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RESUMO

Entre os organismos marinhos bioluminescentes, bactérias do género Vibrio se destacam, pois
algumas especies como Vibrio harveyi e Vibrio cholerae, tem suas capacidades luminescentes
associadas a patogenicidade que acarreta surtos de doencas no setor da aquicultura em varios
paises. Também o género Aliivibrio figura com espécies de importancia ecolédgica, como
Aliivibrio fischeri e Aliivibrio logei. Apesar disso, a capacidade bioluminescente ainda é
pouco entendida, ainda ndo estdo claras quais condi¢es ambientais favorecem ou inibem esta
atividade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de fatores abidticos sobre a
bioluminescéncia de bactérias marinhas isoladas de hemolinfa de camardo marinho da espécie
Litopenaeus vannamei, de agua de tanque de cultivo experimental de camardes marinhos da
mesma espécie e do ambiente estuarino dos rios Coco e Pacoti. As cepas passaram por provas
iniciais a fim de restringir o isolamento somente aquelas ja sabidas como bioluminescentes e,
posteriormente, foram submetidas aos testes simulando diferentes valores dos parametros
testados. Também foram realizados testes para se observar a capacidade de inducdo de
luminescéncia entre espécies diferentes de bactérias. Foi observado que, a excecdo da
temperatura, os valores que mais estimularam a bioluminescéncia foram aqueles semelhantes
aos encontrados no ambiente natural de ocorréncia das bactérias. O quorum-sensing nao
pareceu influenciar a luminescéncia inter-especifica e sim, os fatores abi6ticos. Uma vez que
comunidades bacterianas sdo reflexo das condicBes locais, estudos pontuais se fazem

necessarios para o entendimento de sua distribuicéo e identificacao.

Palavras-chave: Vibrionaceae. Quorum sensing. Parametros ecolgicos.



ABSTRACT

Among bioluminescent marine microorganisms, bacteria from genus Vibrio such as Vibrio
harveyi and Vibrio cholerae has luminescent capabilities associated with the pathogenicity
that causes disease in aquacultured organisms in several countries. Also the genus Aliivibrio
figure with species of ecological importance, particularly Aliivibrio fischeri and Aliivibrio
logei. Nevertheless, the bioluminescence ability is still poorly understood and not yet clear
which environmental conditions or inhibitory activity. The aim of this study was to evaluate
the influence of abiotic factors on the bioluminescence of marine bacteria isolated from
hemolymph of marine shrimp species Litopenaeus vannamei, from water from experimental
cultivation tank of marine shrimp and from water of Coc6 and Pacoti estuaries. Initially,
strains were submited to initial tests to restrict the isolation only to those already known as
bioluminescent and then were subjected to tests simulating different values of abiotic
parameters tested. Tests were also carried out to observe the influence of the quorum-sensing
phenomenon, to observe the ability to induce luminescence among different species of
bacteria. We observed that, with the exception of temperature, the values that most stimulated
bioluminescence were similar to those found in the natural environment of occurrence of
bacteria. The quorum-sensing does not seem to influence the inter-specific luminescence and
the tests of abiotic factors. Since bacterial communities are reflective of local conditions,

specific studies are necessary for understanding the distribution and identification.

Keywords: Vibrionaceae. Quorum sensing. Ecological Parameters.
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1 INTRODUCAO

1.1 Bioluminescéncia no ambiente marinho

A grande maioria dos organismos bioluminescentes reside nos oceanos. Dos mais
de 700 géneros que contém espécies luminescentes, aproximadamente 80% sdo marinhos
(SHIMOMURA, 2006). A importancia ecoldgica da bioluminescéncia nesse ambiente é
evidenciada pelo dominio dos emissores de luz em mar aberto: peixes e crustdceos sao
dominantes em termos de biomassa e bactérias e dinoflagelados sdo dominantes em termos de
abundancia (HERRING; WIDDER, 2001; WIDDER, 1999). Algumas das funcdes sugeridas
por Widder (1999) para a emissao de luminescéncia sdo: facilitar a localizacao de alimento,
atracdo de companheiros e defesa contra predadores.

Latz, Frank e Case (1988) e Haddock e Case (1999) relatam a grande variedade
dos espectros de emissdo no tocante & intensidade, cinética e as cores emitidas pelos
organismos bioluminescentes, que se estendem ao longo de todo o intervalo visivel. O
espectro mais comum de emissdo é 0 azul (Lmax ~ 475nm), que possui comprimento de onda
préximo aquele que se propaga por maiores distancias na agua do mar (WIDDER, 1999). O
segundo espectro mais comum € o verde e é mais frequentemente encontrado em espécies
bentdnicas e de aguas rasas, a cor desta emissdo esta possivelmente relacionada a maior
turbidez destas regides (HERRING, 1983; JOHNSEN; WIDDER; MOBLEY, 2004).

Dunlap (2009) relata a distribuicdo das espécies bioluminescentes entre as
bactérias; todas as espécies do género terrestre Photorhabdus sdo luminescentes, mas géneros
marinhos com espécies bioluminescentes (Aliivibrio, Photobacterium, Shewanella, e Vibrio)
incluem muitas espécies ndo luminescentes estreitamente relacionadas. No entanto, a
genbmica comparativa revelou que todas as bactérias bioluminescentes compartilham uma
sequéncia de gene comum, o operon lux, que codifica a biossintese da luciferase e os seus
substratos (DUNLAP, 2009). Esta sequéncia altamente conservada aparece em bacterias
provenientes de diferentes nichos ecoldgicos, 0 que sugere uma forte vantagem seletiva,
apesar do alto custo energético da producgéo de luz (CZYZ; PLATA; WERGZYN, 2003).

O quorum sensing (ou auto-indugdo) também figura como uma importante
aquisicdo evolutiva, pois permite uma economia de energia uma vez que assegura que a
bactéria luminescente ndo sintetize seus produtos até que se tenha uma concentracdo de

células microbianas suficiente para que a luminescéncia seja visivel (HASTINGS;
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GREENBERG, 1999). O auto-indutor atua como uma molécula-sinal e se difunde no meio
ligando-se as proteinas das membranas de outras bactérias até que se tenha um nimero
suficiente de ligacOes para desencadear a ativacao da expressao de genes como 0s que atuam
na bioluminescéncia (MADIGAN et al., 2010). O processo de producdo e emissdo de
luminescéncia é energeticamente dispendioso, por isso a grande importancia da percepcéo da
concentracédo de auto-indutores e da densidade bacteriana presente no meio, para garantir que
a emissdo da luminescéncia causara algum impacto significativo no ambiente (NUNES-
HALLDORSON; DURAN, 2003).

A reagdo quimica envolvida na bioluminescéncia deve ser suficientemente
energeética para produzir uma molécula num estado excitado que ira gerar um féton visivel a
medida que retorna ao seu estado basal (SHIMOMURA, 2006). Em bactérias, dois substratos
simples [mononucleotideo de flavina reduzida (FMNH,) e um aldeido alifatico de cadeia
longa (RCHO)] séo oxidados pelo oxigénio molecular e pela enzima luciferase. O aldeido é
consumido durante a reagdo, mas € continuamente sintetizado pela bactéria, o que resulta num
brilho persistente e continuo (DUNLAP, 2009).

Os muitos exemplos de convergéncia evolutiva relacionados com a
bioluminescéncia é uma prova do valor de sobrevivéncia da caracteristica, ao passo que a sua
abundancia e ubiquidade no oceano atesta a sua importancia em ecossistemas marinhos
(WIDDER, 2010).

