Universidade Federal do Amazonas
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa Multi-Institucional de P6s-Graduacdo em Biotecnologia

Potencial de degradacéo do glaten por estirpes de Paenibacillus sp.

FABIANA DA ROCHA OLIVEIRA

Manaus
2014



Universidade Federal do Amazonas
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa Multi-Institucional de P6s-Graduacdo em Biotecnologia

FABIANA DA ROCHA OLIVEIRA

Potencial de degradacéo do glaten por estirpes de Paenibacillus sp.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Biotecnologia da  Universidade Federal do
Amazonas para a obten¢do do titulo de Doutora em
Biotecnologia, area de concentracdo Ciéncias
Biologicas.

Orientador: Ph.D. Luiz Antonio de Oliveira

Manaus
2014



Ficha Catalografica
Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Oliveira, Fabiana da Rocha
048p Potencial de degradacéo do gluten por estirpes de Paenibacillus
sp. / Fabiana da Rocha Oliveira. 2014
90 f.: il. color; 31 cm.

Orientadora: Luiz Antonio de Oliveira
Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal do
Amazonas.

1. Paenibacillus. 2. Metabolismo microbiano. 3. Ecologia
microbiana. 4. Doenca celiaca. 5. Glaten. 1. Oliveira, Luiz Antonio
de Il. Universidade Federal do Amazonas Ill. Titulo




FABIANA DA ROCHA OLIVEIRA

Potencial de degradacéo do gluten por estirpes de Paenibacillus sp.

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia da  Universidade Federal do
Amazonas para a obtencdo do titulo de Doutora em
Biotecnologia, area de concentracdo Ciéncias
Bioldgicas.

Aprovada em 28 de fevereiro de 2014.

BANCA EXAMINADORA

Prof°. Dr°. Luiz Antonio de Oliveira, Presidente
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia

Prof°. Dr°. José Odair Pereira, Membro
Universidade Federal do Amazonas

Prof°. Dr°. Ormezinda Celeste Cristo Fernandes, Membro
Instituto Lednidas e Maria Deane - Fiocruz

Prof°. Dr°. André Luis Willerding, Membro
Centro de Biotecnologia da Amazonia

Prof°. Dr°. Antonia Queiroz Lima de Souza, Membro
Universidade Federal do Amazonas



Dedico as mulheres especiais na minha vida:
Ana Tereza, Maria, Sissi, Heloisa e Socorro.
Ao0s meus irmaos (as) e sobrinhos (as).



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a minha familia. Entidade sagrada,

extremamente importante para mim e que possibilitou essa conquista.

Ao meu grande amigo e orientador Dr. Luiz Antonio de Oliveira. Vocé foi 0 anjo que
cruzou o meu caminho e que me mostrou a luz no fim do tdnel. Na hora mais exata vocé

apareceu! Sem vocé essa tese ndo existiria.

Com grande estima agradeco aqueles que fizeram parte dessa historia nesses longos
cinco anos: Prof°. Dr°. Jorge Luis Lopez Lozano, com quem comecei a pds-graduacao e que
me ensinou como é maravilhoso o conhecimento; Prof°. Dr°. José Odair Pereira que abriu
essa porta quando na época era o coordenador do curso de Biotecnologia, que viu as minhas
angustias e me confortou com suas palavras, mostrando que havia alternativas; Prof°. Dr°.
Jorge lvan Rabelo Porto, um amigo que acreditou no meu potencial e na minha vontade de
vencer; Profa. Dra. Eliana Feldberg, Prof°. Dr°. Sergio Ricardo Nozawa, Profa. Dra. Vera
Maria Fonseca de Almeida e Val, Profa. Dra. Andréa Belém Costa e Prof°. Dr°. Spartaco
Astolfo Filho por terem cedido seus laboratérios para as pesquisas com peptideos

antimicrobianos.

