Ministério da Educacdo e do Desporto &

Universidade Federal de Ouro Preto - UFOP a
: Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas - ICEB D@IE
UFOP Departamento de Ciéncias Biologicas - DECBI

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS CULTIVAVEIS OBTIDAS A
PARTIR DA GRUTA MARTIMIANO II, PARQUE ESTADUAL DO IBITIPOCA -
MG

Lara Chaves Carvalho Guerra

Ouro Preto
Minas Gerais - Brasil

2019



Ministério da Educacdo e do Desporto &

Universidade Federal de Ouro Preto - UFOP 4

Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas - ICEB D@E
Departamento de Ciéncias Biologicas - DECBI

Unversdade Federad
de Dwio Preto

Lara Chaves Carvalho Guerra

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS CULTIVAVEIS OBTIDAS A
PARTIR DA GRUTA MARTIMIANO |1, PARQUE ESTADUAL DO IBITIPOCA -
MG

Monografia apresentada ao Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Ouro Preto, como requisito para

obtencdo do titulo de bacharela em Ciéncias Bioldgicas.

Area de concentracdo: Biotecnologia

Orientador: Dr. Leandro Marcio Moreira

Co-orientadora: Ma. Camila Gracyelle de Carvalho Lemes
Co-orientador: Dr. Leonardo Martins Graga

Ouro Preto
Minas Gerais - Brasil
2019



G929p

Guerra, Lara Chaves Carvalho.

Potencial biotecnologico de bacténas cultivavels obtidas a partir da Gruta
Martimiano II. Parque Estadual do Ibitipoca - MG [manuscrito] / Lara Chaves
Carvalho Guerra. - 2019.

661.: 1l color; grafs; tabs; mapas.
Ornentador: Prof Dr. Leandro Marcio Moreira.

Monografia (Graduagio). Universidade Federal de Ouro Preto. Instituto de
Ciéncias Exatas e Biologicas. Departamento de Ciéncias Biologicas.

1. Fertilizantes. 2. Cavernas - Minas Gerais. 3. Agentes antunfecciosos. 4.
Biotecnologia. I. Moreira, Leandro Marcio. IT. Universidade Federal de Ouro

Preto. III. Titule.

CDU: 606

Catalogacéo: ficha.sisbin@ufop.edu.br




Universidade Federal de Ouro Preto

Instituto de Ciéncias Exatas e Biologicas
Departamento de Ciéncias Biolégicas

4 i

UFOP IGEB

Ata da Banca Examinadora de Defesa de Monografia Intitulada:

"POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS CULTIVAVEIS OBTIDAS A PARTIR
DA GRUTA MARTIMIANO" Il, PARQUE ESTADUAL DO IBITIPOCA-MG”

Aos vinte e trés dias do més de agosto de 2019, as 14:00 horas, no auditério Raquel

Machado, ICEB- UFOP, reuniu-se a Comissao examinadora da Monografia da aluna Lara

Chaves Carvalho Guerra. A defesa publica de monografia iniciou-se pela apresentacdo

oral feita pela candidata e, em seguida, argilicao pelos membros da banca. Ao final, os

membros da banca examinadora reuniram-se e declararam a candidata APLounoh |,

—
com a nota Q,) s

Membros da Banca Examinadora

s

Prof Dr. Lednidro Marcio Moreira
Orientador {Dep. Ciéncias Biologicas- ICEB-UFOP)

/ a / N

Profa Dra Pat de Abreu Moreira
Examinadora (Dep. De Biodiversidade, Evolucdo e Meio Ambiente)

Dra. Natalia RochaBarboza

Examinadora (NUPEB/UFOP)



AGRADECIMENTOS

Agradego aos meus pais por me ensinarem a amar a natureza, ja que foi este sentimento
que me faz querer ser bidloga desde os 6 anos de idade, pelo apoio em todas as etapas da minha

vida e pelo amor incondicional.

Aos meus irmados, Sereno, Rama, Mateus, Ariel e Ana, por estarem sempre presentes e

por todo auxilio durante a graduacao e a vida.

Ao0s meus amigos, que estiveram presentes nos melhores e piores momentos. Em
especial, as mulheres incriveis que tive oportunidade de conviver por esses anos e que inspiram

a minha vida.

A turma 15.2 de Ciéncias Bioldgicas, foi uma honra a convivéncia durante a graduacio

e a partir de agora pelo resto da vida.
Ao Paulo, pelo auxilio, amor e companheirismo.

As minhas companheiras de casa, Ana e Big, pela convivéncia, amor e apoio

incondicional.

Ao Pr. Dr. Leandro Marcio Moreira, que com muita paciéncia e sabedoria me orientou
nesta pesquisa, por me acolher no laboratério e por ser um exemplo como professor e como

orientador.

A minha co-orientadora, Ma. Camila Gracyelle de Carvalho Lemes por me aceitar como
pupila, me ensinar com muita paciéncia as etapas laboratoriais e por orientar todas as etapas

desta pesquisa, a gratiddo que sinto € imensuravel.

Ao Dr. Leonardo Martins Graca, pela acolhida e pelo auxilio com as partes geoldgicas

deste trabalho.

Ao LabGIBA e ao Lab DNA repair, por todos 0s momentos de convivéncia que fizeram

o0 dia a dia ser mais leve e feliz, pelos incentivos, apoio e contribuicdes.

A Sociedade Excursionista e Espeleoldgica, entidade que me mostrou as belezas e
peculiaridades do mundo subterraneo e me ensinou a ama-lo, obrigada por todo o suporte

durante a realizacdo desta pesquisa.

A UFOP pelo ensino de qualidade e & Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) pelo fomento.



A banca por serem pesquisadoras que admiro, por aceitarem o meu convite e pelas

consideracdes que serdo valiosas para este trabalho.

A oportunidade de estudar em uma universidade publica. Nas universidades nos
fazemos pesquisas e ndo balburdia, a educacdo € um investimento no futuro do pais. Pude
realizar o sonho de me tornar bidloga e espero que mais jovens possam ter acesso a esse ensino

de qualidade e assim, realizem 0s seus sonhos.



“O fascinio que as cavernas inspiram, pela beleza dos seus sal6es ornamentados com
cortinas, pulpitos, abdbadas enfeitadas com estalagmites e estalactites, "onde néo se ouve
sendo o siléncio, nada se vé sendo as trevas", sempre foi fonte de admiracéo, mistério, medo,

magia, encantamento e desafio para 0s curiosos mais ousados. ”