O estudo de bactérias luminescentes esta geralmente relacionado ao entendimento
de seus efeitos na patogenicidade, visto que algumas espécies reconhecidamente
luminescentes como, por exemplo, Vibrio harveyi, sdo causadoras de doencas em organismos
marinhos como os camar@es (LEITE, 2011). S6 recentemente a pesquisa tem se voltado para
a luminescéncia e suas aplicacOes. Estdo sendo desenvolvidas pesquisas com énfase na
utilizacdo destas bactérias em testes toxicoldgicos e em marcadores bioluminescentes para o
monitoramento in vivo de processos infecciosos. Diferentes técnicas tém sido aplicadas para a
manutencdo de genes isolados do operon lux especialmente nas areas ambiental e clinica
(ULITZER, 1997).

Chatterjee e Meighen (1995) ja relatavam o0 uso dos genes lux para
desenvolvimento de biossensores e para detecgdo de agentes patogénicos. Outros autores
como Flemming et al (1994) também listaram suas aplicagbes para o monitoramento de

bactérias geneticamente modificadas presentes no ambiente.
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1.2 Bactérias bioluminescentes da familia Vibrionaceae

A familia Vibrionaceae compreende o0s géneros: Enterovibrio (4 espécies),
Grimontia (1 espécie), Aliivibrio (6 espécies), Photobacterium (25 espécies), Salinivibrio (7
espécies) e Vibrio (111 espécies) (DSMZ, 2013).

Vibrides sdo bactérias gram-negativas, geralmente moveis, mesofilas,
quimiorganotroficas e ttm um metabolismo fermentativo facultativo (FARMER et al., 1992).
Elas geralmente sdo capazes de crescer em Agar Marine e em meio seletivo Agar Tiossulfato-
Citrato Bile-Sacarose (TCBS) e séo principalmente oxidase positiva. S&0 muito abundantes
em ambientes aquaticos, incluindo estuérios (BARBIERI et al., 1999), &guas marinhas
costeiras (HEIDELBERG; HEIDELBERG; COLWELL, 2002), sedimento (URAKAWA et
al., 2000 ; RAMESH; LOGANATHAN; VENUGOPALAN, 1989) e em areas de cultivos de
organismos aquéticos marinhos em todo o mundo (VANDENBERGHE et al., 2003).

Vérios estudos mostraram que os vibribes aparecem em densidades
particularmente elevadas em organismos marinhos como corais (ROSENBERG; BEM-
HAIM, 2002), peixes (GRISEZ et al., 1997), moluscos (SAWABE et al., 2003), camardes
(GOMEZ-GIL et al., 1998, VANDENBERGHE et al., 1998) e no zooplancton
(HEIDELBERG; HEIDELBERG; COLWELL, 2002). Em algumas espécies de lulas,
bactérias do género Aliivibrio (como A. fischeri e A. logei) colonizam os “6rgdos de luz” dos
hospedeiros e desempenham um papel (via emissdo de luz) na comunicagéo, atracdo de presas
e na protecdo contra predadores (FIDOPIASTIS; VON BOLETZKY; RUBY, 1998;
FUKAWASA; DUNLAP, 1986). Outro exemplo da associagdo entre vibrides e animais
marinhos é o biofilme formado por Vibrio spp em exoesqueletos de crustaceos
fitoplanctdnicos e outros organismos marinhos que podem, de fato, constituir uma estratégia
de sobrevivéncia em periodos de escassez de alimento e/ou outros estresses ambientais (WAL,
MIZUNOE; YOSHIDA, 1999). Também sdo relatados uso de cepas de Vibrio como
probidticos para peixes e mariscos (VERSCHUERE et al., 2000).

Embora sejam reconhecidamente patdgenos humanos e de organismos marinhos,
algumas espécies pertencentes ao género Vibrio desempenham importante papel na ciclagem
de nutrientes nos ambientes aquaticos através do transporte de matéria organica dissolvida
(THOMPSON; I1IDA; SWINGS, 2004). Ainda, outras espécies estdo relacionadas a
degradacdo de compostos aromaticos, tendo, portanto, grande interesse biotecnologico
(HEDLUND; STALEY, 2001).
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Algumas espécies sdo tipicamente relatadas como bioluminescentes marinhas,
entre elas estdo aquelas pertencentes ao grupo Aliivibrio (além de A. fischeri, A. logei e A.
salmonicida) e do grupo Vibrio harveyi (V. vulnificus, V. splendidus, V. orientalis e V.
cholerae). Certas espécies de importancia sanitaria e econémica possuem linhagens
bioluminescentes, como V. cholerae, que é 0 agente causador da colera, doenca transmitida
através de sua presenca em agua e alimentos contaminados (COSTA, 2006). V. vulnificus e V.
splendidus sdo naturalmente encontrados em aguas estuarinas, mas sdo também patégenos
humanos (V. vulnificus) e de larvas de ostras (V. splendidus) (SUGUMAR et al., 1998;
COSTA, 2006). Ja V. orientalis foi descrito como habitante de aguas do mar Amarelo, na
China (YANG et al., 1983).

Estudos novos apontam para a existéncia de novas espécies luminescentes ainda
ndo descritas na vizinhanca filogenética de Aliivibrio, como as recém descobertas espécies A.
sifiae, isolada da &gua do mar do Japdo (YOSHIZAWA et al., 2009; YOSHIZAWA et al.,
2010) e, A. finiterrensis, isolada de mariscos (BEAZ-HIDALGO et al., 2010). As espécies ja
descritas deste género sdo organismos marinhos de vida livre, habitantes de 6rgaos luminosos
de invertebrados e patdgenos de peixes (AST; URBANCZYK; DUNLAP, 2009).

Novas espécies do género Vibrio também vém sendo descritas, como V. azureus e
V. sagamiensis, isolados da agua do mar do Japdo (YOSHIZAWA et al., 2009;
YOSHIZAWA et al., 2010).

1.2.1 Aliivibrio fischeri

O Aliivibrio fischeri ¢ uma bactéria marinha bioluminescente que vive em
simbiose com alguns peixes e lulas marinhos ou como um organismo de vida livre
(DUNLAP; GREENBERG, 1991; MCFALL-NGAI; RUBY, 1991) e no trato digestério de
animais marinhos (MEIGHEN, 1991). Quando na forma livre, A. fischeri existe em baixa
densidade de células e aparece como nédo luminescente, quando em “6rgaos de luz”, a bactéria
se apresenta em altas densidades de células e € geralmente luminescente (RUBY; NEALSON,
1978; NEALSON; HASTINGS, 1979; RUBY; MCFALL-NGAI, 1992). No caso da bactéria
luminescente que forma simbioses especificas com certos peixes e lulas, é claro o valor
adaptativo da emissdo de luz: a bactéria prové ao hospedeiro luz, que pode ser usada para
atrair presas, por exemplo, enquanto o hospedeiro fornece a bactéria um ambiente ideal de
crescimento (DUNLAP, 2009).
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A expressdo do lux em A. fischeri, assim como em V.harveyi, é dependente da
densidade de células no meio, mas os sistemas de bioluminescéncia das espécies diferem
substancialmente entre si de acordo com a natureza das substancias auto-indutoras e com a
organizacdo dos genes lux. O auto-indutor em A. fischeri, N-(3-oxohexanoyl)-L-homo-serina
lactona, é produzido apenas por esta espécie e somente nela desencadeia uma resposta. Ja em
V. harveyi a atividade auto-indutora é 14bil, ademais, bactérias marinhas ndo luminescentes
como V. parahaemolyticus podem produzir substancias que estimulam a inducdo de
luminescéncia em V. harveyi (GREENBERG; HASTINGS; ULITZER, 1979).

