoénia, ainda ha vastas lacunas no entendimento do processo
devido a falta de microrganismos isolados. A identificagdo e o isolamento de novos
microrganismos participantes do processo é crucial para a compreensdo das suas
funcdes ecoldgicas e desenvolvimento de tecnologias. Visando ampliar o conhecimento
sobre a diversidade procarittica e identificar novos isolados com potencial biotecnolégico,
foram coletadas amostras de solo em diferentes pontos do Parque Nacional do Iguagu em
Foz do Iguagu/PR. Utilizando uma estratégia de enriquecimento com posterior cultivo em
meio solido diferenciado a base de agarose e amoénia, que possibilita o isolamento
diferencial de microrganismos com as propriedades investigadas, foram isolados e
preservados 16 microrganismos procariontes. Entre os isolados, quatro foram
identificados como bactérias dos géneros Cupriavidus e Phreatobacter, microrganismos
de dificil isolamento e/ou pouco estudados. Esses resultados demonstram a eficacia da
metodologia empregada e a riqueza da biodiversidade microbiana presente no ambiente
estudado. Os isolados foram depositados na Cole¢ao de Cultura de Micro-organismos de
Importéncia Biotecnolégica e Ambiental da UNILA, tornando-se disponiveis para a
continuidade das analises filogenéticas dos demais isolados, além de futuros estudos e

aplicacgdes.

Palavras-chave: Floresta Estacional Semidecidual; Bactérias Oxidadoras de Aménia;
Arqueas Oxidadoras de Aménia; Ciclo do Nitrogénio; Biotecnologia.
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ABSTRACT

The nitrogen biogeochemical cycle, where bacteria and archaea play a significant role, is
fundamental to ecosystems. In one part of this cycle, ammonia oxidation, there are still
vast gaps in the understanding of the process due to the lack of isolated microorganisms.
The identification and isolation of new microorganisms involved in the process is crucial for
understanding their ecological functions and developing technologies. Aiming to expand
knowledge about prokaryotic diversity and identify new isolates with biotechnological
potential, soil samples were collected at different points of the Iguagu National Park in Foz
do Iguagu/PR. Using an enrichment strategy with subsequent cultivation in a differentiated
solid medium based on agarose and ammonia, which enables the differential isolation of
microorganisms with the investigated properties, 16 prokaryotic microorganisms were
isolated and preserved. Among the isolates, four were identified as bacteria of the genera
Cupriavidus and Phreatobacter, microorganisms that are difficult to isolate and/or little
studied. These results demonstrate the effectiveness of the methodology employed and
the richness of microbial biodiversity present in the studied environment. The isolates were
deposited in the Culture Collection of Microorganisms of Biotechnological and
Environmental Importance of UNILA, making them available for the continuation of

phylogenetic analyzes of the other isolates, as well as for future studies and applications.

Key words: Semideciduous Seasonal Forest; Ammonia-oxidizing bacteria;
Ammonia-oxidizing archaea; Nitrogen cycle; Biotechnology.
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1 INTRODUGAO

O surgimento e a perpetuagédo da vida no planeta Terra tém sido motivo
de amplo e complexo debate, em especial considerando que sua forma original pode ter
sido tdo efémera e sensivel que nunca descendeu (Wachtershauser, 1988)'". Apesar
disso, a vida existir até o momento garante que sua adaptagéo para a transferéncia de
informagdes genéticas criou um legado imperecivel ha mais de quatro bilhdes de anos
atras (Martin, 2008). Desde entao, diversas alteragbes abidticas e bidticas garantiram que
o planeta desenvolvesse os mais variados ecossistemas com extensa biodiversidade. A
partir do surgimento da vida nas profundezas abissais, explosdes de vidas proximas da
superficie oceanica prosperaram (Maloof, 2010), s6 para, entdo, serem quase
completamente dizimadas (Briggs, 1989), possivelmente por um unico género de
organismos unicelulares (Rothman et al.,, 2014) e, por fim, rastejarem para fora dos
confins maritimos e estabelecerem novas e inovadoras formas diante do solo terrestre
(Wellman, 2000).

As nuances escondidas no trajeto da evolugdo terrestre ainda se
encontram parcialmente enterradas em camadas tdo hadais quanto sua contraparte
oceanica, mas a vida perpetuada nos tempos presentes sustenta um equilibrio seguindo o
principio ex nihilo nihil fi? entre vida, morte e fatores abioticos. Esse equilibrio
manifesta-se a partir de diferentes representacbées dos dominios da vida celular, como
animais, bactérias, fungos, plantas, arqueas e protistas, assim como estruturas virais e
sub-virais.

Nesse equilibrio, processos como o ciclo do nitrogénio, realizado por
microrganismos, S&o0 cruciais para a manutengao da vida humana e do ecossistema
terrestre como um todo. O nitrogénio € um elemento naturalmente abundante e
essencial para todos os organismos vivos, sendo necessario para a biossintese de
componentes celulares importantes, como proteinas e acidos nucléicos, mas que nao
esta naturalmente biodisponivel (Kuypers et al, 2018).

Do ponto de vista biogeoquimico, os microrganismos sao considerados
essenciais na disponibilizagdo do nitrogénio assimilavel pelas plantas. Historicamente,

considerava-se que as bactérias eram 0s Unicos organismos responsaveis pela

! A frase refere-se as teorias relacionadas aos organismos que eram capazes de realizar processos bioldgicos autdnomos,
mas nao de passar a informacdo genética adiante, como abordado por Wéchtershiuser
% “Nada surge do nada”
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transformacao no nitrogénio atmosférico, principalmente devido ao estudo da associagéo
desses organismos com as leguminosas (Zahran, 1999). Porém, andlises mais recentes
expandiram o conhecimento sobre o ciclo em outros ambientes e evidenciaram a
importancia de outros microrganismos de vida livre no ambiente, como as arqueas no
oceano aberto e até mesmo no solo (DeLong, 1992). A dificuldade no isolamento e cultivo
de arqueas impossibilita a compreensdo detalhada da fungdo destes organismos, e a
propor¢ao de bactéria/arquea disponivel para estudo em cultura isolada chega préximo de
50:1 na colecdo de microrganismos mais diversa do mundo, a Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH. No Brasil, até
mesmo uma das maiores colegdes nacionais como a Colecido Brasileira de
Micro-organismos de Ambiente e Industria — CBMAI, ndo possui qualquer exemplar de
arquea disponivel para distribuicao (SpeciesLink, 2024).

Adicionalmente, diversos grupos bacterianos permanecem desconhecidos
e 0s ja existentes ndo sdo perfeitamente conhecidos e/ou ndo estdo disponiveis,
restringindo estudos e aplicagdes biotecnolégicas na area. Diante disso, o
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas que permitam o cultivo seletivo de
bactérias e arqueas oxidadoras de amodnia torna-se essencial para aprofundar o
conhecimento sobre sua fungdo no ambiente. Assim, o objetivo deste trabalho, ao focar
no aprimoramento de métodos de seleg¢ao e cultivo de procariotos oxidadores de amoénia,
busca contribuir diretamente para a superagao dessa lacuna, ampliando a disponibilidade

de organismos para estudos e aplicagdes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver técnicas e estratégias para o cultivo seletivo, seguido de
isolamento e preservagdo de microrganismos procariotos capazes de oxidar aménia, a

partir de amostras do solo do Parque Nacional do Iguacgu.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar um projeto piloto para avaliar a plausibilidade da realizagdo do
projeto na Universidade Federal da Integragédo Latino-Americana - UNILA.

e Coletar amostras do solo do Parque Nacional do Iguagu em profundidade
aerobica.

e Enriquecer as amostras coletadas em um meio baseado em amdnia.

e Cultivar as amostras em um meio capaz de permitir o cultivo seletivo.

e Isolar as linhagens.

e Preservar as linhagens isoladas.

e Extrair o DNA das linhagens obtidas.

e Sequenciar o DNA extraido.

e Realizar a filogenia dos microrganismos encontrados.

e Depositar os isolados na CCMIBA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A BIODIVERSIDADE NO SOLO E O CICLO DO NITROGENIO

O nitrogénio, um dos elementos mais abundantes na Terra, desempenha um papel
essencial na formacédo de diversas moléculas, como proteinas e acidos nucleicos. No
ciclo do nitrogénio, o elemento quimico circula pela atmosfera, agua, solo e organismos
vivos, assumindo diferentes formas e atrelado a diferentes outros elementos e

compostos(Kuypers et al, 2018), como pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 1 - Compostos nitrogenados envolvidos no ciclo do nitrogénio.

Composto Aménia | Nitrito | Nitrato Oxido Oxido Gas
Nitroso Nitrico Nitrogénio
Formula NH,* ou [ NO, NO; N,O NO N,
NH,
Estado de -3 +3 +5 +1 +2 0
oxidacao do
nitrogénio

Fonte: Autoria propria.

Das inumeras formas assumidas pelo nitrogénio, apenas trés sao
absorvidas pelas plantas: amoénia, nitrito e nitrato, sendo, este ultimo, o Unico plenamente
eficiente. Neste contexto, para que o ciclo ocorra, em especial considerando o beneficio
mutuo para microrganismos e plantas superiores, quatro processos envolvendo o
nitrogénio sao cruciais: fixagao, nitrificacdo, assimilacdo e desnitrificacdo. Durante a
fixagdo, microrganismos convertem o nitrogénio atmosférico majoritariamente em aménia,
que entdo, durante a nitrificagdo, é convertido em nitrito e nitrato (Wagner, 2011), sendo o
ultimo absorvido pelas plantas por diversos transportadores baseados em gradiente de
prétons durante o processo de assimilacdo (Tischner, 2000). Para completar o ciclo,
ocorre a redugado de nitrito e outros compostos nitrogenados em nitrogénio atmosférico
(Christopher et al, 2008).

Dentro do ciclo do nitrogénio, o processo de nitrificagdo ocorre em duas

diferentes etapas: na primeira, a amoénia disponivel no ambiente é oxidada em nitrito,
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enquanto na segunda etapa a oxidacgao do nitrito resulta em nitrato (Figura 1). A primeira
etapa costuma ser o fator limitante do processo e ocorre através de dois grupos de
organismos: Bactérias Oxidadoras de Amobnia (BOA) e Arqueas Oxidadoras de Amoénia

(AOA) através de um processo comumente aerébico (Konneke, 2014).