A toda equipe da Microbiologia de Solos do INPA:

- Aos mestres Francisco Wesen Moreira e Bianca Gallcio Pereira Aradjo,
funcionarios sempre dispostos a ajudar.

- D. Dulce e todas as outras que ali passaram e sempre deixaram o Lab limpo,
organizado e bem cuidado. Sem vocés aquele lugar seria o verdadeiro caos com tantas
mulheres juntas!

- As amigas que conquistei: Cassiane Minelli de Oliveira, sempre meiga e boazinha,
sua disposi¢do no auxilio com os experimentos foi essencial para o término desse trabalho;
Karen Kely Carvalho de Oliveira vocé foi muito importante na revisdo bibliografica e nos
detalhes dos resultados e das metodologias, s6 vocé mesmo com tanta perfei¢cdo; Nadionara
Costa Menezes e Edilaine D’Avila da Silva pela ajuda com as tabelas, na leitura de placas e
tantas outras coisas que ndo vou lembrar, e claro, pela companhia até tarde da noite e nos
finais de semana; Mirna Sayuri Farias Miyamoto pelos experimentos em genetica molecular e

por sua disposi¢do sempre; Tatiana Paulain da Costa, Anne Caroline Dantas Tavares e Ellen

5



Paula da Costa Andion pelas conversas infindaveis nas tardes de lanche no Lab, momentos de

descontracdo. Enfim, vou levar essa amizade para a vida toda, pois guardo vocés no coragéo!

A Universidade Federal do Amazonas, junto ao Programa de P6s-Graduagdo em
Biotecnolgia, pela oportunidade.

Ao Centro de Apoio Multiciplinar da UFAM e a toda a sua equipe por ceder o
laboratério de Genética Molecular e proporcionar o sequenciamento dos micro-organismos,

muito atil para a finalizacdo desta pesquisa.

A FAPEAM e CNPq pelo auxilio financeiro.



RESUMO

A Doenca Celiaca ¢ uma intolerancia a ingestdo de glaten, contido em cereais como cevada,
aveia, centeio, trigo e malte, caracterizada por um processo inflamatério que envolve a
mucosa do intestino delgado, levando a atrofia das vilosidades intestinais e ma absorcao dos
alimentos. Cerca de 1-2 % da populagdo mundial tem essa doenca. A obtencdo de algum
bioproduto que possa ser usado junto com a alimentacdo por essas pessoas pode ser uma
solugdo capaz de dar a elas uma vida sem a preocupacdo de consumir alimentos que
contenham essa proteina. Os micro-organismos, por sua alta diversidade genética, podem ser
uma fonte desses bioprodutos. Entre eles, pode-se destacar as rizobactérias encontradas nas
rizosferas das plantas e dentro de nédulos de leguminosas, por apresentarem uma gama de
enzimas e metabdlitos de valores biotecnoldgicos e por ndo serem patogénicas a plantas e
animais, inclusive ao homem. Em vista disso, foram realizados experimentos em condicdes de
laboratério para obter rizobactérias capazes de degradar o glaten, visando suas utilizagdes
futuras em beneficio das pessoas que tenham a doenca celiaca. Cerca de 10 % de um total de
115 rizobactérias testadas apresentaram a habilidade de quebra do gluaten (INPA_Ps007,
INPA_Ps020, INPA_Ps021, INPA_Ps024, INPA_Ps028, INPA_Ps076, INPA Ps178,
INPA_Ps183, INPA_Ps225, INPA_Ps572). As seis melhores (INPA_Ps020, Ps021, Ps028,
Ps076, Ps178, Ps225) foram identificadas taxonomicamente como Paenibacillus sp. Essas
Paenibacillus sp. apresentaram melhores condi¢des de crescimento em meio contendo
manitol e gldten, quando comparadas nos meios somente com gliten ou somente com
manitol. A presenca do gluten no meio de cultura contendo o manitol foi essencial para que
essas seis estirpes produzissem extratos com atividade degradadora dessa proteina. Apenas 0s
extratos produzidos pelas estirpes INPA_Ps076 e Ps178 em meio contendo somente gldten
apresentaram a capacidade de degradar essa proteina. A maioria dos extratos brutos das
Paenibacillus sp. apresentaram acdo degradadora do gluten até na diluicdo de oito vezes aos
oito dias de crescimento em meio de cultura. O extrato bruto da estirpe INPA_Ps178 mostrou
atividade degradadora do gluten até na diluicdo de quatro vezes e o da INPA_Ps225, até na
diluicdo de 16 vezes aos oito dias de crescimento em meio de cultura. Os extratos brutos das
seis estirpes de Paenibacillus sp. também apresentaram acdo degradadora do gliten entre as
temperaturas de 36° a 56° C, mas perderam essa habilidade entre 66° a 96° C. Houve
influéncia do pH na capacidade desses extratos brutos em degradarem o glaten, com o pH
neutro (7,0) sendo 0 mais adequado para todos eles. As melhores bactérias serdo estudadas
com mais intensidade, visando avaliar se podem servir como supridoras de enzimas ou
metabolitos degradadores do gluten em beneficio das pessoas que tenham a doenca celiaca.