Eliany Salaroli La Salvia



RESUMO

A Gruta Martimiano Il é a maior caverna quartzitica do Brasil. Apresenta 4170 metros de
projecdo horizontal e estd localizada no Parque Estadual do Ibitipoca — Minas Gerais. As
condi¢cdes ambientais Unicas e 0 baixo aporte energético das cavidades atuam como pressoes
seletivas nos organismos que as habitam. A microbiota tem grande importancia ecoldgica e
biotecnoldgica, uma vez que microrganismos cultivaveis sdo amplamente utilizados como
recursos na agricultura, industria farmacéutica e em bioprocessos. Entretanto, sdo poucos 0s
estudos sobre a microbiota cavernicola e seu potencial biotecnoldgico, e quando existentes, em
sua maioria, sdo feitos em cavernas carbonéticas, o que aumenta a importancia da realizacdo de
estudos sobre a microbiota em outras litologias, como por exemplo as cavernas quartziticas. Os
objetivos deste trabalho foram bioprospectar e analisar o potencial biotecnoldgico de bactérias
associadas a piso, teto e parede da Gruta Martimiano Il. O mapa topografico da gruta foi
produzido e a caracterizacdo espeleoldgica das areas de coleta foi realizada. Um total de 12
amostras oriundas de quatro areas da caverna foram obtidas. A caracterizagdo das fases minerais
foi feita por difracdo de raios X. As amostras foram entéo lavadas e diluidas em série com agua
de torneira autoclavada. O lavado foi plagueado em meio de cultura rico e ap6s 3 dias as
coldnias bacterianas foram isoladas, preservadas e os testes bioquimicos foram realizados. As
fases minerais caracterizadas foram as mesmas entre as amostras, compostas por quartzo,
muscovita, caulinita e gibbsita. Foram obtidos 72 isolados bacterianos que constituem hoje o
primeiro banco de isolados bacterianos desta caverna. Trés isolados tiveram a capacidade em
fixar nitrogénio e um em solubilizar fosfato, componentes fundamentais ao desenvolvimento
de plantas. Cinco isolados apresentaram possivel antagonismo a Klebsiella pneumoniae e o
isolado 14 foi capaz de inibir o crescimento de K. pneumoniae e Staphylococcus aureus. Em
ensaio de inibicdo indireta 14 impediu o crescimento dos patdgenos e foi caracterizado como
movel e Gram-negativo. O ineditismo desta pesquisa corrobora o potencial de geracao de novos
conhecimentos acompanhado do desenvolvimento de novos produtos, agregando valor a

servigos ecossistémicos oriundos de um patrimonio genético desconhecido.

Palavras-chave: Bioprospeccdo. Caverna em quartzito. Gruta Martimiano Il. Microbiota.

Parque Estadual do Ibitipoca. Potencial biotecnolégico.



ABSTRACT

The Gruta Martimiano 11 is the largest quartzite cave in Brazil, which 4170 meters of horizontal
length and is located at the Parque Estadual do Ibitipoca — Minas Gerais. The unique
environmental conditions and the low energy contribution of the cavities act as selective
pressures on the organisms that inhabit them. The microbiota has great ecological and
biotechnological importance, since cultivable microorganisms are widely used as resources in
agriculture, pharmaceutical industry and bioprocesses. However, there are few studies on the
caves microbiome and its biotechnological potential, and when found, most are made in
carbonate caves, which increases the importance of studies on the microbiota of other
lithologies, for example quartzite caves. This research aimed at bioprospect and analyze the
biotechnological potential of bacteria associated with the floor, ceiling and wall of the
Martimiano Il cave. The topographic map of the cave was produced and the speleological
characterization of the sample areas was maded. A total of 12 samples from four cave areas
were obtained. Mineral phases were characterized by X ray diffraction. The samples were
washed and serially diluted with autoclaved faucet water. The wash solution was plated in rich
medium (LB), and three days later, the colonies were isolated, preserved and the biochemical
tests were done. The mineral phases characterized were the same among the samples, composed
by quartz, muscovite, kaolinite and gibbsite. It was obtained 72 bacterial isolates which
constitute the first bacterial isolates bank of this cave. Three isolates had the ability to fix
nitrogen and one to solubilize phosphate, which are fundamental components to the
development of plants. Five isolates showed possible Klebsiella pneumonia antagonism and the
isolate 14 was able to inhibit the growth of K. pneumoniae and Staphylococcus aureus. In the
indirect inhibition test 14 prevented the growth of pathogens and was characterized as mobile
and Gram-negative. The novelty of this research corroborates the potential of generating new
knowledge accompanied by the development of new products, adding value to ecosystem

services from an unknown genetic patrimony.

Keywords: Bioprospecting. Quartzite cave. Gruta Martimiano 1. Microbiota. Parque Estadual

do Ibitipoca. Biotechnological potential.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracterizacéo da Area de Estudo

O Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB) foi criado em 1973, por meio da lei 6.126 do

Governo de Minas Gerais, abrange as cidades de Lima Duarte, Santa Rita de Ibitipoca e Bias
Fortes (Figura 1), totalizando 1488 hectares de extensdo (INSTITUTO ESTADUAL DE
FLORESTA, 2007). Segundo o Instituto Estadual de Florestas (2007), o PEIB se localiza ao

sul de Minas Gerais, no dominio fitogeografico da Mata Atlantica, na regido denominada Zona

da Mata (Figura 1) e é administrado pelo IEF, conta com diversas atragfes turisticas como

mirantes, quedas d’agua, riachos e cavernas. A vegetacdo € associada aos afloramentos

quartziticos, apresentando campos rupestres de altitude e grande influéncia de elementos de
Mata Atlantica (INSTITUTO ESTADUAL DE FLORESTA, 2007). O relevo do PEIB

constitui-se de baixadas e serras que sobressaem num contexto regional, com altitudes medias

de 1500 m, conhecido como Serra do Ibitipoca (CORREA-NETO & FILHO, 1997).

Figura 1: Mapa de localizagdo do Parque Estadual do Ibitipoca.
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Segundo o Cadastro Nacional de Cavernas (CNC), administrado pela Sociedade
Brasileira de Espeleologia, 40 cavernas sdo conhecidas no PEIB, por isso, é reconhecido por
muitos autores como um importante distrito espeleoldgico mundial (PEREZ & GROSSI, 1987,
NUMMER, 1991; CORREA-NETO & FILHO, 1997; NUMMER, 2012; BENTO, 2015). Tal
importancia se d& pela alta concentracdo de cavernas quartziticas e suas dimensdes notaveis,
como a Gruta das Bromélias (2560 m de projecédo horizontal) e a Gruta Martimiano 11 (4170 m

de projecdo horizontal) (Figura 2).

Figura 2: Mapa de localizagdo da Gruta Martimiano Il no PEIB.
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1.2 Gruta Martimiano |1

A Gruta Martimiano Il possui caracteristicas Unicas que a fazem notdria no cenério
nacional. Além do grande desenvolvimento, pouco comum para as rochas quartziticas, possui
morfologia com feigdes freaticas, com partes ativas e inativas (LIMA et al., 2017). Ela se
desenvolve no contato entre trés diferentes tipos de quartzitos, seus condutos e saldes sdo
volumosos e os espeleotemas, de coloracdo avermelhada, chamam atengéo por sua variedade e

16



frequéncia (Figuras 3 e 4) (LIMA et al., 2017). Nesse contexto, a Gruta Martimiano |1, pode

se apresentar como um importante reservatorio de microbiota com fungéo bioldgica especifica.

Figura 3: Gruta Martimiano Il. A) extenso conduto; B) saldo da claraboia; C) segunda entrada; D) conduto da
fechadura.

Fotos: Gabriel Lourenco.
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Figura 4: Espeleotemas avermelhados da Gruta Martimianoll. A) cortina; B) estalactites.
K B r o P vl

Fotos: Gabriel Lourengo.

1.3 Ambiente Cavernicola

Cada caverna € Unica em suas caracteristicas bioldgicas, quimicas e fisicas (GHOSH et
al., 2017). Sugundo Culver (1982), as cavernas sdo caracterizadas pela auséncia de luz nas
zonas mais profundas, escassez nutricional, taxas de umidade préximas a saturacdo e a
temperatura do meio hipdgeo se aproxima da média anual de temperatura do ambiente epigeo.
Sendo que, os pardmetros ambientais, sdo de grande relevancia para o estudo da biologia
subterranea, por propiciarem as especiacfes a este ambiente (CULVER, 1982; TRAJANO &
MOREIRA, 1991; FERREIRA & POMPEU, 1997; GOMES et al., 2000).