Figura 1 - Representacgao simplificada do ciclo do nitrogénio

Fixacao

I\12 /\ NH3

Desnitrificacao

Fonte: Adaptado de X

O grupo BOA compreende o filo Pseudomonadota, nas classes
Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, destacando-se os géneros Nitrosococcus e
Nitrosomonas (Hatzenpichler, 2012). A oxidagdo de amoénia é possivel devido a presenga
de genes codificantes de duas enzimas: Amdnia monooxigenase (AMO) e hidroxilamina
oxidoredutase (HAO). AMO atua catalisando a oxidagdo da aménia para hidroxilamina
(NH,OH) através da equagao 1, que entdo prossegue para a atuagao da HAO na equacgao
2 (Cabaleiro, 2019).

NH;+0O,+2H"*"+2¢e¢ - NH,OH + H,0O Equacgao 1

NH,OH + H,O - NO, + 5 H" +4 ¢ Equacao 2
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O grupo AOA ¢é representado pelo filo Nitrososphaerota, cujos microrganismos
possuem uma enzima analoga a AMO, mas codificada por genes diferentes, e uma
diferente via metabdlica substituta da acdo da HAO (Vajrala, 2013), que requer uma
concentragdo muito menor de oxigénio no substrato para terem a mesma eficiéncia das
BOAs e, por consequéncia, podem ser mais relevantes na nitrificagdo do que as BOAs em
uma vasta gama de cenarios, apesar de perecerem em comparagao as BOAs em outros
casos (Leininger et al, 2006). Em geral, ambos os grupos, BOA e AOA, trabalham em
conjunto durante o processo de nitrificagdo, apesar do estudo com as arqueas ainda
carecer de muitas informacdes essenciais (Prosser, 2008).

O estudo de Leininger e colaboradores (2006), demonstrou que as AOA
sdo frequentemente mais abundantes e ativas do que suas contrapartes bacterianas em
12 tipos diferentes de solo, verificando que as cdpias do gene amoA das arqueas eram
até 3.000 vezes mais abundantes do que os genes amoA das bactérias, indicando a
predominancia das arqueas na oxidacao da amdnia. Essa predominancia é crucial para o
ciclo do nitrogénio, pois influencia a disponibilidade de nitrato, um nutriente essencial para
o crescimento das plantas, e afeta a qualidade da agua subterranea por meio da lixiviagao
de nitrato.

A biodiversidade do solo é fundamental para manter as fungdes e os
servigos do ecossistema. Contudo, fatores ambientais, como a salinidade do solo, o pH e
a disponibilidade de nutrientes, influenciam significativamente na estrutura e na fungao da
comunidade microbiana. Na Bacia de Tarim, por exemplo, a salinidade do solo molda as
comunidades microbianas, com as arqueias halofilicas desempenhando um papel
fundamental na oxidagao da amdnia e em outros processos de reciclagem de nitrogénio
(Ren et al, 2018). Da mesma forma, em cultivos vegetais em estufa, o cultivo continuo
altera a estrutura da comunidade microbiana, afetando a abundancia e a atividade dos
microrganismos oxidadores de amoénia (Li et al, 2022).

A perda da diversidade microbiana pode afetar significativamente o ciclo
do nitrogénio. Por exemplo, uma redugao na diversidade de desnitrificadores pode levar a
uma diminui¢cdo na atividade de desnitrificacdo, que € crucial para remover 0 excesso de
nitrogénio do solo, e pode resultar no acumulo de nitrogénio no solo, levando a problemas

como acidificagdo do solo e desequilibrios de nutrientes (Philippot et al, 2013).
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3.2 O DOMINIO ARCHAEA

As arqueas sao seres unicelulares sem nucleo celular e, portanto,
organismos procariotos, com morfologia, ao alcance limitado da tecnologia humana atual,
semelhante ao dominio Bacteria (Pace, 2006). A semelhanga ao alcance da visao
humana expandida pelos microscopios mostrou-se uma falha grande o suficiente para
chama-las de “Arqueobactérias” por um extenso periodo (Woese, 1977), colocando-as
COmMoO organismos arcaicos ancestrais as bactérias e que resistiam a condi¢gdes extremas
semelhantes ao inicio da vida na Terra. O avango da biologia molecular, porém, permitiu
esclarecer inicialmente que as arqueas eram completamente separadas das bactérias e
eucariotos (Woese, 1990), s6 para entdo uma revolugao indicar que as arqueas, apesar
de separadas das bactérias, podiam estar muito mais intrinsecamente ligadas aos

eucariotos do que parecia (Spang, 2015), como pode ser visto na figura 2:
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Figura 2 - Representag&o atual resumida da arvore da vida, onde os eucariotos ficam

incluidos dentro do dominio Archaea.

(Tenericutes)

Bacteria

Actinobacteria  Armatimonadetes Nomurabacteriza @  ® Kaiserbacteria

. Zixibacteria Atribacteria @ Adlerbacteria
oacimonetes  Aquificae Chioroflexi d i
o e e ntes Campbellbacteria
Gemmatimonadetes Caldiserica Firmicutes

WOR-3 Dictyoglomi

TAOE Thenmotogae Cyancbacteria
Poribacteria Deinacoccus-Therm.
Latescibacteria Synergistetes

BRC1 Fusobacteria _
“\\\_ ?A(./\

Giovannanibacteria
[ ® Wolfebacteria

o Melainabacteria Jorgensenbacteria

o RBXI

Marinimicrobia @

Bacteroidetes  lanavibacteria

Chlorobi
@ Azambacteria .
PVC Parcubacteria
superphylum @ Yanofskybacteria
Planctomycetes Elusimicrobic \ 5 \ Y = ® Moranbacteria
Chlamydiae, —— | : . )
Lentisphaerae, - = f : ® Magasanikbacteria
Verrucomicrobia = \ ¥ = 3 ®Uhrbacteria :
. . / = - = ® Falkowbacteria Candidate
Omnitrophica ® = = = Phyla Radiation
rokuba \ . ® SM2F11
Am\mcenl:z};asbm?;?;i.c o = e S @ Peregrinibacteria

Tectomicrobiz, MDduNﬁ_l[JEC(qua 11 = ! T A (] Aa‘g!:iggé}gihaa?gkg.sgyoz
litrospinae = = =
Nitrosplmpe Saccharibacteria

Dadabacteria—= - ® Berkelbacteria
Delmpmtebuctfrva z 4 3

(Thermodesulfobacteria)

Chr
Deferril bucrezg
Hydrogenedentes NKB19 ™

iogenetes,

S @ Woesebacteria
Spirochaetes, Z g b o ..‘*ihapir';)hacteria
[ Wirthbacteria - ® Amesbacteria
T™E @ 2 3 ®® " Collierbacteria
Epsilonproteocbacteria / Pacebacteria

Beckwithbacteria
Roizmanbacteria
| Gottesmanbacteria
Levybacteria

|
~® | Daviesbacteria Microgenomates
Katanobacteria  Curtissbacteria

WWE3

Alphaprotecbacteria

Zetaproteo.

Acidithiohacillia
Betaproteobacteria

Major lineages with isolated representative: italics
Major lineage lacking isolated representative: ®

04

Gammaproteobacteria

Micrarchgeota @

Eukaryotes

Diapherotrites

Nanchalearchaeota
Aenigmarchaecta
Parvarchaeota

\ \' W Korarch
DPANN y \‘ W Crenarch.
Pacearchaeota @® | T\ Bathyarc. )
Nanoarchaeota YNPFFA
Woesearchaeota A'Q‘"d_]' Opisthokonta
Altiarchaeales Hialobacteria .
Z7ME4A3 \
Methanopyri TACK
Methanacocci
Archaea Hadesarchaea Excavata
Thermococci Thaumarchaeota Archaeplastida
Methanobacteria
Thermoplesmata Chromalveolata
Archaeoglobi
Methanomicrobia Amoebozoa

Fonte: Hug et al, 2016.

A partir da exploragado da regido conhecida como Castelo de Loki, um
grupo de arqueas (atualmente denominado Lokiarchaeota) revelou que os minusculos
seres possuiam uma quantidade de proteinas e outras estruturas moleculares que
pensava-se serem exclusivas dos eucariotos. Essa descoberta impulsionou diversas
pesquisas subsequentes, culminando na identificacdo do superfilo ASGARD

(representado na figura 2 por Loki. e Thor.) reforcando a hipotese de que os eucariotos
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teriam definitivamente se originado a partir de um ramo da arvore da vida das arqueas
(Xie, 2021).

Essa teoria proposta reestrutura a ideia da endossimbiose, onde um ancestral
eucarioto teria incorporado uma bactéria em sua célula sem fagocitar, formando a
mitocondria e, posteriormente, outras estruturas semelhantes (Callier, 2022). Apesar do
superfilo ter recebido mais destaque por essa ocasido, outros filos além de ASGARD
possuem enorme relevancia na evolugdo do planeta e nas tecnologias humanas, de
formas boas e ruins para outros organismos.

O género de arqueas Methanosarcina do filo Euryarchaeota, por exemplo,
hoje em dia € atrelado a producdo de biogas pelos humanos em biorreatores e possui
populagao controlada na natureza. Porém, uma teoria proposta por Rothman et al. (2014)
indica que sua reproducédo exponencial através da aquisicdo de uma nova via metabdlica,
por transferéncia de genes, permitiu ao procarioto consumir rapidamente vastos depdsitos
de carbono organico em sedimentos marinhos, levando a um ambiente terrestre euxinico,
que matou cerca de 90% das espécies do mundo durante o evento conhecido como
Extincdo do Permiano-Triassico.

Diversas outras tecnologias derivadas de arqueas também foram
viabilizadas pelo avanco da biotecnologia, muitas delas ja aplicadas, enquanto outras
ainda passiveis de estudos conclusivos (Pfeifer, 2021). Dentre os exemplos, a enzima Pfu
polimerase, descoberta da arquea Pyrococcus furiosus e posteriormente recombinante
em Escherichia coli (Littlechild, 2015) é vastamente usada na amplificagcdo do DNA, a
partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR moderno), enquanto as celulases,
xilanases e lacases, respectivamente provenientes das arqueas dos géneros Haloarcula,
Pyrodictium e Haloferax (Amoozegar, 2019), possuem expectativas de otimizar os
processos envolvendo a produg¢ao de biocombustiveis (Kasirajan, 2015).