Palavras-chave: Paenibacillus, metabolismo microbiano, ecologia microbiana, doenca
celiaca, glaten.



ABSTRACT

Celiac Disease is an intolerance to gluten ingestion, contained in cereals such as barley, oats,
rye, wheat and malt, characterized by an inflammatory process involving the mucosa of the
small intestine, leading to intestinal villous atrophy and bad absorption. Approximately 1-2 %
of the world population has this disease. Obtaining a byproduct that can be used along with
food for these people can be a solution that would give them a life without the worry of
consuming foods containing this protein. Microorganisms, for their high genetic diversity, can
be one source of these bioproducts. Among them, we can highlight the rhizobacterias found in
the rhizosphere of plants and within nodules of legumes, by presenting a range of enzymes of
biotechnological value and are not pathogenic to plants and animals, including human being.
Experiments were conducted under laboratory conditions to find rhizobacterias able to
degrade gluten aiming their future use as enzymes suppliers for the benefit of people who
have celiac disease. About 10 % of a total of 115 tested rhizobacterias had this ability:
INPA_Ps007, INPA_Ps020, INPA _Ps021, INPA_Ps024, INPA_Ps028, INPA_Ps076,
INPA_Ps178, INPA_Ps183, INPA_Ps225, INPA_Ps572. The top six (INPA_Ps020, Ps021,
Ps028, Ps076, Ps178, Ps225) were taxonomically identified as Paenibacillus sp. These
Paenibacillus sp. showed better growth in medium containing mannitol and gluten compared
to the media only with gluten or only with mannitol. The ability of these Paenibacillus sp. in
degrading gluten was higher at the temperature of 36.5° C than at 26.5° C. The presence of
gluten in the culture medium containing mannitol was essential for the strains of
Paenibacillus sp. INPA_Ps020, Ps021, Ps028 and Ps225 extracts to produce degrading
activity of this protein. Only the extracts produced by the strains of INPA_Ps076 and Ps178 in
the medium containing only gluten showed the ability to degrade this protein. Most of the
crude extracts of these Paenibacillus sp. presented degrading action against gluten until the
dilution of eight times, after eight days of growth in culture. The crude extract of
INPA_Ps178 showed degrading gluten activity until the dilution of four times and from the
INPA_Ps225, until the dilution of 16 times at eight days of growth in culture. The crude
extracts of these Paenibacillus sp. showed gluten degrading action at the temperatures
between 36-56° C, but lost this ability at the temperatures between 66-96° C. There was an
influence of pH on their ability to degrade gluten, with neutral pH (7.0) being the most
suitable for all the bacterial extracts. The best bacteria will be studied more intensively to
evaluate whether they can serve as gluten degrading enzymes suppliers for the benefit of
people who have celiac disease.