Segundo Ghosh (2017), a caverna pode ser dividida em 4 zonas de acordo,
principalmente, com a incidéncia luminosa: 1) a zona de entrada (zona com alta incidéncia
luminosa e onde os ambientes subterraneos e de superficie se encontram); 2) a zona crepuscular
(onde ocorre a diminuicdo gradual da luminosidade e plantas ainda podem crescer); 3) a zona
de transi¢é@o (onde nédo ha luz, mas o ambiente ainda sofre interferéncia externa na temperatura
e umidade); 4) a zona profunda (onde ha a auséncia total de luz, temperatura constante e alta

umidade).

A ocorréncia de organismos fotossintetizantes é limitada a zona de entrada e a zona
crepuscular e impossibilitada pela auséncia de luz no interior das cavernas (FERREIRA &
POMPEU, 1997; HOENEN, 1997; FERREIRA & MARTINS, 1999). Dessa forma, na maioria
das cavernas, a entrada dos recursos alimentares é feita especialmente pela importacéo
provocada por enxurradas, cursos d’agua e aguas de percolacdo (GILBERT et al, 1994). Além
disso, 0s animais presentes no ambiente cavernicola, geram recursos alimentares para outros
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organismos (FERREIRA, 2005) e os microrganismos presentes participam da produgéo
priméria e secundaria de energia no ambiente hipdgeo (Figura 5) (FERREIRA et al., 2004).

As cavernas sdo pouco estudadas do ponto de vista microbiologico e as caracteristicas
deste ambiente propiciam um habitat microbiano Gnico, com press@es evolutivas diferentes do
ambiente epigeo (BARTON et al., 2007). Com isso, 0s organismos presentes sdo mais
especializados ao baixo aporte energetico das cavernas, 0 que aumenta O interesse na

identificacdo de microrganismos e estudos de caracterizacdo biotecnologica.

Figura 5: Diagrama representando principais estruturas e processos tréficos em uma caverna.
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Fonte: FERREIRA, 2004.

1.4 Importancia da Microbiota em um Contexto Ecoldgico

Os microrganismos estdo presentes em todos 0s ambientes e apresentam grande
importancia num contexto ecologico (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Devido a enorme
diversidade metabdlica, os microrganismos participam ativamente de todos os ciclos
biogeoquimicos e desempenham a fungdo de reciclar grande parte da matéria na biosfera
(GAYLARDE, 2005). Os fatores abi6ticos e bioticos do ambiente influenciam diretamente na

comunidade microbiana (GAYLARDE, 2005), o que torna ainda mais importante o
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conhecimento das condi¢des ambientais para um completo conhecimento sobre a composi¢ao

microbiana e seu funcionamento metabolico em diferentes ambientes (LEMES, 2018).

As cavernas sao consideradas ambientes extremos, por propiciarem formas de vida
especializadas (CANDIROGLU, 2017). Embora suas peculiaridades sejam chamariz para
novos estudos biotecnoldgicos, sdo ambientes pouco estudados do ponto de vista
microbioldgico, especialmente no Brasil. O que coloca a proposta deste trabalho em evidéncia
na busca de novos organismos e conhecimentos biologicos que possam ser utilizados na geracéo

de produtos e servicos.
1.5 Bioprospeccao

A bioprospeccdo abrange diversas areas da biologia e consiste na identificacdo,
avaliacdo e exploracdo sistematica da diversidade de vida em determinado ambiente
objetivando a busca de recursos genéticos e seus derivados para fins comerciais. Para isso, 0s
organismos sdo identificados e genes e enzimas de interesse sdo estudados para posterior
aplicacdo biotecnolégica (EMBRAPA, 2015). O Brasil abriga cerca de 13% das espécies com
interesse biotecnoldgico existentes no mundo (LEWINSOHN & PRADO, 2006), mas o

potencial biotecnoldgico do pais ainda é pouco estudado.

Diversos pesquisadores voltam as suas atengdes para ambientes incomuns, onde uma
adaptacdo de sua biota € esperada (FILHO, 2014). As condi¢bes ambientais Gnicas do ambiente
cavernicola aumentam as chances de se encontrar novas espécies € novos produtos advindos

dos microrganismos existentes, ressaltando a importancia da bioprospecgé@o nestes ambientes.

Apesar de sua vasta distribuicdo e importancia na manutencdo da biosfera, 0s
microrganismos ainda sdo pouco conhecidos. No caso de bactérias e arqueas, € estimado que
menos de 1% da diversidade seja conhecida (CANHOS & MANFIO, 2001), e menos de 10%
dos microrganismos existentes no planeta foram caracterizados e descritos (STALEY, 2001).
Isso ¢ justificado pelo fato de que apenas cerca de 1 a 3% dos microrganismos terem a
capacidade de cultivo em condicdes laboratoriais (STREIT & SCHMITZ, 2004). Apesar disso,
0s métodos dependentes de cultivo continuam sendo utilizados, por possibilitarem a realizacéo

de experimentos in vitro e in vivo com os isolados obtidos (HILL et al., 2000).
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1.7 Potencial Biotecnol6gico dos Microrganismos

Na biotecnologia, a diversidade e o potencial bioquimico dos microrganismos é
essencial como fonte de varios produtos com aplicacdes em praticamente todos os setores
industriais (Figura 6) (DEMAIN & ADRIO, 2008). Os produtos microbianos séo usados, por
exemplo, como antibidticos, agentes tumorais e imunossupressores em industrias
farmacéuticas, sendo que, as cavernas apresentam alto potencial para a descoberta de compostos

bacterianos bioativos e producéo de novas drogas (GHOSH et al., 2017).

Figura 6: Fluxograma representando os segmentos da industria que utilizam microrganismos em processos
biotecnoldgicos. Em destaque os processos biotecnoldgicos que sdo os focos deste estudo.
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processos biotecnoldgicos:
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IndUstria Geracéo de Recuperacéo

Agroindustria quimica energia ambiental

de plantas (CALVO et al., 2014), podem ser utilizadas como biocontroladores e até mesmo na
producdo de organismos transgénicos de interesse econdmico (PEREIRA & MARTINS, 2016).
Sdo empregadas como agentes de processamento alimenticio e no setor da agricultura
(DEMAIN & ADRIO, 2008). Bactérias também podem ser utilizadas na biolixiviagdo de metais
(FRANCISCO, 2007), e na biorremediacdo de ambientes contaminados, permitindo a remocao
ou reducdo dos niveis de poluentes, algumas vezes gerando por meio de processos metabolicos

complexos, outros subprodutos de interesse comercial (GAYLARDE, 2005).

Fatores como baixo custo de producdo, alta produtividade, estabilidade a temperaturas
extremas, especificidade, pH ou outras condicdes fisioldgicas fazem com que o estudo de
bactérias em ambientes peculiares, como o cavernicola, seja uma alternativa em destaque na
busca por novos medicamentos (PRAKASH et al., 2013). As pressdes seletivas do ambiente

podem favorecer grupos de bactérias com capacidade de producdo de antimicrobianos
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(BARTON et al., 2007), por exemplo, as actinobactérias, as quais tém sido amplamente
encontradas nos ambientes cavernicolas (JURADO et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

O mapa topogréafico serve de base para as pesquisas realizadas no ambiente cavernicola,

0 que auxilia no desenvolvimento deste e de outros estudos na Gruta Martimiano II.