As arqueas possuem estruturas morfolégicas muito semelhantes ao
dominio Bacteria, assumindo normalmente formas de cocos ou bacilos, apesar de
também possuiram inumeros outros formatos exclusivos ao dominio, como é o caso da
célula quadrada da Haloquadratum waslbyi (Stoeckenius, 1981), exemplificados na figura
3:
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Figura 3 - Exemplos de morfologias distribuidas pelo dominio Archaea

Fonte: Criado por Maulucioni, 2020°. Disponivel em: <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Archaea.png>

As arqueas estdo universalmente presentes em todos os biomas, em
parte pela sua capacidade de utilizar diferentes fontes de energia (compostos organicos,
luz, amobnia, ions metalicos, gas hidrogénio, enxofre, entre outros), parte pela alta taxa de
divisdo assexual (por fissdo binaria, fragmentacgao e blastogenesis) e parte pela tolerancia
aos mais diversos e extremos habitats (Moissl-Eichinger, 2017).

Apesar da capacidade de viverem em diferentes ambientes extremos,

* Na colagem, a esquerda e de cima para baixo estdo representadas: Methanosarcina barkeri, Ignicoccus hospitalis,
ARMAN (abreviatura de Archaeal Richmond Mine Acidophilic Nanoorganisms ou Nanoorganismos Acidofilicos
Arqueanos da Mina Richmond) e Haloguadratum walsbyi. A direita: Methanohalophilus mahii, Pyrococcus furiosus,

Protheoarchaeum syntrophicum e Halobacterium sp. linhagem NRC-1.
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caracterizando alguns grupos como extremofilos, varios outros grupos s&o encontrados
em sua plenitude em ambientes mesdfilos, como em corpos de animais, em vida livre nos
mares e, especialmente, no solo, com muitas arqueas sendo responsaveis por parte da
manuten¢ao de importantes ciclos biogeoquimicos, como as AOAs no ciclo do nitrogénio
(Hatzenpichler, 2012).

3.2.1 O Filo Nitrososphaerota

Considerando o pensamento inicial de que arqueas s6 existiam em
ambientes extremos, é recente a nogdao da abundancia de arqueas em ambientes
mesofilos (DeLong, 1998). A partir desse entendimento, muitos novos taxons foram
descobertos nos mais diversos ambientes, e, em muitos casos, mostraram-se
responsaveis por uma quantidade consideravel da biomassa total (Hoshino, 2019). Uma
dessas descobertas foi a existéncia do filo Nitrososphaerota (sin. Thaumarchaeota) a
partir da diferenga filogenética notada na espécie Cenarchaeum symbiosum, pertencente
a esse filo, em relagdo aos outros filos de arquea (Brochier-Armanet, 2008).
Posteriormente, a presenca das AOAs foi identificada em analises de amostras solo de
jardim (Stiegmelier, 2014) e amostras oceénicas (Konneke, 2005), levando a descoberta,
respectivamente, das espécies Nitrososphaera viennensis e Nitrosopumilus maritmus,
ambos microrganismos extremamente comuns em seus respectivos habitats.

Além do solo de jardim e do mar aberto, representantes desse filo ja foram
encontrados distribuidos em uma quantidade muito ampla de habitats, como outros tipos
de solo, pantanos, estuarios, sedimentos abissais, agua subterrénea, sedimentos de
drenagem de minas acidas e outras regides marcadas por niveis consideraveis de
nitrogénio, criando nichos especificos dentro dos microhabitats para colaborarem com
outras arqueas (como arqueas marcadas pela presenca no ciclo do Ferro/Enxofre) ou
diferentes bactérias, transformando-se em importantes protagonistas e marcadores
ecologicos (Walker, 2010; Gupta et al, 2021; Saghai et al, 2022).

O metabolismo dentro desse filo € diverso. Apesar de marcado pela
presenca da enzima AMO arqueana, codificada pelo gene AmoA, nem todos os
representantes do filo, inclusive alguns com o gene AmoA, sao de fato AOA. Alguns
representantes sdo capazes de metabolizar ureia (Qin, 2014), enquanto outros

conseguem metabolizar metano, expandindo a possibilidade de metabolismos dentro do
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filo (Mussman, 2014). Por outro lado, o filo possui uma caracteristica universalmente
distribuida: Fixacéo de carbono através de HCO,- (Walker, 2010) e CO,, sendo que a via
metabdlica do CO, é a via para fixacdo de carbono mais eficiente do tipo conhecida
(Konneke, 2014).

Em relagcdo ao género Nitrososphaera, na membrana citoplasmatica ha a
presengca de crenarqueol e outros Glicerol Dialquil Glicerol Tetraéter (GDGT), sendo o
primeiro uma marca importante para identificacdo das AOAs (Schouten, 2013). Duas
espécies ja foram caracterizadas morfologicamente Nitrososphaera viennensis,

Nitrososphaera gargensis (Stiegmelier, 2014; Konneke, 2005).

3.3 O DOMINIO BACTERIA

As bactérias, assim como as arqueas, sao organismos procariotos com
diversas morfologias e presentes na vasta maioria dos habitats (refbac). Apesar de
participar ativamente da maioria dos ciclos biogeoquimicos do planeta e serem bem mais
compreendidas do que as arqueas, apenas uma infima parcela pode ser cultivada em
laboratério através dos métodos atuais, enviesando as informacgdes que possuimos sobre
as mesmas(refbac2). Desde sua descoberta, diversos formatos foram observados, como
pode ser visto na figura 4:

Figura 4 - Diferentes morfologias de bactérias.
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Fonte: Traduzido do inglés por Patricia R. (2009), desenvolvido por Mariana “LadyofHats” Ruiz (2006) e
baseado em Wiesmann, Ernst(1986). Disponivel em:

<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bacterial _morphology_diagram-pt.svg>
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3.3.1 As Bactérias Oxidadoras de Amonia

As BOAs podem utilizar diferentes tipos de substratos, em especial metano (CH,) e
monoxido de Carbono (CO) (Wang et al, 2024). Desde o isolamento da primeira BOA
identificada, uma diversidade de estudos foram realizados para definir sua diversidade,
resultando em diversos grupos conhecidos (Koops e Pommerening-Rdser 2001). A partir
de entdo, cinco géneros de bactérias foram descobertos, sendo quatro dentro da
subclasse betaproteobacteria (Nitrosomonas , Nitrosospira, Nitrosovibrio e Nitrosolobus) e
um na subclasse gammaproteobacteria (Nitrosococcus), apesar das posi¢coes
filogenéticas constantemente serem alteradas dentro dos grupos (Purkhold et al. 2000).
Porém, assim como no caso das arqueas, essa classificacao historicamente foi limitada
pelas técnicas de cultivo e co-cultivo, que, no caso desses microrganismos, Sao
complexas e necessitam de muito tempo devido ao lento crescimento dos mesmos (Geets
t al.,, 2006). Com o avango das técnicas moleculares, constantemente novas bactérias
capazes de oxidar amdnia sao descobertas e, assim, novas técnicas de isolamento s&o
desenvolvidas.

As AOB podem ser classificadas de quatro formas de acordo com sua morfologia:
pela forma da célula, tamanho da célula, flagelos e arranjo de membranas
intracitoplasmatocas(Soliman et al, 2018). O género Nitrosomonas, por exemplo, €&
definido pelas suas células esféricas elipsoidais com medidas que variam de 1,5 a 2,5 um,
enquanto o género Nitrosospira possui células espirais com invaginacées nas membranas
intracitoplasmaticas e tamanho que varia de 0,3 a 8,0 ym (Koops € Pommerening-Roser
2001).

A partir dessas caracteristicas, sdo divididas em trés grupos. O primeiro grupo,
dividido ainda em seis linhagens, compreende o género Nitrosomonas, sendo a primeira
linhagem (N. europae, N. eutropha, N. halophila e N. mobilis) notavel pela atividade da
enzima urease e exigéncia moderada de sal, enquanto a segunda linhagem (N.
communis) ndao possui exigéncia de sal ou atividade da urease; a terceira (N. nitrosa) e
quarta (N. ureae e N oligotropha) linhagem se assemelham a segunda ao n&o possuir
exigéncia de sal, mas possui atividade da urease assim como a primeira. As linhagens
cinco (N. marina e N. aestuarii) e seis (N. cryotolerans) sao haldéfilas obrigatérias e com

atividade da urease. O segundo grupo compreende os géneros Nitrosolobus, Nitrosovibrio

e Nitrosospira, sendo semelhantes ao grupo um. O ultimo grupo, género Nitrosococcus,
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espécies Nitrosococcus oceani e Nitrosococcus halophilus, tem halofilia obrigatoria, sendo
a primeira espécie com atividade da urease e a segunda sem. Cada uma das linhagens
dentro dos grupos possui ainda caracteristicas ecofisiolégicas especificas em relagao a
quantidade ideal de ambnia como substrato e sao encontradas em locais

diferentes(Koops e Pommerening-Roser 2001).

3.3 ARQUEAS OXIDADORAS DE AMONIA E BACTERIAS OXIDADORAS DE AMONIA
NA BIOTECNOLOGIA

O uso de organismos oxidadores de amoénia na biotecnologia vem sendo
estudado desde suas respectivas descobertas (Kowalchuk, G. & Stephen, J., 2001). Wu e
colaboradores (2021) realizaram uma extensa revisdo onde avaliaram a participagcao de
arqueas e bactérias oxidadoras de amodnia na remog¢ao de diversos produtos
farmacéuticos no solo, em especial os antibidticos, e concluiram que esses
microrganismos podem aumentar consideravelmente a remoc¢&o desses farmacéuticos
em sistemas de tratamento de aguas residuais. De forma semelhante, diversos géneros
de bactérias e arqueas do solo possuem capacidade de remocao de diferentes tipos de
moléculas e elementos, como ocorre na remog¢ao de metais pelo género de bactérias
Cupriavidus (Vicentin et al, 2018).