1.2.2 Vibrio harveyi

Por definicdo, V. harveyi € um organismo marinho luminescente, Gram-negativo,
haléfilo (FARMER et al., 2005). E encontrado como um organismo de vida livre nos oceanos
e também no trato digestério de animais marinhos, onde existe em altas densidades de células
em associacdo com outras espécies de bactérias (MEIGHEN, 1991).

E tido como uma bactéria que utiliza quorum sensing envolvendo a comunicagéo
célula-célula para expressar a sua luminescéncia (GREENBERG; HASTINGS; ULITZER,
1979). Durante a fase de crescimento de V. harveyi, a luminescéncia inicialmente estd muito
atrasada em relacdo ao crescimento e SO posteriormente, aumenta a uma taxa
significativamente mais rapida, o que se da apds os auto-indutores terem se acumulado no
meio.

A luminescéncia em V. harveyi déa-se pela interacdo entre dois auto-indutores: N-
(3-oxohexanoyl) homoserina lactona (chamada de VAI-1) e VAI-2. Ambos sdo produzidos a
baixos niveis de constituicdo, difundem-se livremente através do envelope celular e se
acumulam no ambiente circundante. Quando em uma elevada densidade de células, as
concentracOes de auto-indutores atingem um equilibrio (externa e internamente a célula) que é
suficiente para produzir um complexo LuxR/VAI-1 que resulta na inducdo do operon lux
(genes que codificam as funcbes de luminescéncia) (KAPLAN; GREENBERG, 2005;
HANZELKA; GREENBERG, 1995).

Estudos relacionam a capacidade bioluminescente desta espécie com a
patogenicidade em organismos marinhos, como Lavilla-Pitogo et al. (1990), que concluiram
em seu trabalho que isolados luminescentes de V. harveyi eram letais em concentragoes

proximas de 100 células.mL™ em agua do mar, enquanto isolados ndo luminescentes néo eram
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capazes de causar mortalidade em concentracdes menores do que 10° células.mL™
(PIZZUTTO; HIRST, 1995). Também Selvin, Huxley e Lipton (2005) relataram a rela¢éo da

bioluminescéncia destas bactérias como um dos indicadores de viruléncia.
1.3 Fatores abi6ticos e sua influéncia sobre a capacidade bioluminescente

Estudos sugerem que fatores ambientais tais como temperatura, salinidade, pH e
carga organica influenciam o crescimento de bactérias luminescentes (FARGHALY, 1950;
RAMESH; LOGANATHAN; VENUGOPALAN, 1989) e também que estes fatores estdo
relacionados a processos como o desencadear de surtos de doengas causadas por bactérias,
como observado por Sunaryanto e Mariam (1986), onde a maioria dos surtos de doencas
causadas por bactérias bioluminescentes na Indonésia, ocorreram durante a estacdo chuvosa.
No entanto, ainda ndo estd clara qual a influéncia destes fatores abidticos sobre a
luminescéncia e, consequentemente, sobre a patogenicidade.

Salinidade, pH e temperatura sdo 0s mais importantes fatores envolvidos no
crescimento de microrganismos bioluminescentes (WATERS; LLOYD, 1985). A sintese do
sistema luciferase, bem como a expressdo de luminescéncia, depende da interacdo entre
muitos fatores, por exemplo, taxa de crescimento, concentracdo de oxigénio, disponibilidade
de nutrientes como o Ferro, presenca de auto-indutores e auséncia de substancias que possam
reprimir essa atividade (HASTINGS; NEALSON, 1977; HASTINGS et al., 1985).

Waters e Lloyd (1985) em seu estudo avaliaram in vitro a dependéncia das
condigBes de pH, sais e nutrientes no crescimento e atividade bioluminescente em trés
espécies de bactérias, entre elas A. fischeri, e foi observado o crescimento em todos os valores
de temperatura testados (10°C, 15°C, 20°C e 25°C), a emissdo de luminescéncia foi constatada
até mesmo nos menores teores de NaCl e em baixos valores de pH.

Também Eley (1972) realizou estudo semelhante em bactéria bioluminescente da
espéecie Photobacterium phosphoreum e verificou que em valores de pH proximos a 6,5,
concentracdo de NaCl 30 g.L™ e incubacdo a 15°C a atividade luminescente apresentou-se
mais intensa.

Poucos séo os estudos com enfoque na bioluminescéncia e suas propriedades. O
estudo de Leite (2011) foi um dos pioneiros na area da bioluminescéncia bacteriana no Brasil,
onde se tem uma predominadncia de estudos acerca das espécies bioluminescentes

relacionando-as com sua capacidade patogénica em organismos marinhos, devido aos seus
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impactos na inddstria de aquicultura, como o citado por Sae-Oui, Tunsutapanit e Ruangpan
(1987).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Observar a variagdo da capacidade bioluminescente de bactérias do género Vibrio
quando expostas a diferentes parametros abioticos em testes in vitro.

2.2 Objetivos especificos

I.  Determinar a influéncia dos pardmetros abidticos temperatura, potencial hidrogeniénico
(pH) e salinidade sobre a capacidade bioluminescente em bactérias da familia
Vibrionaceae.

Il.  Avaliar o fenébmeno do quorum-sensing sobre a indugdo de bioluminescéncia por
estirpes de Aliivibrio fischeri em Vibrio harveyi.

I1l. Identificar as espécies bioluminescentes isoladas de agua de viveiro de camardes

marinhos cultivados e de estuarios do Coc6 e Pacoti, Ceara.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das cepas

As estirpes testadas foram provenientes de hemolinfa de camardes marinhos
cultivados (Litopenaeus vannamei) pertencentes a Bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado ja previamente identificadas; o restante das cepas
foram isoladas da &gua de tanque de cultivo experimental de camardes marinhos, também da
espécie Litopenaeus vannamei, do Centro de Estudos Aquaticos da Universidade Federal do
Ceara (CEAC/LABOMAR), e isoladas diretamente do ambiente, oriundas da dgua do estuario
do Rio Coco (3°46°26” S e 38°26°9”W) e do Rio Pacoti (3°49°6”S e 38°24°33”W) (Figuras 1
e 2).

Figura 1 — Ponto de coleta no Rio Cocd. Figura 2 — Ponto de coleta no Rio Pacoti.
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3.2 Isolamento e identificacéo das culturas

As cepas isoladas da agua de tanque de cultivo experimental de camardes
marinhos, Litopenaeus vannamei, e diretamente do ambiente, oriundas da dgua do estuério do
Rio Cocd e do Rio Pacoti passaram por um processo de isolamento onde o indculo foi feito
através da técnica de plaqueamento sobre superficie em placas de Agar Luminescéncia
(ANEXO E). Apo6s as 24h de incubacdo em estufa a 35°C, as cepas selecionadas foram

aquelas que emitiram luminescéncia ao serem expostas a luz Ultra Violeta em cdmara escura.
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ApoOs esse processo as cepas selecionadas foram submetidas a identificacdo fenotipica
seguindo protocolo proposto por Noguerola e Blanche (2008).