Tendo em vista o contexto ecoldgico, o estudo da microbiota cavernicola se torna
necessario, devido a escassez de pesquisas relacionadas ao tema, quando comparado aos demais
estudos bioespeleoldgicos. Somado a isto, a maioria dos estudos envolvendo a microbiota
cavernicola se restringem a rochas carbonaticas (BARTON et al., 2007), dessa forma esta
pesquisa aborda pela primeira vez a bioprospeccdo e o potencial biotecnoldgico da maior

caverna em quartzito do Brasil, a Gruta Martimianoll.

Sdo notaveis as variadas fungdes biotecnoldgicas dos microrganismos e de suas enzimas
para a industria, agricultura, farmacologia. Devido ao fato de que cerca de 99% da
biodiversidade destes organismos ainda permanece desconhecida (CANHOS & MANFIO,
2001) e ao enorme avango das técnicas de biologia molecular, os estudos de bioprospec¢éo

podem revolucionar diversos setores da industria.

As condi¢des ambientais Unicas, o isolamento geografico e o baixo aporte energético
das cavidades, propiciam a presenca de organismos adaptados a esses ambientes (BARTON et
al., 2007). Sendo que, dentre essas adaptacGes, as que envolvem o metabolismo dos
microrganismos sdo de extremo interesse biotecnoldgico e para a bioprospecc¢do. Considerando
as condicBes ambientais Unicas e a escassez de pesquisas sobre a microbiota cavernicola, 0s
estudos bioespeleoldgicos sdo essenciais para a preservacdo desses ecossistemas. Além disso,
esta pesquisa pode contribuir com a realizacdo do plano de manejo espeleoldgico no Parque
Estadual do Ibitipoca e para a conservagdo da Gruta Martimiano II.
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3. HIPOTESE

As bactérias cultiviveis obtidas na Gruta Martimiano Il apresentam potencial biotecnolégico

como fertilizantes biologicos e na inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi isolar e investigar o potencial biotecnologico de

bactérias cultivaveis na maior caverna em quartzito do Brasil, a Gruta Martimiano I1.

4.2 Objetivos Especificos

Produzir o mapa topografico da Gruta Martimiano II;
Realizar uma caracterizacdo mineraldgica das amostras coletadas;
Cultivar e isolar as colonias bacterianas presentes nas amostras coletadas;

Gerar o banco de isolados bacterianos de uma caverna quartzitica;

moow»

Correlacionar os achados bioldgicos com possiveis fenbmenos que possam justificar as

diferencas observadas nos pontos de coleta;

Al

Testar o potencial biotecnoldgico para desenvolvimento de biofertilizantes;
G. Testar o potencial biotecnolégico desses microrganismos quanto a inibicdo do

crescimento das bactérias patogénicas Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae;
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5. MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo bibliogréfica para embasamento teérico e produgédo do projeto
de pesquisa, as autorizacdes de pesquisa para o IEF, SISBIO e SISGEN foram solicitadas e

aprovadas antes do inicio das partes préaticas deste trabalho, as licencas se encontram em anexo.

5.1 Mapeamento Topografico

Para a realizacdo do mapeamento topografico, utilizou-se de bussola bruton, tripé e trena a
laser, adotando a metodologia British Cave Research Association — BCRA, no nivel de preciséo
4D. A caverna foi representada por desenhos técnicos em planta baixa, cortes longitudinais e
cortes transversais na escala 1:200. Apds o levantamento topografico, as medidas foram
conferidas e corrigidas no programa Compass e 0s croquis gerados em campo foram
vetorizados no AutoCad2018 — Versdo Académica (ASSUNCAO, 2015).

5.2 Coleta do Material Microbioldgico

Uma analise do mapa topogréafico da Gruta Martimiano Il foi previamente estabelecida
para determinacdo dos pontos de relevancia para a realizacéo de coletas de solo e rochas. Foram
considerados fatores fundamentais para selecdo dos pontos de coletas: area fética, area afética,
regides secas e Umidas, isolamento geografico, e reduzidos sinais de pisoteio. Durante as

coletas, foi feita uma analise visual para caracterizar e descrever as areas de coleta.

Foram utilizados materiais esterilizados para a coleta, como espatulas para a retirada das
amostras e tubos Falcon de 50 mL para o transporte do material coletado. Para cada ponto da
caverna foram coletados pelo menos uma amostra de piso, uma de parede e uma de teto,
geralmente em torno de 50 g de material s6lido (Figura 7). Ap0s essa etapa, as amostras foram
levadas para o Laboratério de Gendmica e Interagdo Bactérias-Ambiente da Universidade

Federal de Ouro Preto.
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Figura 7: Coleta de sedimento na Gruta Martimiano Il. A) Coleta na parede do conduto; B) e C) Coleta no piso
do conduto; D) Coleta no teto.

Fotos: Gabriel Lourengo.

5.3 Caracterizacdo Mineraldgica

Para a caracterizacdo mineraldgica as amostras foram moidas em cadinho com o
objetivo de adequar a granulometria (< 0,045 mm), para realizar as analises por difracdo de
raios X (DRX) no equipamento EMPYREAN PANalytical diffractometer, com tubo de CuK a (A
=1,5418 angstron), com 45 kV e correente de 40 mA. O 2 0 variou de 2-70 ° com 40 segundos
de tempo de analise. A interpretacdo dos padrfes gerados foi efetuada no programa PANalytical
(BLEITH et al., 2015).

5.4 Isolamento das Colbdnias Bacterianas

A partir das amostras coletadas, 1g de material foi lavado em 10 mL de agua de torneira
autoclavada. As solugdes dos lavados foram diluidas em fatores de 1:10 e 1:100, e 100 uL desta
solucéo diluida foi plaqueada em placas de Petri contendo meio de cultura Luria-Bertani (LB)
(FELESTRINO, 2017). As placas foram incubadas a temperatura de 28°C por um periodo de
até trés dias, e as colbnias que apresentaram diferentes morfologias foram repicadas em novas

placas de Petri contendo 0 mesmo meio a fim de isola-las. Cada isolado foi preservado em meio
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LB liquido contendo glicerol, em uma concentracéo final de 15%, e estocado em freezer -20°C.
Para a realizacdo dos ensaios bioquimicos foram geradas placas matrizes, em que foram
colocados 200 uL. de meio LB liquido em placas de 96 pocos onde os preservados foram

novamente cultivados para posterior inoculacéo e realizagdo dos ensaios.

5.5 Potencial Biotecnoldgico

Com objetivo de testar o potencial biotecnologico dos microrganismos coletados apos
esses processos, no que tange o desenvolvimento de biofertilizantes e antibidticos, foram

realizados os seguintes ensaios bioquimicos:

5.5.1 Ensaio de fixacédo de nitrogénio

Partindo das placas matrizes, os isolados foram inoculados em meio de cultura Baz
semi-solido, livre de N2, por 14 dias a 28°C, o teste foi realizado em duplicata. As bactérias que
modificaram a coloracdo do meio de amarelo para esverdeado indicam a potencial capacidade
de fixar nitrogénio (DOBEREINER et al., 1976).

5.5.2 Ensaio de solubilizacao de fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi avaliada, em duplicata, mediante uso do
meio National Botanical Research Institute's Phosphate (NBRIP), e ap06s 4 dias a 28°C a
formagdo de um halo transparente ao redor da col6nia indica o potencial do isolado em
solubilizar fosfato (NAUTIYAL, 1999).