O fato de a vasta maioria dos microrganismos serem desconhecidos
(Curtis et al, 2002), porém, limita o avango da aplicagdo imediata de biorremediadores nos
mais diversos ambientes e, mesmo quando descobertos através da biologia molecular, o
cultivo desses microrganismos ainda é uma tarefa a ser superada, no qual entdo seria
novamente barrado pela dificuldade de escalonar a produgcéo em larga escala (Velastegui
et al, 2023).
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4 METODOLOGIA

4.1 PROJETO PILOTO

Para avaliar os meios de cultivo e as possibilidades de execug¢ao, um

estudo piloto foi realizado previamente a coleta da amostra de interesse.

4.1.1 Coleta de Amostras do Solo

Para o piloto, que durou aproximadamente 3 meses, foi selecionada uma
amostra composta do solo do Parque Nacional do Iguagu (25°32'42.5”S e 54°24°58.1”W)
coletada no dia 20 de fevereiro de 2024 de uma profundidade aerdbica (10-20 cm). A
regiao é caracteristica de uma floresta estacional semidecidual de formagao submontana
(altitude entre 251 m e 284 m) e solo do tipo latossolo vermelho (IBAMA, 2000). Contudo,
o local é uma borda artificial do parque, que esta separado da matriz agricola por uma
estrada com uma largura entre 6 m e 7 m. Apods coleta, o solo foi mantido resfriado e,
apos seis dias, foi aliquotado para enriquecimento a partir de meios especificos para

organismos oxidadores de amonia.

4.1.2 Enriquecimento da Amostra

Dois meios (liquidos) de enriquecimento, nomeados Arq | e Arq Il, foram
preparados, sendo: Arq | composto por 1 g/L NaCl, 0,40 g/L MgSQO,, 0,10 g/L CacCl,, 0,20
g/L KH,PO,, 0,50 g/L KCI, 0,17g/L NaHCO;, 0.027g/L NH,CI, modificado a partir de
Lehtovirta-Morley et al. (2011) e Arqg Il composto por 0,68 g/L KH,PQO,, 0,71 g/L Na,HPO,,
0,40 g/L NH,CI, 0,15 g/L KCI, 0,26 g/L NaHSO,, 0,30 g/L NacCl, 0,06 g/L CaCl,, 0,036 g/L
MgSO,, modificado a partir de Simon et al., 2005. Todos os reagentes foram dissolvidos
em agua destilada e autoclavados a 121°C por 20 minutos. A amostra do solo foi pesada
em vidro de reldgio limpo com alcool 70% e entao dissolvida nos enriquecimentos em 5%

p/v. Os enriquecimentos foram incubados a 37 °C sem agitagéo por oito dias.

4.1.3 Isolamento e Cultivo em Meios Sdélidos

Trés diferentes meios sélidos, nomeados Arq |, Arq Il e Arg lll foram
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preparados. O preparo dos dois primeiros meios foi semelhante as suas contrapartes para
meio liquido, com o diferencial da adicdo de 14 g/L de agarose para solidificagdo do meio
antes da esterilizagdo. O meio Arg-lll foi preparado com 5 g/L de extrato de levedura, 14
g/L de agarose e, em cada placa de Petri, 100 puL de Nistatina a 10.000 Ul/mL. Para os
meios Arq | e Arq Il, foi adicionado inicialmente a placa 100 yL de Nistatina a 10.000
Ul/mL, 100 pL de Ampicilina 10% e 50 puL de Canamicina 5%. Para o controle, também
foram preparados meios Arq | e Arq Il sem adicdo dos antibidticos. Apds oito dias de
cultivo, 100 pyL de cada enriquecimento foi inoculado, em duplicata, usando a alga de
Drigalsky nos meios de cultura Arq |, Arq Il e Arq lll. As placas foram mantidas em estufa
a 37° C e o crescimento acompanhando semanalmente. Apos 23 dias, 0os microrganismos
resultantes que possuiam morfologia de coldnia distintos nas placas com adigdo de
antibidticos foram transferidos, em duplicatas, para novas placas usando a técnica de
esgotamento por estriamento. Placas que possuiam col6nias de dificil diferenciagao foram
transferidas a partir de areas aleatérias de 1 cm? dentro das placas para isolamento
posterior. As novas placas Arqg | e Arqg Il, todas com nistatina, foram divididas em trés
subcategorias: sem adi¢cdo de antibidticos; com adi¢ao de ampicilina e canamicina, e, por
fim, com adicdo de ampicilina, canamicina e de gentamicina. As placas foram repicadas
até a obtencao de culturas puras. Em todos os casos, as novas placas foram preparadas
utilizando como base o mesmo meio sélido da placa que seria repicada, e todas as placas
receberam a adicéo de 100 yL de Nistatina a 10.000 Ul/mL, 100 pL de Ampicilina 10%, 50

ML de Canamicina 5% e 10 pL de Gentamicina 4 %.

4.1.4 Caracterizacdo Microscopica

Colbnias isoladas obtidas através do meétodo anterior foram coradas
através do método de coloragdo de Gram (Tripathi e Sapra, 2023) e observadas através

de um microscépico Optico Zeiss Primostar para a analise da morfologia celular.

4.2 PROJETO OFICIAL

Apos aplicagao do Projeto Piloto, a metodologia foi adaptada e realizada
COMO a sequir.
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4.2.1 Coleta de Amostras do Solo

Assim como no piloto, as amostras compostas do solo de profundidade
aerobica foram coletadas do Parque Nacional do Iguagu em 2 de julho de 2024. Para o
projeto final, foram selecionados quatro diferentes pontos com diferentes tipos de solo e
diferentes niveis de conservagdo ambiental. O ponto de coleta P1 (coordenadas
25°37'30.0"S 54°28'22.8"W), localizado préximo a Trilha da Canafistula, corresponde a
uma area antropicamente impactada no passado. A regido, em processo de regeneragao,
apresenta evidéncias de antigas construgdes, solo exposto, alta incidéncia solar e
espessa camada de serrapilheira. A amostra P2 (25°37'15.6"S 54°28'12.0"W) foi coletada
na trilha da antiga represa, localizada no interior do PNI. Essa area umida, com acumulo
de agua e vegetacdo aberta, indica um ambiente com caracteristicas hidricas distintas
das demais areas amostradas. O ponto P3 (25°35'45.6"S 54°23'34.8"W), localizado no
final da Trilha do Pogo Preto, proximo ao Rio lguagu, caracteriza-se por uma planicie
sujeita a inundacdes periddicas. A vegetacdo densa e a baixa frequéncia humana indicam
um ambiente com menor perturbagdo antropica. A alta umidade e os eventos de
inundacdo podem favorecer um elevado turnover de espécies e processos de selecao
natural. O ponto P4 (25°37'30.0"S 54°28'33.6"W), localizado préximo a base da Policia
Ambiental e a estrada das Cataratas, apresenta condi¢des aridas e sofre com o intenso
trafego e a invasao da espécie de planta exética Tradescantia zebrina. Registros visuais e

um mapa detalhado podem ser conferidos nas figuras 5 e 6.
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Figura 5 - Pontos de coleta(P), do 1 ao 4.

Fonte: Autoria propria.

Figura 6 - Mapa evidenciando os pontos de coleta.

Rodavia de sadases ba Cataratas

i
i :Ll.ﬂ-:-lguhiq

Fonte: Cedido por Quémili Simone Clementina Brand(2024), feito através do software Quantum Geographic
Information System (QGIS).
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4.2.2 Enriquecimento das amostras

Para o enriquecimento, 5% p/v das amostras foram inoculadas no meio
nomeado Arq L, modificado a partir de Stiegimeier et al (2014), preparado com Atrtificial
Fresh Water, do inglés, Agua Fresca Artificial (AFM): 1 g de NaCl, 0,40 g de MgCl, x 6
H20, 0,10 g de CaCl, x 2 H,0, 0,20 g de KH,PO,, 0,50 g de KClI, 0,05 g de Na,SO, e 1L
de agua ultrapura,. O meio Arq L € composto por: 1 mL de solugdo de 7,5 mM de
FeNaEDTA; 2 mL de solugdo tampao 1 M NaHCO;; 10 mL de solucdo tampao HEPES
(acido hidroxietil piperazineetanesulfénico) 1M pH 7.5; 2 mL de solucédo de 1M de NH,CI;
1mL de solucdo de 1M de Piruvato de Sdodio e, por fim, 1 mL de solugdao de
oligoelementos para Nitrososphaera spp. (composta por 8,00 mL de HCI , 30,00 mg de
H;BO;, 100 mg de MnCl, x 4 H,O, 190,00 mg de CoCl, x 6 H,0, 24,00 mg de NiCl, x 6
H,0, 2,00 mg de CuCl, x 2 H,0, 144,00 mg de ZnSO, x 7 H20, 36,00 mg de Na,MoO, x 2
H,O em 1L de agua ultrapura) completando o volume para 1 L com AFM e o pH ajustado
para 7,5. Todas as vidrarias e utensilios metalicos utilizados durante todo o procedimento
de cultivo foram lavados com detergente Extran 20%, seguidos com lavagem de HCI 0,1
M e trés vezes enxaguados com agua destilada. Os enriquecimentos foram incubados em

triplicata em estufa a 37 °C por até 21 dias.

4 .2.3 Isolamento e Cultivo em Meio Sélido

O meio sélido, Arq S, foi preparado adicionando 14 g/L de agarose ao
meio AFW-base antes da autoclavagem, seguido dos mesmos passos indicados para o
meio Arqg L, com excecao dos antibidticos, que foram adicionados diretamente ao meio
antes da solidificacdo, sendo as quantidades: 5 mL de Nistatina a 10.000 Ul/mL, 5 mL de
Ampicilina 10% e 2,5 mL de Canamicina 5%, 5 mL de Gentamicina 4% e 1,7 mg de
Cloridrato de Clindamicina. Apos sete, 14 e 21 dias de incubacao dos enriquecimentos,
100 pL foram inoculados no meio sélido Arq S, e as placas foram mantidas a 37° C em
estufa até terem um crescimento adequado. O crescimento das colénias foi monitorado
constantemente e as colénias foram transferidas para novas placas sucessivamente até a
obtencdo de colbnias puras. As colonias puras obtidas foram caracterizadas

microscopicamente através da coloragao de Gram.
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4.2.4 Purificagédo e Preservagao

Os isolados foram analisados para a determinagdao das morfoespécies,
fotodocumentados e preservados pelo método de criopreservagao (criotubos com glicerol
20% e mantidos a -80°C), na CCMIBA, Colegdo de Cultura de Micro-organismos de

Importancia Biotecnolégica e Ambiental da UNILA.