3.2.1 Prova da Hidrdlise de Arginina e Descarboxilacdo de Lisina e Ornitina

Com o auxilio de uma alca de niquel-cromo, as cepas foram inoculadas em tubos
de ensaio contendo o meio basal, suplementado com 1% (p/v) de NaCl. Em cada um dos
tubos foram adicionadas 5g de arginina, lisina e ornitina. Também foi preparado um tubo
contendo o mesmo meio basal, porém sem qualquer aminoacido, para servir de controle da
prova. Apoés a inoculacéo, a cada tubo foi acrescentado 1 mL de 6leo mineral esterilizado,
seguindo-se a incubacdo a 35°C por até 6 dias. O meio inoculado torna-se amarelo como
resultado da producéo de acido oriundo do metabolismo da glicose existente no meio basal.
Quando a reacdo positiva ocorre, 0 meio torna-se alcalino, apresentando cor purpura. O tubo

controle por sua vez, permanece acido, com coloragdo amarela.

3.2.2 Prova de halofilismo

Com auxilio de uma alca de niquel-cromo, as cepas foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo Caldo Triptona, cada tubo com concentracdes 0%, 6% e 10% de NaCl. Os

tubos foram incubados a 35°C por 24h e a positividade se da pela turvacdo do meio.

3.2.3 Teste de Voges-Proskauer (VP)

Tubos contendo o Caldo MR-VP, foram inoculados e incubados a 35°C por 24h.
Apbs a incubacdo, foi adicionado aos tubos 0,6mL de solucdo alfa-naftol concentracdo 5%
(Barrit I) e 0,2 mL de solucdo aquosa de hidroxido de potassio concentracdo 40% (Barrit 11).
Os tubos foram agitados e o resultado foi visto num intervalo de 2h. A positividade se da pela

presenca de coloracdo vermelha.

3.2.4 Teste de hidrdlise do Orto-nitrofenil-g — D-Galacto-Piranosideo (ONPG)

As cepas crescidas em Agar TSA suplementado com 1% NaCl a 35°C por 24 h

foram inoculadas em tubo de ensaio contendo 0,25 mL de solucdo salina 1% (p/v) de NaCl.
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Apos, em cada tubo, foi adicionada uma gota de Tolueno (Quimis) e o tubo foi agitado e
mantido em repouso por 15 min. Em seguida, a cada tudo, foi adicionada uma aliquota de
0,25 mL da solucédo de recém-preparada de ONPG. Os tubos foram incubados a 35°C por 24
h.

3.2.5 Prova da fermentacgéo de carboidratos

As cepas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo Caldo Purpura de
Bromocresol (pH+7,8), cada tudo foi separadamente acrescido de manitol, D-glucosamina e
arabinose. Apos a inocula¢do os meios foram incubados em estufa a 35°C por até 4 dias. A
positividade se da pela coloracdo amarela consequéncia da acidificacdo resultante do

metabolismo dos carboidratos.

3.2.6 Teste de producéo do Indol

Cepas crescidas em meio Agar TSA suplementado com 1% NaCl foram semeadas
através de picada profunda com auxilio de al¢a niquel-cromo, em tubos contendo meio SIM
(DIFCO) e foram entdo incubadas em estufa a 35°C por 48h. Apds a incubacdo, foi
adicionado aos tubos 0,2 mL do reagente de Kovacs (p-dimetilaminobenzaldeido). A
positividade ou producdo de Indol, resultante do metabolismo do triptofano presente no meio,

é observada através da formacdo de uma camada de coloracao vermelha sobre o meio.

3.2.7 Analise morfoldgica

As estirpes selecionadas foram submetidas a uma etapa de verificacdo de pureza
das culturas através de indculos em tubos contendo Caldo Triptona Soja suplementado com
1% (p/v) de NaCl (TSB 1%), incubados em estufa bacterioldgica (Fanem) a 35°C por 24 h,
Apos esse periodo, as cepas foram semeadas em placas de Petri contendo Agar Tiossulfato
Bile Sacarose (TCBS) para confirmacdo da morfologia das coldnias (sacarose positivas ou

sacarose negativas).
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3.2.8 Analise morfotintorial

Cada estirpe teve uma porcdo semeada em tubos contendo Agar Tripticase Soja
adicionado de 1% (p/v) de NaCl (TSA 1%), foram entdo incubadas em estufa a 35°C por 24 h
e, apbs esse periodo foram submetidas a técnica de coloracdo de Gram, descrita por Tortora,
Funke e Case (2005), para verificagdio da homogeneidade celular. As cepas que se
apresentaram com morfologia Gram-negativa e como bastonetes ligeiramente curvados foram

consideras do género Vibrio.

3.3 Verificagédo da emissdo de luminescéncia

As estirpes foram testadas quanto a emissdo de luminescéncia segundo
metodologia adaptada de MacFaddin (1980), que consiste no indculo das estirpes em meio de
cultura préprio a verificacdo da atividade luminescente. As cepas testadas foram crescidas em
tubos contendo 5 mL de TSB 1% e incubadas em estufa a 35°C por 24 h. Ap6s esse periodo,
as cepas foram individualmente semeadas em placas de Petri contendo 15 mL do meio Agar
Luminescéncia proposto pela Collection of Aquatic Important Microrganisms (ANEXO E) e
incubadas em estufa a 35°C por 24 h. Depois do periodo de incubacdo, em camara escura, foi
emitida sobre as placas uma luz Ultra Violeta durante 30 s para estimular a luminescéncia das
colbnias. Os analisadores permaneceram no escuro durante 5 minutos para adaptacdo dos
olhos para o exame das placas. A positividade foi evidenciada pelo brilho azulado das

colbnias no escuro.

3.4 Efeito dos fatores abidticos sobre a capacidade luminescente

Como descrito no item 3.2, as bactérias passaram por uma prova especifica para
verificagdo da capacidade de emisséo de luminescéncia, durante o isolamento, onde somente
as gue se mostraram positivas foram selecionadas. Assim, as cepas provenientes de hemolinfa
e de 4gua de tanque de cultivo experimental de camardes foram submetidas a esses testes de
variacao de fatores abidticos de modo a se verificar se a emissdo ou inibida entre as estirpes ja

sabidas como bioluminescentes.
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3.4.1 Preparo dos indculos

De culturas crescidas em Agar TSA suplementado com 1% NaCl a 35°C por 24h,
uma porcao foi retirada e inoculada em tubos contendo 5 mL de meio Caldo Luminescente
(CL) (Anexo D) com valores de salinidade e pH ajustados de acordo com as recomendacfes

para cada teste.

3.4.2 Efeitos da temperatura

De culturas crescidas em Agar TSA suplementado com 1% NaCl a 35°C por 24h,
uma porcdo foi retirada e inoculada em tubos contendo 5 mL de meio CL e foram incubados
em estufas a temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C e incubadas por 48h. ApoGs o periodo de

incubacéo o teste da capacidade luminescente foi realizado como descrito no item 3.3.

3.4.3 Efeitos da salinidade

De culturas crescidas em Agar TSA suplementado com 1% NaCl a 35°C por 24 h,
uma porgéo foi retirada e inoculada em tubos contendo 5 mL de meio CL com concentragdes
de NaCl 1 ppm, 30 ppm e 100 ppm (p/v) e incubados em estufa a 35°C por 48 h. Ap6s o
periodo de incubacgéo o teste da capacidade luminescente foi realizado como descrito no item
3.3.

3.4.4 Efeitos do pH

De culturas crescidas em Agar TSA suplementado com 1% NaCl a 35°C por 24 h,
uma porcdo foi retirada e inoculada em tubos contendo 5 mL de meio CL com pH ajustado
para valores 4, 7 e 9 e incubados em estufa a 35°C por 48 h. Apds o periodo de incubacdo o

teste da capacidade luminescente foi realizado como descrito no item 3.3.
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3.5 Teste para a verificacdo de producéo de indutores de luminescéncia por estirpes de
Aliivibrio fischeri em Vibrio harveyi (adaptado de BASSLER; GREENBERG;
STEVENS, 1997)

3.5.1 Preparo dos in6culos de Aliivibrio fischeri

As cepas testadas de Aliivibrio fischeri foram crescidas em meio CL e incubadas
em estufa a 35°C por 24 h.