5.5.3 Ensaio de inibi¢do do crescimento bacteriano

Foram colocados 1000 L de LB liquido e 5 uL do preservado de Staphylococcus aureus
e Klebsiella pneumoniae em microtubos de 1,5 ml e para crescer no Shaker a 28°C e 180 rpm,
o crescimento foi observado em 2 dias. Posteriormente, 20 uL dos patogenos foram espalhados
com alga de drigalsky em placas de Petri (150 x 15mm) com meio LB sélido, formando uma

manta microbiana.

Partindo da matriz de isolados bacterianos, foram colocados 100 pL dos isolados em
placas de 96 pocos e com um multi-inoculador os isolados da caverna foram inoculados nas

placas de Petri. O crescimento e a formacéo de halos foram observados por dois dias, os halos

28


https://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

indicam a inibicdo do crescimento das bactérias patogénicas e o experimento foi realizado em
duplicata. Os halos de inibicdo do isolado de maior potencial foram medidos com um
paquimetro. Apenas o isolado que apresentou o melhor resultado na inibicdo passou pelos

proximos testes.

5.5.4 Ensaio de caracterizacdo do composto inibitorio

Em placa de Petri (90 x 15mm) com meio LB, foi colocado celofane semipermeavel
autoclavado e espalhou-se com a al¢a de drigalsky 200 uL do isolado de maior interesse sobre
o celofane. O crescimento foi observado por 1 dia a 28 °C, ap6s o crescimento, o celofane com
o isolado foi retirado da placa e descartado. No centro da placa adicionou-se 2 uL da bactéria
patogénica, o crescimento foi observado por 2 dias a 28 °C. Todo o experimento foi feito em
duplicata e um menor crescimento dos patdégenos em relacdo as placas controle indica a inibicédo
do crescimento bacteriano por um composto produzido anteriormente pelo isolado bacteriano

de interesse biotecnolodgico. Este método foi modificado do trabalho de Nourozian et al. (2006).

5.5.5 Ensaio de caracteriza¢cdo quanto a motilidade

O isolado foi cultivado em meio LB semi-sélido (0,3% de &gar) por 2 dias a 28°C, em
duplicata. O crescimento em toda a placa de Petri indica a motilidade por swimming (SPERANDIO
et al., 2003).

5.5.6 Ensaio de caracterizagdo de Gram

Seguindo o protocolo do Ministério da Saude (1997), o esfregaco foi preparado
transferindo 20 pL do isolado bacteriano para laminas previamente limpas e flambadas e fixado
na chama do bico de bussen. O esfregaco foi coberto com o corante cristal violeta-de-metila
por 1 minuto e lavado com agua destilada; posteriormente, o esfregaco foi coberto com lugol
diluido (1/20) por 1 minuto, foi lavado com agua destilada e com etanol 95 %, descorando-a.
Apos este processo o esfregaco foi coberto com fucsina por 30 segundos e lavado com &gua

destilada.

Finalizados os processos de coloragéo e descoloracdo, as laminas secaram ao ar livre e
o0 resultado foi observado no microscopio Optico em lente objetiva de imersdo (100 X). A
coloracdo rosa das bactérias as caracteriza como Gram-negativas e a colora¢do roxa como

Gram-positivas.

29



6. RESULTADOS

6.1 Mapa Topogréafico

Figura 8: Mapa topogréfico da Gruta Martimiano II.

Modificado de: acervo SEE.
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A Gruta Martimiano Il conta com 4.170 m de projecédo horizontal mapeados e 170 m de
desnivel, saldes volumosos e muitos Espeleotemas avermelhados. O mapa topografico
produzido em conjunto com a Sociedade Excursionista e Espeleolégica (SEE) esta representado

na figura 8.

6.2 Caracterizacdo Mineralogica

Foi realizada a difracdo de raio X para a caracterizacdo mineralogica dos pontos de
coleta (Tabela 1). Os minerais presentes nas amostras sdo 0 quartzo, muscovita a caulinita e a
gibbsita. Os resultados completos da difragéo de raio X podem ser observados nos apéndices A
aL.

Tabela 1: Resultados da difratometria de raio X, demonstrando as fases minerais observadas em cada amostra.

MINERAL
AMOSTRA
Quartzo  Muscovita  Caulinita  Gibbsita
Lateral 1 X X X
—
5 Piso 1 X X
o
L
Teto 1 X X X
Lateral 2 X X X X
(9\)
5 Piso 2 X X X
o
L
Teto 2 X X X
Lateral 3 X X X X
o
< .
'h':J Piso 3 X X X X
L
Teto 3 X X X X
Lateral 4 X X X
<
5 Piso 4 X X X
o
L
Teto 4 X X X
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6.3 Isolados Bacterianos e Descricdo das Areas de Coleta

Foram produzidos cortes transversais (Figura 9) e descri¢des espeleoldgicas (Tabela 1)
das areas de coleta. A partir do cultivo em meio LB das coldnias bacterianas, obteve-se um total

de 72 isolados, que geraram um banco de isolados bacterianos (Tabela 2 e Figura 10).

Figura 9: Cortes transversais das areas de coleta. A) Area 1; B) Area 2; C) Area 3; D) Area 4.
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Tabela 2: Descricao das areas de coleta e correlagdo com os isolados bacterianos.

AREA ZONA DE ~ ) PONTO ISOLADOS
DE INCIDENCIA DESCRICAO DA AREA DE ISOLADOS POR AREA
COLETA LUMINOSA COLETA
Boca da Gruta Martiniano I, Piso 4
conduto com desenvolvimento em
q Zonade entrada/  quartzito grosseiro sacaroidal, com Teto 6 17
Zona Crepuscular serapilheira depositada no piso
resultando em maior concentracdo Parede 7
de matéria organica.
Conduto com teto e parede se Piso 5
desenvolvendo em quartzito fino
) Zona profunda feldspético, com presenca de Teto 5 18
escorrimentos marcando percolagdo
de 4gua proximo ao local de coletae  Parede 8
baixo aporte energético.
Saldo dos espeleotemas vermelhos, Piso 12
3 Zona profunda com d_esenvolvi.mento em quartzit9 Teto 3 16
grosseiro sacaroidal, com percolagdo
de agua constante. Parede 1
Conduto com teto e piso com Piso 10
desenvolvimento em quartzito
grosseiro sacaroidal e parede em Teto 6 21
4 Zona profunda . L .
fino feldspatico, proxima a fluxo de
agua, com presenca de matéria Parede 5
organica carreada pelo riacho.
TOTAL DE ISOLADOS 72
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Figura 10: Gréfico de colunas do total de isolados bacterianos por area de coleta. Na coluna 1 constam os 17
isolados coletados na area 1; na coluna 2 os 18 isolados coletados na area 2; na coluna 3 o total de isolados da area
3 é de 16; a coluna 4 representa a area 4, onde foram coletados 21 isolados, a maior quantidade de isolados entre
as areas.
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Na figura 10, é possivel observar que a area 4 apresentou maior numero de colbnias
isoladas, tal fato pode ser explicado pela proximidade da area a uma drenagem ativa, por onde
ocorre o carreamento de matéria organica e outros elementos do ambiente externo para dentro
da caverna. Sendo que, segundo Gilbert et al (1994), os cursos d’agua sdo um dos principais

transportadores de recursos alimentares do ambiente epigeo para o ambiente hipdgeo.
6.4 Potencial Biotecnoldgico

Neste topico sdo apresentados os resultados dos ensaios bioquimicos realizados para o

desenvolvimento de novos biofertilizantes e antibiéticos.
6.4.1 Fixacdo de nitrogénio

No ensaio de fixacdo de nitrogénio trés isolados bacterianos foram capazes de realizar
0 processo de fixacdo de nitrogénio, como € possivel observar pela mudanca de coloracdo no
meio de cultivo (Figura 11). O isolado 24, coletado no teto da entrada da caverna, area 1; o

isolado 18, coletado no piso da area 4; e o isolado 25, coletado no teto da area 1.
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Figura 11: Ensaio de fixacdo de nitrogénio, mostrando resultado positivo para trés isolados bacterianos
(coloracdo esverdeada).