4.2.5 Caracterizacdo Molecular

Placas com colbnias puras foram raspadas para a extracdo de DNA com
auxilio de agua ultrapura estéril. Apds a obtencéao, as células foram centrifugadas a 12000
rpm por cinco minutos, o pellet foi mantido para a préxima etapa e o sobrenadante foi

descartado.

4.2.5.1 Extragcdo do DNA

As células foram transferidas para tubos tipo eppendorf estéreis, contendo
472 uyL de Tampao TE (Tris-HCI 25 mM, pH 8; EDTA 10 mM) e, em seguida, foram
adicionados a cada tubo 3 pL de Proteinase K (20 mg/mL), 5 yL de RNAse (10 mg/mL) e
15 uL de SDS 20%, sendo os sistemas incubados a 37 °C por 1 h. Apds esse periodo foi
adicionado 500 uL de clorofanel (fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, V 25:24:1) a cada
tubo, os quais foram agitados por varias vezes e entdo centrifugados a 7000 rpm por 3
min. A fase aquosa foi transferida para outro tubo, ao qual foram adicionados 500 uL de
clorofil (cloroférmio:alcool isoamilico, V 24:1).

Os tubos foram entdo agitados e centrifugados sob as mesmas
condicdes, sendo a fase aquosa transferida para um novo tubo ao qual foi adicionado
NaCl para a concentracédo final de 0,3 M e 2,5 V de Etanol 100%, a fim de promover a
precipitacdo do DNA. Os tubos foram incubados a -20 °C por uma noite e entido
submetidos a centrifugacdo de 7000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o

sedimento lavado com 500 uL de etanol 70%, sendo os tubos novamente centrifugados,
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sob as mesmas condi¢gdes (Costa, 2018). O sobrenadante foi descartado e o sedimento
seco a temperatura ambiente. O DNA foi entdo ressuspenso em volumes de 50 uL de
agua ultrapura. A qualidade e concentragdo dos DNAs extraidos foram avaliadas
utilizando o espectrofotometro NanoDrop ™ (Thermo Fisher Scientific), seguindo os
procedimentos recomendados pelo fabricante para determinagdo da concentragdo e

pureza do material genético.

4.2.5.2 Ensaio de PCR e sequenciamento

O DNA extraido foi amplificado empregando-se dois pares de iniciadores,
um direcionados ao gene de rRNA 16S especificos para o dominio Archaea, 109F e 915R
(Whitehead e Cotta, 1999) e outros especificos para o gene de rRNA 16S do Dominio
Bacteria, 27F e 1492R (Weisburg et al., 1991). Os ensaios de PCR foram realizados no
termociclador de acordo com as especificagcbes da Taqg DNA polimerase. A eficiéncia da
amplificagdo foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% e o tamanho dos
fragmentos gerados foi avaliado com o auxilio do marcador de massa molecular 1kb Plus
DNA ladder. O produto da reacdo de PCR foi enviado para sequenciamento do tipo

Sanger na empresa ATCgene, de acordo com o protocolo especifico da empresa.

4.2.5.3 Analises de bioinformatica

ApoOs limpeza das sequéncias com o auxilio do programa BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), as sequéncias de qualidade foram entao

comparadas com sequéncias de DNA depositadas no banco de dados do NCBI (US
National Center of Biotechnology Information), através da ferramenta BLAST, a fim de
confirmar que consistem em fragmentos do gene de rRNA 16S de Archaea ou Bacteria.
Utilizando as sequéncias do gene de rRNA 16S, foi construida uma arvore filogenética
incluindo as sequéncias do banco de dados do NCBI por meio da ferramenta BLAST com
alto grau de identidade. A arvore foi confeccionada empregando-se o programa MEGA 11
(Tamura et al., 2011), pelo método de Neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987), com teste de
bootstrap de 1000 repetigbes (Felsenstein, 1985).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROJETO PILOTO

O projeto piloto foi realizado para definir as limitagdes do projeto final e
assumir modificagdes no planejamento. Uma das dificuldades percebidas durante o
projeto piloto foi a visualizagdo das colbnias, ja que o meio solido era muito translucido.
Por isso, diversas placas foram interpretadas erroneamente como nao tendo crescimento
inicial, e as colbénias s6 foram percebidas apds analises posteriores. Placas inoculadas e
com crescimento ativo podem ser vistas através da figura 7, apesar de notoriamente a

maioria ndo ser passivel de visualizagdo no registro fotografico.

Figura 7 - Placas de Petri com meio Arq S inoculadas e com crescimento ativo, mas de dificil visualizagdo

em diferentes fundos.

Fonte: Autoria propria.

Durante o enriquecimento, dois meios liquidos mostraram um crescimento
de microrganismos unicelulares exacerbado (marcado pela turbidez do meio, que é

naturalmente transparente) e também crescimento fungico (figura 8).
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Figura 8 - Crescimento indesejado nos enriquecimentos.

Fonte: Autoria propria.

Considerando o tempo que os microrganismos oxidadores de amoénia
demoram para crescer, esses surgimentos foram caracterizados como indesejados e
nao-causados pelos alvos. Assim, ao enriquecimento do projeto oficial, foi adicionado
nistatina para evitar o crescimento fungico e sua turbidez foi rigorosamente
acompanhada. A turbidez e a aparéncia de massas fungicas nao foram um problema no

enriquecimento final, indicando que os meios estavam dentro do esperado.

5.2 COLETA, MEIOS DE CULTURA E ISOLAMENTO

Um diferencial do meio sélido utilizado em comparacédo aos isolamentos
microbianos mais utilizados foi adicdo de agarose no lugar do agar. Ambos sao agentes
gelificantes, mas o agar € sugerido como sendo a causa para a inibicdo de diversas
bactérias e arqueas, impedindo um cultivo em meio sdlido (Klein et al, 2022). A adigcao
dos antibidticos também reduz a diversidade bacteriana, favorecendo o crescimento de
bactérias multirresistentes e de arqueas, que nao sao afetadas pela maioria dos

antibidticos conhecidos.

As modificagdes do meio permitiram o cultivo em meio solido e mostrou
eficiéncia ao isolar unidades formadoras de colénias (UFCs) separaveis mesmo apos

mais de uma semana de crescimento. Ainda mais notavel, a diversidade total diminuiu

Versdo Final Honol ogada
03/ 03/ 2025 14:28



37

drasticamente conforme as semanas do meio liquido se passavam. Isso indica que a
amoénia, unica fonte de nitrogénio do meio, foi consumida dentro do periodo esperado
(aproximadamente 10-14 dias) e os microrganismos ali presentes ndo puderem crescer
sem a amoénia, como visto nos crescimentos da tabela. Porém, um problema inesperado
foi a degradagédo do meio, que inviabilizou qualquer cultivo a longo prazo. As modificagbes
feitas para acelerar o crescimento dos microrganismos e permitir o cultivo em meio sélido
criaram novos tipos de interacdo que fizeram o meio perder seu aspecto original em
qualquer temperatura apdés um certo periodo de tempo. Para testar o limite que o meio
poderia ficar viavel, placas de petri com o meio Arg S foram analisadas em quatro
situagbes diferentes: Estéreis na geladeira (4°C), estéreis em temperatura ambiente,
inoculadas em 30 °C e inoculadas em 37° C. Em todos os casos, 0 meio apresentou uma
leve coloracdo amarelada ao redor da segunda semana, contrastando com seu branco
translucido normal, com a cor intensificando até o meio visualmente ficar com um aspecto

de esfarelado (figuras 9 e 10).

Figura 9 - Comparagéo de placas novas (a esquerda) com placas antigas (a direita) durante um repique.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 10 - Visdo através de estereomicroscopio de um meio ativo com uma semana (& esquerda) e um

meio degradado (a direita).

Fonte: Autoria propria.

Placas com crescimento que foram postas na geladeira atingiram o
aspecto esfarelado no mesmo periodo de tempo. O crescimento da maioria dos
microrganismos tornava-se aparentemente suspenso apds 0 meio atingir esse ponto,
impedindo que crescessem por mais de trés semanas. A maioria dos microrganismos
repicados a partir de meios que se desfaziam falharam em crescer ou apresentaram um
crescimento muito lento e ndo resistiram aos repiques seguintes. Curiosamente, o meio
resistiu por muito mais tempo em duas situagdes: uma placa com fungo resistente a
nistatina que foi repicado apds surgir em uma placa derivada de um dos enriquecimentos,
onde o meio resistiu por quase um més em 37°C, mesmo apos o fungo parar de crescer,
e um conjunto de placas com UFCs semelhantes entre si que ficaram em 37° C durante
mais de um més sem demonstrar qualquer sinal de degradagao. O efeito do calor também
foi anotado. Ao ser autoclavado, o meio alterava sua coloragdo para uma cor dourada
intensa. Ao tentar suplementar o meio enquanto ele ainda estava muito quente, ele atingia
0 aspecto amarelado ao esfriar e as placas se tornavam esfareladas. Ao tentar
suplementar em temperatura amena e depois fundir apds solidificacdo, o meio também se
degradava da mesma forma. A temperatura exata ndo foi testada devido a falta de
instrumentos para tal, mas considerou-se utilizar os seguintes procedimentos: aguardar o
meio esfriar ao ponto de ser toleravel encostar nele com as mé&os nuas e adicionar
primeiramente os suplementos autoclavaveis, seguido dos esterilizados por filtracéo e, por
fim, os antibiéticos, acompanhado de imediato plagueamento antes da solidificagdo. Um
guia detalhado para a realizacdo do meio foi criado como material suplementar em

formato de Procedimento Operacional Padréo (Apéndice A) para utilizagdo na CCMIBA.
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Para testar a especificidade do meio Arq S, dois testes adicionais foram realizados:
Inoculagdo de uma amostra da boca através de um swab e a abertura da placa em
ambiente nao-estéril para testar o crescimento de contaminagdo, sem a adigdo de
antibiéticos. Ao abrir a placa, nenhuma UFC foi notada mesmo apds um més e um esporo
fungico cresceu muito lentamente, atingindo um maximo de 1 mm?2. A amostra da boca foi
também inoculada em meio Czapek, consideravelmente resistente a microrganismos de

amostras humanas, e a comparagao pode ser visualizada na figura 11.