KEYWORDS: Paenibacillus, microbial metabolism, microbial ecology, celiac disease,
gluten.
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1.1Visdo geral sobre a Doenca Celiaca (DC)

A doenca celiaca (DC) ou enteropatia sensivel ao gliten é uma das doencas
inflamatdrias mais comuns do intestino delgado (SZIKSZ et al., 2013). Caracteriza-se pela
combinacdo de manifestacdes clinicas dependentes da ingestdo do glaten, que provocam
lesbes na mucosa intestinal como, o atrofiamento das vilosidades e hiperplasia das criptas,
levando a méa absor¢do de nutrientes e subsequente desnutricdo (Figura 1) (NEVORAL,
2014).
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Figura 1. Consequéncias da DC: a Homem de 47 anos de idade diagnosticado com doenga celiaca; b apds 4
meses de tratamento com dieta isenta de gluten (aumento de peso de 50 kg para 70 kg). Fonte:
WOODWARD, 2010.

A DC manifesta-se somente ap6s 0 consumo de algumas proteinas presentes em
cereais, como o trigo, centeio, cevada e aveia, sendo que a principal proteina é o gluten do
trigo (LITWINEK et al., 2014).

Uma caracteristica comum do gluten do trigo é o alto conteudo de residuos de
aminoacidos glutamina (>30%) e prolina (>15%), que constituem o grupo das prolaminas,
toxicas para os celiacos. As prolaminas sdo subdivididas em duas fracbes proteicas, as
gluteninas, que sdo classificadas como de alta e baixa massa molecular, e as gliadinas, que sdo
geralmente monoméricas e classificadas como do tipo a, B, y ou ®, com massa molecular de
20-70 kDa, ricas em sequéncias repetitivas Pro-Ser-GIn-GIn / GIn-GIn-GIn-Pro (SCHUPPAN,
2000).
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O trigo (Triticum aestivum) € o unico cereal que apresenta glutenina e gliadina em
quantidade adequada para formar o gliten. No entanto, essas proteinas podem estar presentes
em outros cereais, como a cevada (Hordeum vulgare), o centeio (Secale cerale), e a aveia
(Avena sativa), nas formas, respectivamente, de hordeina, secalina e avenina. Entre as
proteinas do gluten, as gliadinas sdo as mais imunogénicas para os celiacos (Tabela 1)
(STOVEN et al., 2012; ARAUJO et al., 2010; WIESER, 2007).

Tabela 1. Cereais toxicos para a Doenca Celiaca.

Cereal Prolamina Composicéo Toxicidade
Trigo a-Gliadina 36% Q, 17%-23% P +++
Centeio Hordeinas 36% Q, 17%-23% P ++
Cevada Secalinas 36% Q, 17%-23% P ++
Aveia Aveninas alta Q, baixa P +
Milho Zeinas baixa Q, alta A, L -
Arroz - baixa Q, alta A, L -

Obs. As principais prolaminas que induzem resposta imune aos celiacos sdo ricas em glutamina e prolina. A (alanina), L (leucina), P
(prolina) e Q (glutamina). Fonte: SCHUPPAN, 2000.

Quando o glaten é ingerido, proteases gastricas e pancreaticas clivam-no em
fragmentos peptidicos/epitopos que sdo imunogénicos para os celiacos. Os residuos de
glutamina dos fragmentos gerados sdo transformados em acido glutdmico pela enzima
transglutaminase tecidular (tTG) das células epiteliais do intestino, que entdo, sdo
reconhecidos pelo sistema imunoldgico por intermédio das células apresentadoras de antigeno
— HLA do tipo DQ2 ou DQ8. Aposs a apresentacdo desses epitopos as celulas T ocorre o
desencadeamento do processo inflamatorio (lesdo do intestino delgado, caracterizada pelo
atrofiamento das vilosidades, hiperplasia das criptas e aumento da leucocitose intra-epitelial).
A continuidade da exposi¢do ao glaten inclue o aumento do risco de linfoma, osteoporose,
anemia, infertilidade, problemas neurolégicos e cancer (STOVEN et al., 2012).