6.4.2 Solubilizagéo de fosfato

No ensaio de solubilizacdo de fosfato o isolado bacteriano 52, coletado na parede da

area 4, foi o Unico que apresentou a capacidade de solubilizar fosfato (Figura 12).

Figura 12: Ensaio de solubilizacdo de fosfato, com formacéo de halo em um dos isolados microbianos,
0 que indica resultado positivo para o ensaio.
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6.4.3 Inibicédo do crescimento bacteriano

Os isolados 13, 23, 15, 43 e 49 apresentaram inibicdo do crescimento da bactéria
patogénica Klebsiella pneumoniae e o isolado 14 foi capaz de inibir o crescimento de K.

pneumoniae e Staphylococcus aureus (Figura 13).

Figura 13: Ensaio de inibi¢do do crescimento de bactérias patogénicas, a formagio de halo indica a inibigdo do
crescimento. A) e B) Placas de teste de inibi¢do da bactéria Klebsiella pneumoniae; C) e D) Placas de teste de
inibicdo da bactéria Staphylococcus aureus.

No teste de inibicdo em duplicata do isolado 14 sobre o crescimento dos dois patdgenos
(Figura 14), os halos de inibicdo foram medidos, sendo que para S. aureus os halos de inibicao
foram de 2,24 mm e 3,95 mm e para K. pneumoniae os halos medidos foram de 0,31 mm e 0,63

mm.
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Figura 14: Ensaio de inibicédo do isolado 14 sobre o crescimento dos patogenos. A) Formagéao do halo de inibicdo
de Staphylococcus aureus; B) Formag&o do halo de inibigo de Klebsiella pneumoniae.

6.4.4 Caracterizacdo do composto inibitorio

No teste de inibicdo em que os patdgenos foram inoculados sobre as placas onde
previamente o isolado 14 cresceu sobre celofane semipermeavel, ocorreu a inibicao total do
crescimento de K. pneumoniae (Figura 15) e a inibicdo total do crescimento da bactéria S.

aureus (Figura 16).
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Figura 15: Ensaio de inibi¢do do crescimento de Klebsiella pneumoniae por compostos liberados pelo isolado 14.
A) Placa controle com crescimento normal de K. pneumoniae; B) Placa com os compostos liberados pelo isolado
14 mostrando a inibic&o total do crescimento de K. pneumoniae.

Figura 16: Ensaio de inibi¢do do crescimento de Staphylococcus aureus por compostos liberados pelo isolado 14.
A) Placa controle com crescimento normal de S. aureus; B) Placa com os compostos liberados pelo isolado 14
mostrando a inibig&o total do crescimento de S. aureus.

6.4.5 Caracterizacao de motilidade do isolado

No ensaio de caracterizacdo do isolado 14 quanto a motilidade a bactéria apresentou

crescimento espalhado por toda placa o que indica resultado positivo (Figura 17).

38



Figura 17: Teste de motilidade do isolado 14. A) Placa controle; B) Placa inoculada com o isolado, o crescimento
em toda a placa é um resultado positivo para motilidade.

6.4.6 Caracterizacdo de Gram

A coloracédo rosa do isolado 14 no teste de coloracdo de Gram o classifica como Gram-

negativo (Figura 18).

Figura 18: Teste de coloragdo de Gram com o isolado 14, a coloragdo rosa indica que a bactéria ¢ Gram-negativa.
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7. DISCUSSAO

O mapa topografico da cavidade é de suma importancia para a realizagdo de estudos
espeleoldgicos e para a preservacdo do patriménio, uma vez que nele é representado a
morfologia, as caracteristicas peculiares, os espeleotemas, ocorréncia paleontoldgica,

arqueoldgica ou bioldgica, potencial turistico, entre outros (CAVALCANTI, 1996).

O mapeamento espeleoldgico consiste na realizacdo da topografia de cavernas
utilizando-se de métodos de levantamento topogréaficos que possibilitam a confec¢do de mapas
que sdo considerados a identidade de uma caverna (ASSUNCAO, 2015). Estes mapas
consistem em uma planta baixa, cortes longitudinais e cortes transversais; o que possibilita a

visdo da caverna em trés planos de projecéao diferentes (CAVALCANTI, 1996).

O mapeamento da Gruta Martimiano Il serve de alicerce para demais estudos e € de
suma importancia para o planejamento da pesquisa, como por exemplo o trabalho de
geoespeleologia ainda em desenvolvimento por Aguiar (2019, no prelo) e a publicagdo no livro
Atlas do Brasil Subterraneo por Lima e Neto (2019). A visdo em trés dimensdes possibilitada
pelo mapa auxilia na locomocao e identificacdo de areas especificas da caverna e permite a
marcacdo de pontos para acesso posterior. Com a conclusdo do mapeamento topografico, a
Gruta Martimiano Il passou a ser a maior cavidade natural do PEIB, além de ser a mais extensa
caverna em quartzitos (e rochas siliciclasticas) do Brasil, aumentando assim a relevancia da

conservacao da cavidade.

Lima (2017) aponta que o desenvolvimento da gruta acontece devido a uma variacao
litolégica, a caracterizagdo mineral foi realizada para investigar uma possivel diferenca na
composi¢cdo mineral dos diferentes pontos amostrais. Embora tal variacdo litoldgica seja
observada, as analises realizadas ndo apresentaram diferenciacdo suficiente entre a composicédo
mineraldgica das amostras, o que impossibilitou correlaciond-las com a diversidade dos

isolados bacterianos.

No entanto, os dados obtidos registram paridade com as descri¢des feitas por Pinto &
Grossi-Sad (1991), que, a partir de analises pelo microscopio de luz refletida, descrevem os
quartzitos presentes nas Serra do Ibitipoca como constituidos de 95 % de quartzo e 5 % de
muscovita. Embora a caulinita e a gibbsita ndo sejam citadas nas descrigdes dos autores,
possivelmente sdo resultantes da alteracdo da muscovita, ja que suas formacgOes estdo

relacionadas com o intemperismo de minerais aluminosos.
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Para melhor representar as areas de coleta foram feitos cortes transversais (Figura 9,
topico 6.3) e descricOes espeleoldgicas de cada area (Tabela 2, topico 6.3), a fim de possibilitar
uma representacdo morfologica e explicitar as diferencas no habitat da microbiota coletada.
Cada area apresenta peculiaridades, como incidéncia e auséncia de luz, diferencas no aporte
energeético, drenagem ativa e percolacdo de 4gua, o que proporciona condi¢fes variadas para a

microbiota local.

As colbnias isoladas neste trabalho possibilitaram a criacdo do primeiro banco de
isolados bacterianos da maior caverna em quartzito do Brasil, a Gruta Martimiano Il, que ficara

acessivel para novas pesquisas no laboratério.

A bioprospec¢do de microrganismos e seu potencial biotecnoldgico pode apresentar
grande importancia para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, no que tange o
desenvolvimento de fertilizantes biologicos. Além disso, o estudo de compostos com potencial
para desenvolvimento de novos antibidticos é de suma importancia para 0s avangcos da

medicina, farmécia e para o progresso e bem-estar dos seres humanos.