Figura 11 - Comparagéo de crescimento de amostra da boca em meio Czapek apds 24 horas (a

esquerda), mostrando crescimento notavel, com meio Arq S apds 48 horas (a direita), sem qualquer indicio

de crescimento.

Fonte: Autoria propria.

5.3 PURIFICACAO DAS COLONIAS E MORFOLOGIA CELULAR

As quatros amostras de solo resultaram em 14 enriquecimentos em meio
liquido (sendo 2 controles negativos). Conforme a metodologia, cada enriquecimento foi
plaqueado até a obtencdo de culturas isoladas. Apdés uma semana de enriquecimento,
todas as placas apresentaram resultado positivo apds inoculacédo. Dessas placas, culturas
aparentemente puras foram anotadas em relagdo ao seu tamanho apés uma semana de
crescimento. Os dados do resultado do cultivo da primeira semana foram sintetizados nos

graficos presentes na figura 11.
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Figura 12 - Sintese dos resultados obtidos a partir da primeira semana do enriquecimento.

Distribuigdo dos tamanhos das UFCs apds uma
semana de enriquecimento

Pequena
8.3%

Impura
8.3%

Quase imperceptivel
16.7%

Muito pequena
66.7%

Fonte: Autoria propria.

Nas placas incubadas por duas semanas de enriquecimento, houve uma
queda consideravel no crescimento, e nenhuma cultura aparentemente pura foi
imediatamente obtida. Além disso, foi notada a presengca de fungos tanto no
enriquecimento da amostra obtida a partir do ponto 2 quanto das placas provenientes do
mesmo ponto. A rica diversidade microbiana encontrada nas placas sugere uma dinamica
complexa. A presenca inicial de uma grande populacdo de organismos oxidadores de
amonia provavelmente contribuiu para a reducio dos niveis desse composto, que é toxico
para muitos microrganismos. Com a diminuigdo da amodnia, outros microrganismos, que
podem ter estado dormentes ou em baixa densidade no inicio do experimento,
encontraram condicbes favoraveis para crescer. Esses organismos podem entdo ter
crescido utilizando os oxidadores de amdnia como fonte de alimento. Considerando e
apoiando a possibilidade do segundo caso, diversas colbnias ndo conseguiram crescer
apos repique em placas novas, indicando que nao eram capazes de utilizar a amoénia
como fonte de nitrogénio. Para afirmar, kits para analisar a quantidade de nitrito (o produto
da oxidagdo da amobnia) no meio poderiam ser utilizados, porém nao estavam disponiveis
na época no laboratério. Por fim, os dados do resultado do cultivo da segunda semana

foram sintetizados nos graficos presentes na figura 13.
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Figura 13 - Sintese dos resultados obtidos a partir da segunda semana do enriquecimento.

Crescimento ap6és duas Distribuicdo dos tamanhos das UFCs apés duas
semanas de enriquecimento semanas de enriquecimento

Negativo
33.3%

Né&o cresceu
33.3%

Positivo

66.7% Impura

66.7%

Fonte: Autoria prépria.

Ap6s trés semanas de enriquecimento, o crescimento voltou a ser

41

positivo, com uma unica placa possuindo caracteristicas de dificil distingao entre artefatos

e UFCs consideravelmente pequenas. Tentativas de repicar as supostas UFCs em outras

placas falharam. Varias placas da terceira semana estavam contaminadas com fungo que

cobriam fortemente as UFCs, dificultando e, em alguns casos, impossibilitando a

purificagdo. Considerando que a amoénia ja teria acabado ha mais de uma semana no
meio se existissem organismos oxidadores de aménia presentes, o resultado foi dentro do

esperado. Os dados dessa ultima semana de enriquecimento foram sintetizados nos

graficos presentes na figura 14.
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Figura 14 - Sintese dos resultados obtidos a partir da segunda semana do

enriquecimento.

Crescimento apos Distribuigdo dos tamanhos das UFCs
trés semanas de enriquecimento apos trés semanas de enriquecimento
Média

Inconclusivo 8.3%
16.7%

Pequena
83%

Muito pequena
8.3%

Impura
58.3%

Inconclusivo
16.7%

Positivo
83.3%

Fonte: Autoria prépria.

Seguindo o esperado para o enriquecimento, a primeira semana de cultivo
resultou em uma quantidade muito maior de isolados do que as semanas seguintes. No
entanto, o crescimento insuficiente de algumas colénias antes da degradagcdo do meio
pode ter influenciado os resultados obtidos. As placas que apresentaram crescimento
insatisfatorio foram submetidas a repiques continuos para testes em meio liquido. No
entanto, o tempo necessario para esse processo superou consideravelmente o disponivel
para este trabalho, exigindo esforgos adicionais para viabilizar um crescimento satisfatério
dos organismos presentes nas placas mencionadas. A distribuicdo das placas com
culturas aparentemente puras em relagdo a semana de enriquecimento do qual foram

obtidas, considerando os repiques realizados, foram sintetizadas na figura 15.

Figura 15 - Distribuigéo da quantidade de placas totais com culturas puras.
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peculiaridades

Quantidades de placas isoladas em
relagdo a semana de cultivo

Semana 3
22.9%

Semana 1
Semana 2 60%
17.1%

Fonte: Autoria prépria.
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Uma analise precisa da morfologia de colonia foi inviabilizada devido as

dos meios e as cores das colonias observadas. Ademais, algumas

coloénias eram, surpreendentemente, invisiveis a olho nu (figura 16), sendo observaveis

apenas sob estereomicroscopio. Porém, a visdo no estereomicroscopio em si era

dificultada pelo aspecto do meio, que se tornava muito diferente de acordo com a

incidéncia da luz (figura 17). Devido a essas dificuldades, prosseguiu-se para a

caracterizagao das células.

Figura 16 - Colénias invisiveis a olho nu visualizadas em estereomicroscopio (marcagéo em verde;
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imagem superior) em comparagao a visdo nu em diferentes niveis focais de um aparelho celular (centro e

inferior).

Fonte: Autoria propria.

Figura 17 - Diferentes aspectos da placa inoculada de acordo com a incidéncia de luz, com exemplos de

colénias marcadas em vermelho.

Fonte: Autoria propria.

Apos selecdo dos isolados que seriam preservadas e posteriormente
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sequenciadas, foi realizado a coloragdo de Gram, onde o resultado foi avaliado com base
na opinido de trés diferentes usuarios do laboratério (sendo ao menos um professor) para
chegar em relagdo a um consenso em relagdo ao tipo de Gram e a morfologia celular

(figura 18).

Figura 18 - Exemplos de morfologia celular e coloragéo de gram(inconclusivo & esquerda e positivo a
direita), mostrando células muito pequenas de dificil certeza do formato, as vezes sendo possivel identificar
(coco a esquerda) apds magnificagado através de lente telemacro de aparelho celular em conjunto com

distor¢ao focal.

<

Fonte: Autoria prépria.

A vasta maioria das células analisadas eram muito pequenas para uma
avaliagdo com o microscépio (6ptico, aumento de 400x e 1000x quando usando dleo de
imersao) disponivel, dificultando a caracterizagdo das células, que pareciam, em maioria,

irregulares (figura 19).

Figura 19 - Resultado da morfologia celular das placas analisadas, mostrando que a maioria das células
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analisadas possuiam um aspecto de dificil compreenséo.

Distribuicao da morfologia celular

Coco
43.8%

Irregular
56.3%

Fonte: Autoria prépria.

A coloracdo de Gram em si foi inconclusiva em metade dos casos
analisados, mostrando células muito pouco coradas, mesmo apdés repetir o processo. A
coloragdo de Gram é um método considerado atualmente muito sensivel a diversas
condigdes da cultura, como tempo de cultivo (Wilhelm et al, 2015). Em adi¢ao, ndo € um
método recomendado para identificacdo de arqueas, assim como pode indicar resultados
ambiguos ou inconclusivos para diversos tipos de bactérias (Beveridge & Schultze-Lam,
1996), principalmente aquelas ainda nao isoladas e/ou com caracteristicas incomuns na
parede celular.

Finalizadas as purificagbes e a caracterizagdo morfologica, prosseguiu-se

com a realizagao de copias para preservagao e extracao do DNA dos isolados.

5.4 PRESERVACAO, EXTRACAO DE DNA E SEQUENCIAMENTO GENETICO.

Com base nas caracteristicas analisadas nas placas, foram selecionadas
um total de 16 isolados puros para serem preservados e inicialmente um total de cinco
para analise inicial da diversidade. Um problema recorrente durante o experimento foi a
fragilidade do meio sdlido, o que inviabilizou a extragdo e/ou preservagao de qualquer
placa que nao estivesse em estado perfeito; em outras palavras, o meio se desfazia mais

facilmente a cada dia que se passava durante tentativas de raspagem das colénias nas
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placas, o que inviabilizou o procedimento em algumas placas que provavelmente seriam
consideradas aptas caso o agente gelificante fosse agar ou em um meio que n&o degrada
depois do periodo visualizado. Dos quatro pontos de coleta, o ponto 1 obteve a maior
quantidade de placas com col6nias isoladas (11 placas), seguido do ponto 4 (nove

placas), ponto 3 (oito placas) e, por fim, ponto 2 (7 placas) (figura 20).

Figura 20 - Distribui¢do dos isolados em relagéo ao ponto de coleta.

Quantidades de placas isoladas em
relagdo o ponto de coleta

P1
31.4%

P2
20%

Fonte: Autoria propria.