3.5.2 Extragdo do liquido metabdlico

Apbs o periodo de incubacéo, as células de Aliivbrio fischeri foram retiradas por
centrifugacdo a 5000 x g durante 10 minutos, seguido pela filtragdo do fluido através de
membrana de celulose com 0,22 um de poro (Millipore) (Figura 3).

3.5.3 Preparo dos indculos de Vibrio harveyi

Para verificar a influéncia sobre a capacidade luminescente, os isolados de Vibrio
harveyi foram crescidos em tubos contendo 5 mL de meio CL, acrescido do fluido livre de
células de Aliivibrio fischeri em concentracdo de 10% do liquido metabdlico inicial. Os tubos
foram incubados em estufa a 35°C e os resultados foram observados com auxilio de luz UV,

em camara escura, a cada 8h durante 48h (Figura 3).
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Figura 3 — Fluxograma do processo de inducéo de luminescéncia por estirpes de Aliivibrio fischeri em Vibrio
harveyi
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, abaixo, estdo listados o0 niUmero de cepas isoladas e seus respectivos
locais de origem. Foram isoladas 53 culturas bacterianas com capacidade de emitir
luminescéncia. As origens das culturas foram diferenciadas: do ambiente de cultivo
(hemolinfa de animais cultivados e tanques de cultivo) e das aguas dos estuarios dos rios

Coc6 e Pacoti.

Tabela 1 - Identificacdo e origem das estirpes bacterianas testadas.

NUmero de

Origem . Codificagdo
isolados
Hemolinfa de camardes 11 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11
cultivados
Tanque de cultivo de camaréo 10 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21
Estuario Rio Coc6 15 22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32,33, 34, 35, 36
Estuario Rio Pacoti 17 37, 38, 39, 40, 42,41, 43, 44, 45, 46,

47,48, 49, 50, 51, 52, 53
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4.1 Verificagéo da capacidade luminescente

As estirpes que se apresentaram como bioluminescentes ao serem expostas a luz
UV em cémara escura, como mostrado na figura 4, foram selecionadas para os testes

posteriores.

Figura 4 — Imagem demonstrativa da emissdo de luminescéncia das col6nias isoladas

4.2 Efeitos dos fatores abidticos

A positividade nos testes foi evidenciada pelo brilho azulado no meio CL, como

mostrado na figura 5.
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Figura 5 — Imagem demonstrativa do resultado positivo (luminescente) nos testes de fatores abi6ticos.

Onze estirpes que fazem parte do acervo de bactérias do Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado (LABOMAR-UFC) foram identificadas como V.
harveyi e estas permaneceram estocadas por um periodo de 4 anos dado que foram isoladas
em estudos anteriores; 10 foram identificadas como pertencentes a espécie V. coralliilyticus;
32 foram identificadas como pertencentes ao género Vibrio, ndo sendo identificadas a nivel de

espécie, sendo aqui identificadas como Vibrio sp.

4.3 Efeitos da temperatura

Os resultados da emissdo de luminescéncia entre as estirpes sob as diferentes

condicdes simuladas de temperatura estdo apresentadas na tabela 2 e Gréafico 1.

Tabela 2 — Resultados quanto a emissdo de luminescéncia sob incubacdo em trés diferentes condi¢cdes de
temperatura, onde T, — incubagdo a 10°C ; T, — incubacdo a 20°C ; T, — incubagdo 30°C.

- P T1o T2 T30
Origem Identificacdo Cepa >Ah 48h 24h . 48n 24n ash
Hemolinfa V. harveyi 1 — — — — — —
Hemolinfa V. harveyi 2 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 3 — — — — — —
Hemolinfa V. harveyi 4 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 5 — — — — — —
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Gréafico 1 — NUmero de cepas capazes de emitir luminescéncia nas diferentes condicdes de temperatura.
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Diferentes temperaturas ndo influenciaram a emissdo de luminescéncia entre 0s
isolados de Vibrio oriundos da hemolinfa de camarfes ou dos isolados vindos da agua dos
tanques de cultivo experimental de camardes.

O total de bactérias que emitiram luminescéncia a cada temperatura testada foi,
respectivamente: a) 19 cepas (35,85% do total de cepas testadas) foram positivas a
temperatura de 10°C, onde 1 cepa (5,27% do total de cepas positivas) apresentou positividade
ap6s 24h de incubacdo, 13 cepas (68,43% do total de cepas positivas) apresentaram
positividade ap6s 48h de incubacdo e 5 cepas (26,32% das cepas positivas) apresentaram
positividade com 24h e permaneceram luminescentes até 48h; b) 16 cepas (30,19% do total de
cepas testadas) foram positivas a temperatura de 20°C, onde 1 cepa (6,25% das cepas
positivas) apresentou positividade ap6s 24h de incubacdo, 14 cepas (87,50 % das cepas
positivas) apresentaram positividade ap6s 48h de incubacdo e 1 cepa (6,25% das cepas
positivas) apresentou positividade apds 24h e permaneceu luminescente até 48h; ¢) 17 cepas
(32,08% do total de cepas testadas) foram positivas a temperatura de 30°C, onde 2 cepas
(11,77% das cepas positivas) apresentaram positividade apds 24h de incubagédo, 8 cepas

(47,06% das cepas positivas) apresentaram positividade apos 48h de incubacéo e 7 cepas
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(41,18% das cepas positivas) apresentaram positividade com 24h e permaneceu luminescente
até 48h.

Pode-se observar que as estirpes com melhor desempenho, ou seja, com maior
capacidade de expressdo de bioluminescéncia a diferentes valores de temperatura e em ambos
0s tempos de incubagdo (24 e 48 horas), foram aquelas isoladas a partir do ambiente
estuarino, principalmente do estuario do Rio Pacoti. E sabido que vibrios sdo bactérias
mesofilas, ou seja, tem seu metabolismo otimizado em valores de temperatura na faixa entre
25°C e 35°C, o que torna curioso o fato de o maior nimero de bactérias testadas terem a
emissdo de luminescéncia estimulada em temperatura igual a 10°C, no entanto, este fato pode
explicar o por qué do maior nimero de cepas que emitiram luminescéncia ja nas primeiras
24h de incubacdo. Nota-se também que nessa temperatura mais baixa, o tempo de incubacao
foi determinante para a expressdo do fendtipo da luminescéncia. No entanto, Eley (1972) que
realizou estudo semelhante em bactéria bioluminescente da espécie Photobacterium
phosphoreum, verificou que em valores de incubagdo a 15°C a atividade luminescente
apresentou-se mais intensa e, Waters e Lloyd (1985) que avaliaram a influéncia do NaCl, pH
e temperatura em trés espécies de bactérias bioluminescentes (Photobacterium leiognathi,
Photobacterium phosphoreum e Vibrio fischeri, atualmente nomeado como Aliivibrio
fischeri) também constataram crescimento e emissdo de luminescéncia em baixos valores de
temperatura iguais a 15°C e 10°C.