Segundo Pajares e Bohannan (2016), a microbiota do solo desempenha um papel
fundamental nos processos do ciclo do nitrogénio, que é um elemento fundamental para todos
os organismos. A fixacdo biolégica do nitrogénio consiste em um processo bioguimico de
reducdo do nitrogénio gasoso para amonia, que pode ser absorvida pelas plantas. Trés isolados
bacterianos foram capazes de fixar nitrogénio, esta capacidade metabdlica, indica um potencial
para desenvolvimento de biofertilizantes, entretanto necessita de estudos mais especificos para

viabilizar tal aplicabilidade.

O fosforo é o segundo elemento mais importante para as plantas apds o nitrogénio, por
ser fundamental em praticamente todos os processos metabolicos das plantas, como a respiracdo
e a fotossintese (KHAN et al., 2010). Apesar de sua abundéncia no solo, encontra-se
indisponivel para a absorcdo das plantas (SHARMA et al., 2013). Menos que 5% do teor de
fosforo de solos € biodisponivel para as plantas, diante disso, estratégias para melhorar a
disponibilidade e absorcdo de fosfato podem contribuir significativamente para o
desenvolvimento das plantas (BULGARELLI, 2013). No ensaio de solubilizacdo de fosfato o
isolado bacteriano GML4.14 pode apresentar potencial como fertilizante bioldgico, devido ao

resultado positivo e com estudos mais especificos pode-se avaliar este potencial.
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A descoberta dos antibioticos foi uma revolucéo para a humanidade, mas a resisténcia
de microrganismos a antibioticos se tornou um grande problema social, e econémico, sendo
que algumas bactérias ja sdo resistentes a todos os antibioticos conhecidos, 0 que causa a morte
de muitas pessoas (AMINOV, 2010). Devido a isso, é de extrema importancia a busca por novos

antibidticos.

A bactéria K. pneumoniae pertence a familia Enterobacteriaceae, € Gram-negativa e esta
presente naturalmente no trato digestivo e respiratorio humano e de animais (BROOKS et al.,
2005). Quando patogénica, a K. pneumoniae é o agente causador de diversas doengas, como
pneumonia, infeccdo do trato urinério, abscessos no figado e infeccbes em feridas
(RAHAMATHULLA et al., 2016). Este patdgeno causa um grande impacto no setor da sadde
e segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é uma das 9 bactérias resistentes a diversos

antibidticos, juntamente com a S. aureus (OMS, 2014).

Por outro lado, S. aureus é Gram-positiva, pertence a familia Micrococcaceae, e 0 ser
humano é um reservatério natural desta bactéria (LOWY, 1998). S. aureus € um patégeno
oportunista e pode causar infeccdes simples e infecgcdes severas, como a bacteremia, septicemia
e endocardite, além disso, a multirresisténcia a antibioticos é alarmante para os setores da saude
(LOWY, 1998).

O resultado positivo para a inibicdo direta de K. pneumoniae pode estar vinculada com
a destruicdo da parede celular do alvo, sendo que os mesmos ndo foram capazes de inibir o

crescimento de uma bactéria Gram-positiva, com excec¢do do isolado 14.

O isolado 14 foi capaz de inibir o crescimento de ambos patdgenos testados o que pode
estar relacionado a outros mecanismos de inibicdo, como por exemplo o bloqueio da expressédo
e da traducdo (COTTER et al.,2013) e a inibigédo da diviséo celular (BISSON-FILHO et al.,

2015) em S. aureus e K. pneumoniae.

Segundo Nourozian (2006), a inibicdo percentual da area do crescimento do patdgeno
deveria ser calculada, mas o composto antimicrobiano produzido pelo isolado 14, foi capaz de

impedir totalmente o crescimento de S. aureus e K. pneumoniae.

O isolado cresceu sobre o celofane e foi retirado da placa de Petri antes da inoculagéo
dos patogenos, o que pode indicar que a inibi¢cdo ocorre com a liberagdo de um composto
secundario difusivel no ambiente (ORAKCI et al., 2010). Além disso, a liberacdo do composto

inibitorio indica que o mesmo é produzido naturalmente, ndo sendo necessario um estimulo
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competitivo com outro microrganismo, 0 que € uma caracteristica facilitadora para o processo

de desenvolvimento e para a producdo em larga escala de um antibiético.

Segundo Harshey (2003), as bactérias desenvolveram diferentes formas de locomocao
em superficies imidas, como por exemplo o deslizamento, espasmos e a natacdo. Sendo que, a
motilidade é uma vantagem adaptativa em diversos ambientes, por propiciar maior sucesso em
relagBes antagdnicas com outros microrganismos e facilitar a busca por nutrientes. Além disso,
a motilidade das bactérias confere uma vantagem adicional na resisténcia contra
antimicrobianos (BUTLER, 2010) e pode melhorar a acdo antimicrobiana do isolado 14, ja que
as colbnias possuem a capacidade de se mover no ambiente na competicdo com 0S

microrganismos patogénicos.

A técnica da coloragédo de Gram é baseada na composic¢ao estrutural e quimica da parede
celular de bactérias e as diferencia em duas variedades. As bactérias Gram-positivas sdo capazes
de reter a coloracdo do cristal violeta, e sdo observadas no microscopio na cor roxa; ja as Gram-
negativas ndo sdo capazes de reter a coloragdo roxa e séo visualizadas na cor vermelha da
fucsina (POPESCU, 1996; BEVERIDGE, 2001), o que € possivel observar na figura 18. Devido

a isso, o isolado 14 é caracterizado como Gram-negativo.

Segundo Koch (1992), as paredes celulares de bactérias Gram-negativas sdo resistentes
o suficiente para suportar temperaturas e pHs extremos e sdo elésticas. Além disso, sdo fortes a
ponto de suportar até 3 atm de pressao de turgor (KOCH, 1998). Essas caracteristicas protegem
0 contetdo celular e podem estar relacionados com o sucesso evolutivo dessas bactérias
(BEVERIDGE, 1999).
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8. CONCLUSAO

Esta pesquisa gerou o primeiro banco de isolados bacterianos da Gruta Martimiano Il e
abriu a perspectiva para o desenvolvimento de pesquisas voltadas para o potencial
biotecnologico de bactérias desta gruta e de outras ainda nao estudadas. Sendo que, o mapa
topogréafico também servira como base para pesquisas, em diversas areas de concentragdo, a
serem realizadas na Gruta Martimiano Il. De acordo com os resultados da difracéo de raio X, a

composicao mineralogica parece ndo influenciar na diversidade microbiana entre as areas.

O namero de isolados com capacidade biofertilizante pode ser justificado pela auséncia
de raizes de plantas que consigam penetrar na caverna. Por outro lado, o isolado 14 é promissor
quanto ao desenvolvimento de um novo antibidtico e como perspectivas futuras este sera
identificado por sequenciamento do gene 16S usando NGS (Sequenciamento de Nova
Geracdo), dando continuidade a pesquisa. Além disso, os estudos espeleoldgicos contribuem
para a conservacdo das cavernas, que se destacam por sua fauna especializada, feicOes

exuberantes e por servicos ecossistémicos, como 0s demonstrados nesta pesquisa.
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ANEXO B - AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE CIENTIFICA
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ANEXO C - COMPROVANTE DE CADASTRO DE ACESSO - SISGEN

Ministério do Mslo Amblents
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATIMOKIO GENETION £ DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCAO0

Comprovants de Cadastro de Acesso
Cadastro n® A0D3A35

A 3vidade 02 acess0 30 Parminio Gendico, nos lenmos 3DAEX0 rRsumids, fol cad3s¥ada no SisGen,
em Jtendmentd 30 previsio na Lal n® 13.123201S e saus reguiamentas.