Portanto, o glaten € um composto parcialmente digerido por ndo haver enzimas
especificas para a sua completa digestdo, e também, ndo é totalmente assimilado pelo
organismo, sendo uma porc¢do eliminada no intestino grosso servindo como substrato para
proteases microbianas (CAMINERO et al., 2012; ROSSI e SCHWARTZ, 2010).
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1.2 Mecanismos patoldgicos da DC

Trés patologias estdo associadas a ingestdo de gluten: i) alergia alimentar que afeta
0,2-0,5% da populacdo; ii) doenca celiaca, que afeta criancas e adultos em todo o mundo (de
0,1% a >1,6%); iii) sensibilidade ao gluten, uma patologia de intolerancia ao gluten que foi
recentemente descoberta, com uma prevaléncia estimada de 6% da populacdo dos EUA
(RIBEIRO et al., 2014).

A presenca do glaten no organismo dos celiacos ativa as enzimas transglutaminases
teciduais (tTG) no intestino delgado apds a sua digestdo parcial pelas proteases gastricas e
pancreaticas. Os fragmentos gerados ndo sdo absorvidos e permanecem no limen do intestino
podendo atravessar a barreira epitelial por meio de perturbacGes na permeabilidade intestinal.
As tTG da ldmina propria se tornam ativas e catalisam preferencialmente o substrato gliadina,
nas regides ricas em glutamina, provocando a desaminacdo dessa proteina, convertendo os
residuos de glutamina em 4acido glutdmico, e gerando, assim, peptideos carregados
negativamente que serdo reconhecidos pelas células apresentadoras de antigeno (SZIKSZ et
al., 2013; SCHUPPAN, 2009).

Fracdes de gliadina desaminadas ativam as células apresentadoras de antigenos que
acionam, entdo, os linfocitos T na lamina propria do intestino, provocando danos teciduais
(RE et al., 2013).

As células T reconhecem exclusivamente os peptideos/epitopos apresentados pelas
células apresentadoras de antigenos - HLA DQ2 ou DQ8. Os peptideos gerados sdo
excepcionalmente resistentes a proteolise gastrica, pancreética e intestinal, consequentemente,
a sua elevada concentracdo resulta em uma reacdo imunolégica. Esta estimulacdo
imunologica € que leva a uma série de reagdes inflamatorias tipicas da doenga celiaca
(SOLLID e LIE, 2005).

As células T ativadas expressam citocinas pro-inflamatérias, como por exemplo fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y), que desencadeiam a liberagdo das
metaloproteinases da matriz pelos fibroblastos locais causando danos nas células e
remodelacdo do tecido, respectivamente; as células T CD4" especificas na lamina propria
estimulam, por sua vez, a produgdo de auto-anticorpos na forma de anticorpos
antitransglutaminase (anti-tTG) e antiendomisio (anti-EDM). A ativacdo das células T €
acompanhada pela producdo de citocinas que podem promover a inflamacdo e dano nas
vilosidades do intestino delgado (Figura 2) (BRIANI et al., 2008; NIEWINSKI, 2008).
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A ativacdo do sistema imune inato pelos macréfagos e células dendriticas leva ao
aumento da expressdo do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), de citocinas
pré-inflamatorias e quimiocinas. A resposta imune inata induzida também é caracterizada
pelo aumento da expressao de interleucina-15 produzida principalmente por enterécitos, que
ativa os linfocitos T CD8" (T citotoxico) intra-epiteliais conduzindo a destruicdo das células
epiteliais (Figura 2) (SZIKSZ et al., 2013; STEPNIAK e KONING, 2006).