Processos inibitorios de luminescéncia foram observados em cepas anteriormente
capazes de emitir luminescéncia e até mesmo naquelas que se mostraram luminescentes apds
24h e perderam essa capacidade com 48h de incubacédo, tendo como exemplo a temperatura
de incubac&o igual a 10°C, a perda da capacidade bioluminescente foi observada nas cepas de
1 a 21 e, a capacidade bioluminescente observada com 24h sendo perdida apds 48h de
incubacdo ocorreu na cepa 36. Por outro lado, o efeito estimulante também foi observado,
uma vez que cepas que ndo se mostraram luminescentes em 24h o foram ap6s 48h de
incubacdo. Ainda como exemplo a temperatura de incubacédo igual a 10°C, isso foi observado
nas cepas 22, 23, 24, 25, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 38, 44 e 47. Isso pode estar relacionado com o
fendmeno do quorum-sensing, onde é necessario haver uma determinada densidade de células
para sO entdo haver a bioluminescéncia, densidade essa que deve ter sido suficiente apds 48h

de incubacao.
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Os resultados da emissdo de luminescéncia entre as estirpes expostas a diferentes

concentracgdes de cloreto de sddio (NaCl) estdo apresentados na Tabela 3 e Grafico 2.

Tabela 3 — Efeito da concentracéo de cloreto de sodio sobre a emissdo de luminescéncia entre cepas de Vibrio.

NaCl NaCl NaCl
Origem Identificagdo Cepa 1%o 30%o 100%o

24h  48nh  24h  48h  24h  48h

Hemolinfa V. harveyi 1 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 2 - — - - - -
Hemolinfa V. harveyi 3 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 4 - — - - - -
Hemolinfa V. harveyi 5 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 6 - — - - - -
Hemolinfa V. harveyi 7 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 8 - — - - - -
Hemolinfa V. harveyi 9 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 10 - — - - - -
Hemolinfa V. harveyi 11 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp.. 12 - — — - - =
Tanque de cultivo Vibrio sp. 13 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 14 — — — - — —
Tanque de cultivo Vibrio sp. 15 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 16 - — - - - -
Tanque de cultivo V. coralliilyticus 17 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 18 - — - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 19 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 20 - — - - - -
Tanque de cultivo V. coralliilyticus 21 - - - - - -
Rio Coco V. coralliilyticus 22 - - - - - -

Rio Cocé V. coralliilyticus 23 - - + - + -

Rio Coco V. coralliilyticus 24 - - - + - -

Rio Cocé Vibrio sp. 25 - + - + - -

Rio Coco Vibrio sp. 26 - - - - -

Rio Cocé Vibrio sp. 27 - - - + - -

Rio Cocé Vibrio sp. 28 - - - + - -

Rio Cocé V. coralliilyticus 29 — + - + — —

Rio Cocé Vibrio sp. 30 — — - + - -

Rio Cocé Vibrio sp. 31 - + - + - -

Rio Cocé V. coralliilyticus 32 — - + - -

Rio Cocé Vibrio sp. 33 - - - - -

Rio Cocé Vibrio sp. 34 - - - - - -

Rio Cocé V. coralliilyticus 35 - - + + - -

Rio Pacoti Vibrio sp. 36 — — — + — —
Rio Pacoti Vibrio sp. 37 - - - - - -
Rio Pacoti Vibrio sp. 38 — — — — — —
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Rio Pacoti Vibrio sp. 39 - — - - -
Rio Pacoti V. coralliilyticus 40 - — - - -
Rio Pacoti Vibrio sp. 41 - - - — _ _
Rio Pacoti Vibrio sp. 42 - — - - -
Rio Pacoti V. coralliilyticus 43 - - — + -
Rio Pacoti Vibrio sp. 44 — - - - -
Rio Pacoti Vibrio sp. 45 - - - + _ _
Rio Pacoti Vibrio sp. 46 - + - - -
Rio Pacoti Vibrio sp. 47 - - - — _ _
Rio Pacoti Vibrio sp. 48 - — - - -
Rio Pacoti Vibrio sp. 49 - — + + _ _
Rio Pacoti Vibrio sp. 50 - — - - -
Rio Pacoti Vibrio sp. 51 — - - + _ _
Rio Pacoti Vibrio sp. 52 - + + _ _ _
Rio Pacoti Vibrio sp. 53 — - - + _ _

Grafico 2 — Nimero de cepas capazes de emitir luminescéncia as diferentes condicdes de Salinidade.
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O total de bactérias que emitiu luminescéncia a cada valor de salinidade testado
foi, respectivamente: a) 5 cepas (9,44% do total de cepas testadas) foram positivas a
salinidade em concentracdo de 1 ppm, onde as 5 cepas que se mostraram positivas o foram
somente apds 48h de incubacdo; b) 17 cepas (30,08% do total de cepas testadas) foram
positivas a salinidade em concentracdo de 30 ppm, onde 2 cepas (11,77% das cepas positivas)
apresentaram positividade ap6s 24h de incubacdo, 13 cepas (76,48% das cepas positivas)

apresentaram positividade apds 48h de incubacgédo e 2 cepas (11,77%) das cepas positivas)
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apresentaram positividade apos 24h e permaneceram luminescentes até 48h; c¢) 1 cepa (1,89%
do total de cepas testadas) foi positiva a salinidade de 100 ppm, onde, essa cepa que se
mostrou positiva o foi apds 24h de incubacao no entanto, a bioluminescéncia foi ausente apos
48h de incubacéo.

Pode-se observar que o maior nimero de cepas com melhor desempenho, ou seja,
com maior capacidade de expressdo de bioluminescéncia a diferentes valores de salinidade e
em ambos os tempos de incubacdo (24 e 48 horas), foram, novamente, aquelas isoladas a
partir do ambiente estuarino, no entanto, neste teste a maior quantidade de cepas positivas
proveio do estuario do Rio Cocd, diferentemente do observado quanto a temperatura.

E sabido que bactérias do género Vibrio sdo levemente hal6filas, ou seja, tem seu
crescimento otimizado em concentracdes de NaCl entre 25 e 30 ppm, logo o resultado obtido
¢ 0 esperado uma vez que as emissdes de luminescéncia foram maiores no valor considerado
6timo ao metabolismo das bactérias teste. Waters e Lloyd (1985) constataram em seu estudo a
emissdo de luminescéncia em variadas concentragdes de NaCl (baixas e altas). Eley (1972)
também constatou a mais eficiente emissdo de luminescéncia da bactéria Photobacterium
phosphoreum em concentragdo de NaCl igual a 30 g.L™ e, Leite (2011) concluiu que,
juntamente com a temperatura, a salinidade do meio é fator determinante na capacidade
bioluminescente de bactérias marinhas.

De modo semelhante ao observado quanto a temperatura, pode-se perceber a acao
inibidora da salinidade sobre a capacidade bioluminescente uma vez que cepas que emitiram
luminescéncia ap6s 24h de incubacdo perderam essa capacidade ap6s 48h. Isso pode ser
explicado pela atividade metabdlica das bactérias, como proposto por Waters e Lloyd (op.
cit.), que observaram que apds 48h de incubagcdo havia uma diminuigdo da capacidade
luminescente acompanhada pela elevacdo do pH e diminui¢do da concentracdo de NaCl no
meio. O contrario também foi observado, cepas que ndo emitiram luminescéncia apos 24h de
incubacédo foram positivas apos 48h. Novamente, o fendmeno do “quorum-sensing” pode ser

usado para explicar este resultado.

4.5 Efeitos do pH

Os resultados da emisséo de luminescéncia entre as estirpes expostas a diferentes

valores de pH estdo apresentados na Tabela 4 e Gréafico 3.