NUmeo do cadastro: AQD2ABE

Usuario: UFoP

CPFICNPY: 23.070.85800001-10

Objeto do Acesso: Patriménic Genstioo

Findidage do Aessor Pecquica
Ecpeole

Unoiaccfied baoteriac

Tiuo da Atividade: Icofamento de bactériac o potencial blotsonoicgloo da malor caverna em

quartzito do Bracil, Gruta Martinianc B, Ib®ipooa - MO

Equipe

Leandro Marolo Moreira UFoP

Camila Graoyelie de Carvaiho Lemec UFoP

Lara Chavec Carvalho Guama UFoP

Paroeirac Naoionale

20.223.2020001-20 / Sociedade £ 12 o Ecpeleciogioa

Data do Cadastro: 08/102012 10:34:68 E E
Stuagso 0o Cadasio Conoluido 'L

Consaino de Gasi3o 00 Parimdnio Gengtico
Situscdo cadasra confonme consUta 30 SISGEN &M 10:28 08 08/10/2018.

A/ SISTEMA NACIONAL OC GESTAD
0O PATRIMONIO SENETIOO
£ DO GONMECIMENTO TRADICICHAL

ANYAY  As50CUD0-SISGEN

54



APENDICE A — DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA LATERAL 1

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
14 Muscovita 0.061 K AI3Si3010(0OH)2
57 Quartzo 0.456 Si02

Lateral 1
6 Calcita 0.004 Ca(CO03)
29 Caulinita 0.066 Al2 (Si205)(0OH)4

= Fases identificadas

Peak List

Muscovite 21 TM\RG#1

|
Quartz

Calcite

Kaolinite NTA\RG

L B B
30

TTT ‘
10 20 40 50 60 70 80

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE B — DIFRATOMETRIA DE RAIO X — AMOSTRA LATERAL 2

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
32 Caulinita 0.038 AlI2Si205(0OH )4
17 Muscovita 0.056 K AI3Si3010 (0O H)2
Lateral 2
67 Quartzo 0.673 Si 02
13 Gibbsita 0.012 Al (OH)3
» Fases identificadas
L “ “ ‘ | ‘ | wl |\ ‘ [ I
| ‘ |
Quart
‘ [ I | Ll
T T RN T T [T

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE C — DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA LATERAL 3

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
16 Caulinita 0.014 Al2Si205(0OH )4
19 Muscovita 0.040 K AI3Si3010 (0O H)2
Lateral 3
60 Quartzo 0.439 Si 02
6 Gibbsita 0.018 Al (OH)3

= Fases identificadas

Peak List

Kaolinite NTA\RG

Muscovite 2ITM\RG#1

Gibbsite

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE D — DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA LATERAL 4

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
28 Caulinita 0.063 Al2Si205(0H)4
17 Muscovita 0.061 K AI3Si3010 (0O H)2
Lateral 4
66 Quartzo 0.369 Si 02

= Fases identificadas

Peak List

Kaolinite INTA\RG

Muscovite 2ITM\RG#1

| | ‘m\\\ L (T
Z

Position [°2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE E — DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA P1so 1

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica

9 Muscovita 0.093 KAI2 (Si3Al)010(0O
Piso 1 H.F)2

59 Quartzo 0.586 Si 02

= Fases identificadas

Peak List

uscovite-2ITM\RG#1

\‘ ‘\\\\\\‘\‘\
30 40 50 60 70 80

10

‘MH\
20

Position [°2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE F — DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA P1SO 2

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
32 Caulinita 0.091 Al2Si205(0H)4
18 Muscovita 0.049 K AI3Si3010 (0O H)2
Piso 2
59 Quartzo 0.389 Si 02

= Fases identificadas

Peak List

Kaolinite #1\ITARG

uscovite 2ITM\RG#1

‘ M H ul \‘ M\‘\‘ i ‘\‘H L H‘Hmw | \\‘h s Lo

10 20 30 40 50 60 70 80

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE G - DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA P1so 3

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
5 Caulinita 0.015 Al2Si205(0OH)4
9 Muscovita 0.060 K AI3Si3010 (0O H)2
Piso 3
8 Gibbsita 0,022 Al (OH)3
49 Quartzo 0.458 Si 02

= Fases identificadas

Peak List

Kaolinite NITARRG

‘H‘ ‘\‘ ‘ L L ud \H‘ m L I
G#1

Muscovite 2\ITM\R!

|
Gibbsite

Quartz

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE H - DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA P1s0 4

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
9 Caulinita 0.013 Al2Si205(0OH )4
13 Muscovita 0.061 K AI3Si3010 (0O H)2
Piso 4
41 Quartzo 0.693 Si 02
* Fases identificadas
Tovie STTVRGHT “ h ‘ | ‘ . \M' | “‘ ‘ . L D |
| | ‘ ol R I |
‘ | ‘ | il
i) PR P 1) o T o

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE | — DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA TETO 1

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuagéo

Nome do Mineral  Fator de Escala

Férmula Quimica

7 Caulinita 0.011 Al2Si205(0OH )4
8 Muscovita 0.089 K AI2 (Si3Al)010(0O
Teto 1
H,F)2
44 Quartzo 0.457 Si 02
= Fases identificadas
— “ “ ‘ ‘ o MM‘ \H ‘ [T . Y I
i _ ‘ | il
‘ ‘H\H H‘ “ M‘H i ‘\h - ‘Mh“m‘\“‘ | TR R
10 HH‘“2‘0‘HH‘H‘?JOH‘HH“4‘0”H‘‘H‘S‘()HHHH‘G‘OH‘HH“7‘0””””‘8‘0”

Position [°2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE J - DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA TETO 2

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
12 Caulinita 0.028 AlI2Si205(0OH )4
10 Muscovita 0.055 K AI3Si3010(0OH)2
Teto 2
45 Quartzo 0.583 Si 02
* Fases identificadas
Ceeovie STTMRGHT “ h ‘ | ‘ L \M' L “‘ ‘ N [ I
| — | ‘ ol e |
‘ | ‘ | 1l
1‘0‘ 2‘0HHH 3‘0 ‘4‘0”” 50 h 6‘0 H‘70 ‘BLJH

Position [°2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE K — DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA TETO 3

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
4 Caulinita 0.015 Al2Si205(0OH )4
6 Muscovita 0.047 K AI3Si3010(0OH)2
Teto 3
5 Gibbsita 0,019 Al (OH)3
68 Quartzo 0.628 Si 02

= Fases identificadas

Peak List

Kaolinite

Muscovite 21TM\RG#1

Quartz

Gibbsite

10 20 30 40 50 60 70 80

Position [°2Theta] (Copper (Cu))
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APENDICE L — DIFRATOMETRIA DE RAIO X - AMOSTRA TETO 4

= Padrdes identificados

Amostra  Pontuacdo  Nome do Mineral  Fator de Escala Férmula Quimica
13 Caulinita 0.016 Al2Si205(0OH )4
16 Muscovita 0.059 K AI3Si3010(0OH)2
Teto 4
70 Quartzo 0.799 Si 02

= Fases identificadas

Peak List

Kaolinite NTAIRG

Muscovite 2ITM\RG#1

Quartz

10 20 30 40 50 60 70 80

Position [°2Theta] (Copper (Cu))
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