A exposicdo dos enterdcitos a gliadina resulta também no aumento da atividade da
fosfolipase A, citosolica (CPLA,), liberando &cido araquiddnico (AA) e prostaglandina E2,
sugerindo que as células epiteliais intestinais co-atuam no processo inflamatério (XU et al.,
2013; VINCENTINI et al., 2011).
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Figura 2. Ativacdo do sistema imunoldgico pela gliadina do gluten. A) Fase inicial de ativiagdo do sistema imune
pelas fracdes peptidicas do gluten (gliadinas). B) Esses peptideos atravessam a barreira epitelial apds o
aumento da permeabilidade intestinal ativando as células T glaten-especificas e células B na liberacdo
de anticorpos, causando danos nas células epiteliais e remodelacao do tecido. Fonte: XU et al., 2013.

A DC esté associada, portanto, a fatores ambientais, genéticos e imunolégicos, pois 0s
individuos s6 manifestam a doenca pela presenca do glaten e possuem genes especificos,
HLA-DQ2 e/ou DQ8, que ao expressarem-se manifestam todo o mecanismo patogénico
descrito anteriormente. Esses genes nas células apresentadoras de antigenos expressam
proteinas especificas de membrana capazes de reconhecerem e se ligarem aos
peptideos/epitopos do gluten (STEPNIAK e KONING, 2006).

Fortes evidéncias demonstram que ambos os genes HLA-DQ2 e HLA-DQ8 estdo
envolvidos no desenvolvimento da DC. Mais de 97% dos celiacos sdo portadores de pelo

menos um desses dois genes, sendo a maioria dos pacientes portadores da variante DQ2
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(>90%) e uma minoria, DQ8. O papel das moléculas de HLA é de se ligar a fragmentos de
peptideos do gluten e apresentarem as células T. As moléculas HLA de classe 1l (DQ2)
apresentam peptideos para as células T CD4", enquanto que as HLA de classe | (DQ8)
apresentam os peptideos para as células T CD8" (STEPNIAK e KONING, 2006; SOLLID e
LIE, 2005).

Para que a DC se manifeste, além do consumo do gluten e da predisposi¢éo genética,
algumas vezes, pode ser influenciada por outros fatores ambientais. Dentre estes fatores, esta
o0 processo de infeccdo causado pelo adenovirus sorotipo 12, em que 0s anticorpos
reconhecem os epitopos da proteina E1B desse virus e as gliadinas do glaten, ambos como
antigenos, desencadeando respostas imunoldgicas cruzadas e, consequentemente, resultando
no desenvolvimento da enteropatia (NASCIMENTO et al., 2012).

Além da inflamacdo na mucosa intestinal, a DC quando ndo tratada provoca
manifestacdes clinicas que podem envolver a pele, o figado, os sistemas nervoso, reprodutivo,
enddcrino e 6sseo. Os celiacos também estdo propensos a desenvolver vérias doencas
imunoldgicas, entre elas, diabetes mellitus tipo 1, doenca de Addison, lupus eritematoso
sistémico, artrite reumatoide, sindrome de Sjogren, hepatite autoimune, cirrose biliar primaria
e estomatite de repeticdo (MOONEY et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2012; SILVA,
FURLANETTO, 2010).

1.3 Metodos para diagnostico e tipos de manifestacées da DC

O diagndstico da Doenca Celiaca deve ser baseado em trés pilares principais: exame
clinico, andlise histopatoldgica do intestino delgado e investigacdo dos marcadores séricos
(HERNANDEZ-LAHOZ e RODRIGO, 2013; WALKER e WOODWARD, 2012).

Os principais marcadores sorologicos descritos sdo 0s anticorpos antigliadina,
antiendomisio e antitransglutaminase, os quais tém mostrado um alto grau de especificidade e
sensibilidade nas varias fases da doenca, o que permitiu que um ndmero crescente de
pacientes com DC, inclusive os assintomaticos, fossem identificados (TONUCCI e
BIZZARO, 2014).