Tabela 4 — Efeito do pH sobre a emissdo de luminescéncia entre cepas de Vibrio.
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. e pH 4 pH 7 pH 9
Origem Identificagao Cepa >ah  48n 24h  48h  24n_ 48h
Hemolinfa V. harveyi 1 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 2 — — — — — —
Hemolinfa V. harveyi 3 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 4 — — — — — —
Hemolinfa V. harveyi 5 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 6 — — — — — —
Hemolinfa V. harveyi 7 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 8 — — — — — —
Hemolinfa V. harveyi 9 - - - - - -
Hemolinfa V. harveyi 10 - — — - - -
Hemolinfa V. harveyi 11 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp.. 12 - — — - — —
Tanque de cultivo Vibrio sp. 13 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 14 — — — - — —
Tanque de cultivo Vibrio sp. 15 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 16 — — — - — —
Tanque de cultivo V. coralliilyticus 17 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 18 — — — - — —
Tanque de cultivo Vibrio sp. 19 - - - - - -
Tanque de cultivo Vibrio sp. 20 — — — - — —
Tanque de cultivo V. coralliilyticus 21 - - - - - -
Rio Coco V. coralliilyticus 22 - — — - — —
Rio Cocé V. coralliilyticus 23 - - - + - +
Rio Coco V. coralliilyticus 24 - - - + + +
Rio Cocé Vibrio sp. 25 - - - + +
Rio Coco Vibrio sp. 26 - - - - - -
Rio Cocé Vibrio sp. 27 - - - + + +
Rio Coco Vibrio sp. 28 - - - - -
Rio Cocé V. coralliilyticus 29 - - - - + +
Rio Coco Vibrio sp. 30 - - - - - +
Rio Cocé Vibrio sp. 31 - - - + +
Rio Coco V. coralliilyticus 32 - - - - + +
Rio Cocé Vibrio sp. 33 - - - - +
Rio Coco Vibrio sp. 34 - - - - - +
Rio Cocé V. coralliilyticus 35 - - - + + +
Rio Pacoti Vibrio sp. 36 - — — + -
Rio Pacoti Vibrio sp. 37 — — — — — —
Rio Pacoti Vibrio sp. 38 - - - + +
Rio Pacoti Vibrio sp. 39 — — — —
Rio Pacoti V. coralliilyticus 40 — — — — — —
Rio Pacoti Vibrio sp. 41 — — — + — —
Rio Pacoti Vibrio sp. 42 - - - - - -
Rio Pacoti V. coralliilyticus 43 — — — — — —
Rio Pacoti Vibrio sp. 44 - - - - - +
Rio Pacoti Vibrio sp. 45 — — + —
Rio Pacoti Vibrio sp. 46 - - - - -
Rio Pacoti Vibrio sp. 47 — — + — + +
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Rio Pacoti Vibrio sp. 48 — — + + — +
Rio Pacoti Vibrio sp. 49 - - + + - _
Rio Pacoti Vibrio sp. 50 — - - — _ _
Rio Pacoti Vibrio sp. 51 — - + + _ _
Rio Pacoti Vibrio sp. 52 — — + + + +
Rio Pacoti Vibrio sp. 53 — — — —

Gréfico 3 — NUmero de cepas capazes de emitir luminescéncia nas diferentes condigdes de pH.
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O total de bactérias que emitiu luminescéncia a cada valor testado de pH foi:
nenhuma cepa emitiu luminescéncia em valor de pH igual a 4 em qualquer dos intervalos de
incubacéo; 14 cepas (26,42% do total de cepas testadas) foram positivas em valores de pH 7,
onde 1 cepa (7,15% das cepas positivas) apresentou positividade ap6s 24h de incubacéo; 9
cepas (64,29% das cepas positivas) foram positivas apds 48h de incubacéo e 4 cepas (28,58%
das cepas positivas) foram positivas apods 24h de incubacdo e permaneceram luminescentes
até 48h; 14 cepas (26,42% do total de cepas testadas) foram positivas em valores de pH 9,
onde ndo houve cepas positivas apos 24h de incubagdo, 5 cepas (35,72% das cepas positivas)
foram positivas ap6s 48h de incubacéo e 9 cepas (64,29% das cepas positivas) foram positivas
apos 24h de incubagdo e permaneceram luminescentes até 48h.

Pode-se observar que houve igual quantidade de cepas capazes de emitir

luminescéncia dentre aquelas isoladas dos estuarios do Rio Coco e do Rio Pacoti, mostrando
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novamente que essa habilidade é mais fortemente expressa em estirpes isoladas do ambiente
natural.

Vibrios sdo bactérias que habitam ambientes marinhos e estuarinos, no primeiro, o
pH geralmente varia de 7,4 a 8,5; ja no ambiente estuarino, esse parametro sofre alteragdes
bem maiores tanto sazonais quanto diérias e, embora estejam adaptadas a essas alteracGes,
vibrios tem seu metabolismo otimizado em pH préximos ao alcalino (entre 7,5 e 8,5), 0 que

pode explicar o estimulo da bioluminescéncia nos valores 7 e 9 testados.

4.6 Verificacdo de producdo de indutores de luminescéncia por estirpes de Aliivibrio
fischeri em Vibrio harveyi (adaptado de BASSLER; GREENBERG; STEVENS, 1997).

As cepas de Vibrio foram submetidas a crescimento em meio de cultura CL com a
posterior adicdo de liquido metabdlico de A. fischeri. Ap6s 48 horas de incubacdo, ndo foi
verificada a emissdo de luminescéncia das estirpes testadas, significando que a presenca de
indutores no meio ndo representou um gatilho eficiente para estimular a emissdo de
luminescéncia. As estirpes usadas como teste nesta prova foram aquelas menos eficientes

guanto a emissao de luminescéncia nas provas de fatores abidticos.
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5 CONCLUSAO / CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros avaliados neste estudo mostraram significativa influéncia sobre a
capacidade bioluminescente das estirpes de Vibrio testadas, sendo os valores mais
estimulantes a essa emissdo, 0s proximos aos encontrados no ambiente natural. As
combinagOes dos parametros testados: temperatura, salinidade e pH que mais estimularam a
capacidade bioluminescente foram temperatura 10°C, salinidade 30 ppm e pH 7, e, a que mais
inibiu foi: temperatura 20°C, salinidade 100 ppm e pH 4.

O fendmeno do quorum-sensing ndo mostrou significancia no estimulo da
bioluminescéncia no teste de auto-indugdo no entanto, parece ter atuado sobre os testes de
efeitos abioticos, uma vez que num maior tempo de incubacdo as cepas que ndo haviam
emitido luminescéncia, o fizeram.

Quanto as cepas identificadas, 11 foram pertencentes a espécie V. harveyi; 10
foram identificadas como pertencentes a espécie V. coralliilyticus; 32 foram identificadas
como pertencentes ao género Vibrio, ndo sendo identificadas a nivel de espécie.

Ambientes estuarinos sdo muito dindmicos e muitos sdo os fatores que
influenciam essa dinamica, como varia¢fes de maré e correntes, clima e atividades antrépicas
presentes no local, sendo as comunidades bacterianas um reflexo das condigdes desse local,
estudos pontuais se fazem necessarios ao entendimento de sua distribuicéo e identificacéo.