Ha representantes de todos os pontos preservados, mas apenas
representantes dos pontos 1 e 4 puderam ter o DNA extraido, nesta etapa, e foram
sequenciados. De acordo com a figura 19, é possivel identificar que ndo houve uma
diferencga significativa em relacdo aos isolados e os pontos de coleta, mas o ponto 1 se
destacou em relagdo aos outros. E possivel que o impacto das acdes humanas nos dois
pontos de coleta citados tenha alterado fortemente o ciclo do nitrogénio no solo, criando
um nicho diferente dos pontos 2 e 3, que sao mais preservados.

Em relagcdo ao sequenciamento, um dos isolados, que recebeu o codigo
2, nao pdde ser analisado devido provavelmente a uma contaminacdo do DNA extraido,
os outros quatros isolados obtiveram sequéncias com alta qualidade permitindo a
identificacdo. Apds avaliagdo da similaridade no Blast, uma arvore filogenética foi
realizada com os isolados sequenciados (figura 21) para caracterizar os microrganismos

em nivel de género e os resultados foram sintetizados na tabela 2.

Figura 21 - Arvore filogenética (neighbor-joining, Kimura 2-parametros) baseada em sequéncias do gene
16S rRNA comparando as sequéncias dos isolados com sequéncias obtidas (Genbank) pela analise de
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ferramenta de pesquisa de alinhamento local basico (BLAST). Os valores de porcentagem de bootstrap de
1.000 réplicas estao localizados nos nds da arvore.

AY T152960Cupriavidustamanensis
78 | WK T343 1 8Cupriavidus alkaliphilus
ABBO14T2Cupriavidusnecator

53
3

WMHS101 79Cupriaviduspinatubonensis

5

MR 11387 TCupriavidusnumaz uensishBR C

1

JHXSSTE Cupriavidus gilardil

KIU168589Cupriavidussp.
]

ABS42373Cupriavidussp
a3

WG 725954 Cupriavidussp

,7 MR 158009Phreatobacterstygius

100

4
55

a0

Kxdd 7582Phreatobactercathodiphilus

MR 13331 7Phreatobacteraligotrophus

92 ' HEB16165PhreatobacteroligotrophustypestrainPl-21T

0.0z

Fonte: Autoria Propria

AY268938Desulfurobacteriumatianticum outgroup

Tabela 2 - Identificagcdo dos isolados com base na analise de similaridade (Blast) do
contig 16S no banco de dados Genbank

Cddig | % Similaridade Nome Acesso NCBI Ponto de ID final
o] coleta/Semana de
enriquecimento
1 99.17 Cupriavidus KU168589
sp.
99.16 Cypr/qwdus JX945578 Ponto 1/1a Semana Cupriavidus
gilardii sp.
99.16 C_upr/e_:.wdus CP130340
gilardii
3 Cupriavidus CP069809
100 )
oxalaticus
100 Cupriavidus KP743999
sp. Ponto 1/2a Semana | Cupriavidus
sp.
100 Cupriavidus AB601472 P
necator
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100 Cupriavidus AY752960
taiwanensis
100 Cupriavidus MK734318
alkaliphilus
4 Phreatobacter | NR_133817
98.07 , -
oligotrophus
Phreatobacter | KX447592
96.59 .y
cathodiphilus Ponto 4/2a Semana | Phreatobacer
sp.
95 Phreatobacter | NR_158009 P
stygius
Bacterium KC491167
9% enrichment
culture clone
B12
5 99.85 Cupriavidus HQ438080
sp.
99.85 Cupriavidus CP002878 Ponto 4/2a Semana Cupriavidus
) necator sp.
99.85 C_upr/awdus . MH910179
pinatubonensi
99.85 Cupr/awdus' NR_113877
numazuensis

Fonte: Autoria Prépria.

Todas as amostras sequenciadas do ponto 1 resultaram como parte do
género de bactéria Cupriavidus, filo Pseudomonadota (sin. Proteobacteria). O isolamento
do género Cupriavidus foi um resultado surpreendente, pois, apesar de ja ter sido
associado com fixacdo de nitrogénio (transformacao de nitrogénio livre em aménia) por
Krisle et al. (2012), nunca foi relacionado com oxidagdo de amoénia (transformagéo de
amoénia em, majoritariamente nitrato). Neste sentido, cabe destacar que todos as placas
selecionadas para preservagao e extragdo passaram por ao menos dois repiques
adicionais a partir de uma colénia e houve um aumento consideravel na velocidade de
crescimento em cada novo repique, indicando que o0s mesmos n&o estavam
simplesmente crescendo por reserva energética em um meio pobre para eles, mas sim
que conseguiam se adaptar plenamente ao meio. Assim, eles necessariamente usavam a

amoénia como fonte de nitrogénio. Apesar de inesperado para o experimento, o género
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Cupriavidus € conhecido por possuir diversas espécies com o0s mais diversos

metabolismos oxidativos (Venningsen et al, 2017).

Considerando também a arvore filogenética, € possivel que ambos os
isolados de Cupriavidus obtidos sejam novas espécies, cabendo analises de
bioinformatica mais detalhadas, incluindo especialmente todos os géneros de Cupriavidus
na filogenia e, caso a suspeita seja confirmada, avaliar o sequenciamento de outras
regides do genoma, bem como a hibridizagdo do DNA. O género Cupriavidus também
possui amplo potencial biotecnolégico, como na produgdo de poli(3-hidroxibutirato)
(Dalcanton et al, 2010), o que garante um futuro promissor para os microrganismos
obtidos e uma possibilidade de entender sua fungédo ecoldgica no solo do Parque
Nacional do Iguagu, além de servir como indicador de algumas caracteristicas do solo do

Parque, ja que o género também é associado com metais pesados.

As amostras do ponto 4 resultaram em dois diferentes géneros:
Phreatobacter (isolado 4) e Cupriavidus (isolado 5). O género Phreatobacter, filo
Pseudomonadota (sin. Proteobacteria) s6 possui trés espécies cultivadas: Phreatobacter
oligotrophus, Phreatobacter cathodiphilus e Phreatobacter stygius. O género tem a
peculiaridade de ser muito distante de outros taxons, criando a necessidade da criagao da
familia Phreatobacteraceae para adequar o género (Hordt et al, 2020). A primeira espécie
descoberta, P. oligotrophus, foi isolada a partir de agua ultrapura de uma usina na Hungria
e amplamente descrita bioquimicamente (Toth et al, 2014). As espécies seguintes, P.
stygius e P. cathodiphilus, foram descobertas, respectivamente, de pedagos de madeira
provenientes de uma caverna de lava isolada e do catodo de uma célula de combustivel
microbiana (Lee et al, 2017; Kim et al, 2018). A grande diferenga do espécime obtido, em
relacdo as espécies identificadas e os ambientes vastamente diferentes entre todas as
espécies, também indica a possibilidade de uma nova espécie dentro do género. O
achado, entdo, abre novos horizontes para a caracterizagdo do género e inumeras

possibilidades de identificagado de seu papel ecoldgico na natureza.

Uma possibilidade para a falha no sequenciamento do isolado 2 é a
contaminacgao, indicando que as culturas ndo estavam puras e algum outro microrganismo
crescia simultaneamente no meio. Essa possibilidade pode ser explicada pela dificuldade
de diferenciacao das coldnias invisiveis a olho nu, como indicado anteriormente. Col6nias
de arqueas com tamanhos infimos, crescendo em conjunto com culturas aparentemente

puras, ja foram retratadas anteriormente como sendo responsaveis pela dificuldade de
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obter colbnias puras de algumas arqueas ja conhecidas em meio liquido, o que dificultava
a separagado (Rafiq et al, 2023). Considerando a caracteristica solida do meio aqui
utilizado, essas colbnias poderiam ser separadas. Porém, isso iria requerer uma utilizagao
incomum de microscopio optico em fluxo laminar e ferramentas muito pequenas.
Independente da contaminagdo ser decorrente do motivo citado ou nado, é valida a
realizacdo do procedimento em tentativas futuras utilizando o mesmo meio ou

semelhante.

Dentre os quatro isolados, nenhum representante do dominio Archaea foi
encontrado. O isolamento e cultivo de arqueas é excepcionalmente dificil. Tentativas de
isolamento de arqueas oxidadoras de amobnias obtiveram resultados positivos
anteriormente a partir do meio original do qual o utilizado foi adaptado. Porém, em todos
0s casos o0s experimentos requerem uso de diversos antibidticos para impedir a
proliferacdo de bactérias, muitas vezes caros e/ou de dificil obtencdo, aliado a varios
meses de experimento (Hu et al, 2021). Mesmo assim, resultados negativos ja foram
observados mesmo que o procedimento estivesse aliado a uma diversidade de
antibidticos e a amostra garantidamente tivesse arqueas. As AOAs em especifico
apresentam uma sensibilidade significativa a fatores ambientais como pH, salinidade e
luz, além de, as vezes, apresentarem mixotrofia obrigatéria, exigindo fontes de carbono
organico e inorganico, o que aumenta a complexidade de seu cultivo e crescimento em

ambientes laboratoriais (Qin et al, 2014).

Além disso, algumas AOAs produzem peroxido de hidrogénio (H,O,)
durante a oxidacdo da amdnia, o que € toxico para o seu crescimento. A auséncia de
genes de catalase nos AOA exige mecanismos externos de desintoxicagdo, como a
cocultura com bactérias ou a adicdo de removedores quimicos (Kim et al, 2016). Utilizar
unicamente metodologias tado direcionadas a um grupo, porém, poderia ter limitado os
resultados obtidos e as bactérias isoladas poderiam nao ter sido encontradas. Ultilizar
diversas abordagens simultaneas teria exponenciado a dificuldade dos experimentos,
inviabilizando sua realizagdo no tempo recomendado. No entanto, novos estudos com o
material preservado devem ser realizados ao longo do tempo para confirmar a diversidade
observada, assim como analises ambientais relacionadas a diversidade, ao ciclo do

nitrogénio e ao solo do Parque Nacional do Iguacgu.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O meio de cultivo sélido tendo como base agarose demonstrou-se efetivo
para o isolamento de microrganismos de alto interesse, resultando em quatro linhagens
de bactérias de alto interesse biotecnolégico devido ao seu potencial inexplorado e
frequéncia rara. Ademais, diversos outros espécimes preservados podem ter a mesma
caracteristica promissora dos sequenciados. O projeto, porém, revelou que o
procedimento ainda ndo é perfeito: ha a necessidade de utilizacdo de outros testes
bioquimicos e outros tipos de coloragéo para a caracterizagdo dos microrganismos, ja que
a coloragao de Gram foi ineficiente. Alternativamente, outros tipos de microscopia, como
contraste de fase ou varredura eletrbnica, podem ser utilizados para melhor
caracterizagdo morfolégica dos obtidos. Modificagdes no procedimento para permitir
cultivo de microrganismos que ainda crescem lentamente nessas condigbes também se
fazem necessario, para que entdo possam ser preservados e identificados mais
facilmente.

Visando trabalhos futuros, espera-se que os procedimentos aqui
desenvolvidos e os isolados disponiveis agora na CCMIBA contribuam para um melhor
entendimento da ecologia do solo do PNI e tenham seus potenciais biotecnolégicos

explorados.
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APENDICES

APENDICE A - Procedimento Operacional Padrio Desenvolvido para o cultivo.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

65

Cultivo e Isolamento de Procariotos Oxidadores de Amonia

Experimento: Preparo de meios

Responsavel: Samuel dos Santos Ribeiro

1. Materiais

Balanga Analitica;

Capela de exaustao;

Fluxo Laminar

Bico de Bunsen;

Fita de pH ou pHmetro;
Espatula;

Vidros de relégio;
Micropipeta 100-1000 pL;

2. Reagentes

1.
2.
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Cloroformio
Tris(hidroximetil)aminom
etano

EDTA

RNAse

Dodecil Sulfato de Soédio
(SDS)

Fenol

Alcool Iso-amilico

NaCl

Etanol Absoluto

. Etanol 70%
. NaOH

. HEPES

. NaFeEDTA
. NaHCO3

. NaCl

. MgCI2

. CaCI2

18

Micropipeta 20-200 nL;
Ponteiras;

Frascos Schott

Placas de Petri;

Caneta Pilot

Pisseta.

Fita para autoclave.

Bomba de filtracao a vacuo

. KH2PO4
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

KCI

Na2S04

Biotina

Piridoxina cloridrato
Riboflavina

Acido nicotinico
Vitamina B5

Vitamina B12

Acido fdlico

Acido paraminobenzoico
Cloreto de colina
Nistatina

Ampicilina

Canamicina

Cloridrato de Clindamicina
Gentamicina 4%

Agua destilada

Agua ultrapura



3. Lavagem de materiais

3.1 Preparo de soluciao HC1 0,1 M

66

Solugédo HCI 0,1M

Quantidade em g ou mL ou
concentracao em g/L

HCI 37%

16,5 mL

Agua destilada

1983,5 mL

- Utilize o EPI disponivel para manuseio de acidos fortes.

- Na capela de exaustdo, transfira pequenas por¢des de HCI 37% para um béquer e

depois para uma proveta com gradagdo possivel de 16,5 mL
- Transfira o contetido para um béquer com 600mL de dgua destilada

- Complete até¢ 2000 mL.

Obs: Nao ha necessidade de rigidez na molaridade da solucao. Por isso, nao € necessario ser

extremamente preciso.

3.2 Preparo de solu¢do Extran 20%

Solugao Extran 20 %

Quantidade em g ou mL ou
concentragcdo em g/L

Extran

200 mL

Agua destilada

800 mL

- Dilua o Extran na 4gua e reserve em um frasco rigido.

3.3 Lavagem

- Limpe vigorosamente o que for utilizar com uma esponja que devera ser utilizada

apenas para esse tipo de lavagem.

- Enxégue com a solug¢ao de HC1 0,1 M
- Enxégue 3 vezes com agua destilada

- Deixe secar numa estufa, com excec¢do de vidrarias volumétricas, ¢ mantenha isolado

de possiveis sujeiras.

4. Preparo de solucdes estoque

4.1 Solucdes de antibiotico
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4.1.1 Solucio de Ampicilina

Ampicilina 10% p/v

Quantidade em g ou mL ou
concentragcdo em g/L

Ampicilina

25mg

Agua ultrapura

250 mL

- Pese, transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastao de vidro.
- Filtre a solugdo com uma membrana de 0,22 pm e guarde na geladeira.

4.1.2 Solu¢ao de Canamicina

Canamicina 5% p/v

Quantidade em g ou mL ou
concentragcdo em g/L

Canamicina

12,5 mg

Agua ultrapura

250 mL

- Pese, transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastao de vidro.
- Filtre a solugdo com uma membrana de 0,22 um e guarde na geladeira.

4.2 Soluciao vitaminica

Solugao vitaminica

Quantidade em mg ou mL ou
concentraciao em g/L

Agua ultrapura 100 mL
Biotina 2mg
Piridoxina Cloridrato 10 mg
Riboflavina 5mg
Acido Nicotinico 5mg
Vitamina B5 5 mg
Vitamina B12 0,1 mg
Acido Félico 2mg
Acido paraminobenzoéico 5mg
Cloreto de Colina 200 mg
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- Pese cuidadosa e rapidamente cada uma das vitaminas para evitar exposicao a luz

- transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastdo de vidro

- Filtre a solu¢do com uma membrana de 0,22 um e guarde na geladeira envolvendo o
frasco em papel aluminio ou semelhante para evitar exposicao a luz.

4.3 Tampao HEPES

Tampao HEPES Quantidade em g ou mL ou
concentragciao em g/L
NaOH 249
HEPES 23,84
Agua ultrapura 60 mL

- Dissolva o NaOH na agua

- Adicione o HEPES

- Ajuste o pH para 7,5, evitando alterar em excesso o volume
- Adicione agua ultrapura até 100 mL.

- Autoclave e guarde na geladeira apos esfriar.

4.4 Solucao Piruvato de sodio 1M

Solucio Piruvato de sodio 1M Quantidade em g ou mL ou
concentragcdo em g/L

Piruvato de sédio 55¢

Agua ultrapura 50 mL

- Pese, transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastao de vidro.
- Filtre a solug@o com uma membrana de 0,22 um e guarde na geladeira.

4.5 NaFeEDTA 7.5 mM
Solucio Piruvato de sédio 1M Quantidade em g ou mL ou
concentragcdo em g/L
NaFeEDTA (EDTA férrico sodico) 275 mg
Agua ultrapura 50 mL

- Pese, transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastao de vidro.
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- Filtre a solugdo com uma membrana de 0,22 um e guarde na geladeira envolvendo o
frasco em papel aluminio ou semelhante para evitar exposi¢ao a luz.

4.6 Soluciao de oligoelementos

Solucao de oligoelementos

Quantidade em mg ou mL ou
concentragcdo em g/L

Agua ultrapura 250 mL
HCI 2 mg
MnCI2 x 4 H20 10 mg
CoCI2 x 6 H20 5mg
NiCI2 x 6 H20 5mg
CuCI2 x 2 H20 5mg
ZnS04 x 7 H20 0,1 mg
Na2MoO4 x 2 H20 2mg

- Pese, transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastao de vidro.
- Filtre a solugdo com uma membrana de 0,22 um e guarde na geladeira envolvendo o
frasco em papel aluminio ou semelhante para evitar exposi¢ao a luz.

4.7 Solucao de NH4Cl 1M

Solucio NH4Cl 1M

Quantidade em g ou mL ou
concentragcdo em g/L

NHA4CI

2,679

Agua ultrapura

50 mL

- Pese, transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastao de vidro.

- Autoclave e guarde na geladeira.

4.8 Solucao de NaHCO3 1M

Solucao de NaHCO3 1M

Quantidade em g ou mL ou
concentraciao em g/L

NaHCO3

429
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Agua ultrapura

50 mL

- Pese, transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastao de vidro.

- Filtre a solugdo com uma membrana de 0,22 um e guarde na geladeira.

5. Preparo de enriquecimento

5.1 Meio de Agua Fresca Artificial (Fresh Water Medium - FWM)

FWM Quantidade em g ou mL ou
concentragcdo em g/L

Agua ultrapura 1000 mL

NaCl 19

MgCI2 x 4 H20 0,449

CaCl2 x 2 H20 0,149

KH2PO4 029

KCI 059

Na2S0O4 0,05¢g

- Pese, transfira para um béquer com a 4gua e mexa bem com um bastao de vidro.

- Autoclave e cheque se esta livre de precipitagdes.

- Espere esfriar e guarde

5.2 Meio Arq L
Arg L Quantidade em g ou mL ou
concentragcdo em g/L
FWM 1000 mL
Solugao de oligoelementos 1mL
Solucao NaFeEDTA 1mL
Solugdo NaHCO3 2mL
Tampao HEPES 10 mL
Solugao NH4CI 2mL
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Solugao Piruvato de Saodio 1mL
Solugao Vitaminica 1mL
Nistatina 100.000 Ul 5mL

- Adicione as solugoes estéreis ao FWM autoclavado.

Obs.: Nio ¢ possivel guardar esse meio. Prepare o mais proximo possivel do uso.

6. Preparo de meio sdlido

6.1 Meio Arq S

Arq S Quantidade em g ou mL ou
concentragcdao em g/L

FWM 1000 mL
Agarose 14 g

Solugao de oligoelementos 1TmL

Solucdao NaFeEDTA 1mL
Solugao NaHCO3 2mL
Tampao HEPES 10 mL
Solugao NH4CI 2mL
Solugao Piruvato de Sédio 1mL
Solucédo Vitaminica 1mL
Nistatina 100.000 Ul 5mL
Solucao de Ampicilina 10 % 5mL
Solugao de Canamicina 10 % 2,5mL
Cloridrato de Clindamicina 1,7 mg
Gentamicina 4% 5mL

- Adicione a agarose ao FWM e autoclave.
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- Adicione os componentes restantes rapidamente antes de solidificar, tomando
cuidado para ndo estar quente demais para degradar os componentes, mas
também sem deixar solidificar.

- Despeje em placas de petri, preenchendo cerca de % do volume da placa.

Obs.: Nao é possivel guardar esse meio. Prepare o mais proximo possivel do uso. Caso
solidifique antes de finalizar o processo, deixe dissolver lentamente em banho-maria,
evitando temperaturas altas.
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