Um maior espaco de tempo e um maior numero de coletas poderiam ampliar o
entendimento a respeito das estruturas das comunidades microbianas luminescentes presentes
em ambientes costeiros, uma vez que esse grupo vem sendo amplamente aplicado em varios

ramos da ciéncia.
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ANEXOS

ANEXO A — Agar Tripticase Soja suplementado com 1% de NaCl (TSA 1%)

AQGAr THPLICASE SOJA......vvveieeieeeiseeeiieeesteses st es st ese st s s st es s en et es st enseeesnees 40 g
Cloreto de SOAIO (NACH).......cuciieiieicciece et 10¢g
AQUA BSEIIAUA. ..........ceeveceeee ettt 1000 mL

Para cada 1000 mL de &gua destilada, foram acrescentados 40g de Agar Tripticase Soja
(Difco) e 10g de cloreto de sodio (Vetec). O pH foi ajustado para 8. O meio foi
posteriormente fundido para a sua total solubilizacdo e distribuido em tubos de ensaio no
volume de 5mL. O meio foi entdo esterilizado em autoclave, em temperatura de 121°C por 15
minutos. Apo6s a esterilizacdo os tubos foram inclinados com auxilio de rampas. Apos a

solidificacdo do Agar, o meio foi estocado em geladeira a temperatura aproximada de 4°C.
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ANEXOS

ANEXO B - Caldo Triptona Soja suplementado com 1% de NaCl (TSB 1%o).

CaldO THIPLONA SOJA.....veeveeieerieeeie ittt bbbttt 3049
Cloreto de SOAI0 (NACH)......cviiiece e 109
AQUA BSEIIAUA. .........oveeeeeeeeeee ettt 1000 mL

Para cada 1000 mL de agua destilada foram adicionados 30 g de Caldo Triptona Soja (Difco)
suplementado com 10 g de cloreto de sédio (Vetec). O pH foi ajustado para 8. O meio foi
distribuido em tubos de ensaio no volume de 5 mL e, posteriormente, esterilizado em
autoclave a 121°C por 15 minutos. Apé6s a esterilizacdo, foi armazenado em geladeira a

temperatura aproximada de 4°C.
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ANEXO C - Meio para verificacdo de luminescéncia adaptado de MacFaddin (1980).

PPEONA. ... e 209
THIPEONA. ..ttt bbbttt 10¢g
Fosfato de potassio DIDASICO..........ccviiiiiiiiic e 159
SUITAtO dE MAGNESIO......ccviiiieiee e eeanes 0,73 g
(€] [ Tol=T o] FO ST S U PSR PT P UTURPRTPROPIR 109
AT ...t ettt 159
Cloreto de SOAI0 (NACH).......c.ciieiieie et 10¢g
AQUA ESEIIAUA. ..........oeveeee ettt 1000 mL

A 4gua destilada foram adicionados os demais ingredientes. O pH do meio foi ajustado para 8.

O meio foi fervido para total solubilizacio dos componentes e, posteriormente, foi

esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apos a esterilizacdo, o meio foi distribuido

em placas de Petri estéreis no volume de 15 mL. Apos a solidificacio do Agar, as placas

foram armazenadas em geladeira a temperatura aproximada de 4°C.
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ANEXOS

ANEXO D - Caldo para verificacdo de emissdo de luminescéncia

o101 (0] T VPP 209
THIPEONA. .t b bbbt b bbb 10¢g
Fosfato de potassio DIDASICO.........cc.ciiiiiiiiiie e, 159
SUITAtO dE MAGNESIO......cveiiieie et sre e e 0,73 g
] 1 To=T 0| USSR 109
(04 [oT7=1 (o] L= To o [ o SRS 10g
AQUA AESTHAUA. ...t 1000 mL

A 4gua destilada foram adicionados os demais ingredientes. O meio teve seu pH ajustado para
8 e foi distribuido em tubos de ensaio no volume de 5 mL. Foi posteriormente esterilizado em
autoclave a 121°C por 15 minutos e, ap0s a esterilizacdo foi armazenado em geladeira a

temperatura aproximada de 4°C.



49

ANEXOS

ANEXO E - Meio de cultura para verificacdo de producao de luminescéncia

PPEONA. ...t 209
THIPEONA. 1.ttt bbbt 109
Fosfato de potassio DIDASICO..........ccviiiiiiiiic e 159
SUITAtO dE MAGNESIO. ... .cviiieeie et e ae e nreenee s 0,73 g
(€] [ Tol=T o] FO ST S U PSR PT P UTURPRTPROPIR 109
(04 [oT¢=1 (o ] L= To o [ o SRS SOUR P PR 10g
)T SO 15g
AQUA ESEIIAUA. ..........ovv ettt 1000 mL

A 4gua destilada foram adicionados os demais ingredientes. O pH do meio foi ajustado para 8.
O meio foi fervido para total solubilizacio dos componentes e, posteriormente, foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apos a esterilizacdo, o meio foi distribuido
em placas de Petri estéreis no volume de 15 mL. Apos a solidificacio do Agar, as placas

foram armazenadas em geladeira a temperatura aproximada de 4°C.
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ANEXO F - Meio de cultura para verificacdo da capacidade luminescente segundo

CAIM (Collection of Aquatic Important Microorganisms)

INBCL .ttt 309
KOHPO .ttt 39¢
KIH PO 41 ettt bbbt 2.1¢
INHACL .ottt sttt st b e et b et e nenre e 5¢g
EXIrato A 1EVEAUIA. ......oviiiiiiieiiee e 590

B 501703 s - T PP S5¢g
Tampao Tris IM pH 7,5. ..o e e, 50 mL

€] [ Tor =T o] O RUSRSSP TR 3mL
MOSO4 X 7 HoO ettt et s be e e e 19
O 1P 0,75¢
CAC O 1lg
YN0 L | SR UPRUPPPRUPRTPIN 209
AQUA ESEIAUA. .........cveeeeeee ettt 1000 mL

A 4gua destilada foram adicionados os demais ingredientes. O meio foi fervido para total

solubilizacdo dos componentes e, posteriormente, foi esterilizado em autoclave a 121°C por

15 minutos. Apds a esterilizacdo, o meio foi distribuido em placas de Petri estéreis no volume

de 15 mL. Apods a solidificacdo do Agar, as placas foram armazenadas em geladeira a

temperatura aproximada de 4°C.
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ANEXOS

ANEXO G - PREPARO DO CORANTE CRISTAL VIOLETA (2%) PARA
COLORACAO DE GRAM

- Solugéo A:
Cristal Violeta (85%0 PUID).......coiiieiieie ettt te e snaesne e ens 290
AICOOI BLT1ICO (9590).......eeeeeeeieeeeee ettt sttt en sttt 20 mL

- Solugéo B:
OXalato de AMONI0......ccueeiuieie et e s e te et e sreesreeneesneesaeens 08¢
AQUA ESEIIAUA. ........ovee ettt 80 mL

As solugdes A e B foram misturadas e armazenadas em frasco de cor ambar, em geladeira a

temperatura aproximada de 4°C.
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ANEXOS

ANEXO H - PREPARO DO CORANTE LUGOL PARA COLORACAO DE GRAM

10d0 CrISTAIIZAAO. ... 1lg
[OAELO 0B POTASSIO. ... vttt bttt bttt 29
AQUA BSEIAUA. .........ovee ettt 300 mL

Os reagentes foram misturados e armazenados em frasco de cor ambar, em geladeira a
temperatura aproximada de 4°C.
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ANEXOS

ANEXO | — PREPARO DO CORANTE SAFRANINA (025%) PARA COLORACAO
DE GRAM

Safranina (2,5% em AlCO0I @ 96%0)........cccveierierierieiieieeee e 10 mL
AQUA ESEIAUA. .........cveveceeee ettt 100 mL

Os reagentes foram misturados e armazenados em frasco de cor ambar, em geladeira a

temperatura aproximada de 4°C.