O exame histopatoldgico do intestino delgado, preferencialmente da juncdo duodeno-
jejunal, revela mucosa anormal, com vilosidades atrofiadas ou ausentes, aumento no
comprimento das criptas (hiperplasia) e no numero de linfécitos intraepiteliais (Figura 3)
(NASCIMENTO et al., 2012; SILVA et al., 2006).
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Figura 3. Imagem endoscopica evidenciando: a) Vilosidades normais e b) Atrofiamento das vilosidades. Imagem
histopatolégica evidenciando: a) Atrofiamento das vilosidades e b) Vilosidades normais. Fonte:
WALKER e WOODWARD, 2012.

Testes genéticos, por meio dos marcadores HLA-DQ2 ou HLA-DQ8, também
confirmam a doenca (>99%). Técnicas como ultrassom e tomografia computadorizada do
abddmen, ressonancia magnética e endoscopia gastro-duodenal também podem ser utilizadas
(HADITHI e PENA, 2010).

No entanto, existem pacientes que ndo apresentam nenhum diagnostico (negativo na
sorologia e na biopsia), tornando a investigacdo da doenca demorada e dificil. A maioria dos
pacientes queixa-se inicialmente de longos periodos de sintomas inexplicaveis, freglientando
varios médicos até encontrar um diagnostico conclusivo, além da profunda frustracdo com a
propensao dos médicos na indicacdo de sintomas psicoldgicos. Tudo isso, muitas vezes, leva
0 paciente a buscar o auto-diagndstico, pesquisando a respeito da doenca antes mesmo da
procura de um médico especialista (COPELTON e VALLE, 2009).

Apenas 11% dos casos de pacientes com DC sao diagnosticados de maneira adequada
devido a variacdo da apresentacdo clinica da doenca, que € bastante complexa. Comumente
sdo reportados sintomas como fadiga, depressao, flatuléncia, perda de peso, anemia, nausea,
distensdo abdominal, diarréia ou constipagdo e ainda pode estar associado a anomalias
intestinais como a sindrome do intestino irritavel, colite e infec¢Bes gastroentéricas (THOM et
al., 2009).

Existe a possibilidade de complicacdes graves quando a doenca nao é tratada, tais
como: esterilidade, osteoporose, endocrinopatias, disturbios neuroldgicos/psiquiatricos,
doencas hepaticas e auto-imunes. Podendo ser considerada, mundialmente, um problema de
saude publica, principalmente devido a alta prevaléncia, morbidade e, em longo prazo, a

probabilidade de mortalidade por varias causas, entre elas, linfoma, cancer no intestino e

21



causas combinadas, sendo a maior parte por deficiéncia imune (NASCIMENTO et al., 2012;
STOVEN et al., 2012; SILVA e FURLANETTO, 2010; SILVA et al., 2006).

Aproximadamente 30% dos celiacos tém uma ou mais doencas autoimunes, entre elas,
a mais comum € a dermatite herpetiforme (NASCIMENTO et al., 2012; NIEWINSKI, 2008).

A DC pode se manifestar em qualquer idade, sendo mais comum na infancia, logo
apos a introducdo do glaten na dieta, prevalecendo o sexo feminino. Os sintomas mais
comuns nessa fase sdo diarréia, distensdo abdominal, anorexia, atraso de crescimento, atrofia
muscular, hipotonia e irritabilidade. Na adolescéncia, a doenca pode ocasionar atraso no
desenvolvimento estato-ponderal e pubertario, raquitismo, diarréia, anemia recorrente e
desempenho escolar deficiente. Em adultos, a severidade e o quadro da doenca alteraram
substancialmente nos ultimos anos, com um vasto leque de manifestacGes clinicas, muitas
vezes assintomaticas (NEVORAL, 2014; HERNANDEZ-LAHOZ e LUIS RODRIGO, 2013;
WOODWARD, 2010).

A DC pode manifestar-se de diferentes maneiras (MALAMUT et al., 2014; SILVA e
FURLANETTO, 2010; NOBRE et al., 2007):

e Forma classica: é a mais freqiiente e manifesta-se nos primeiros anos de vida, com
quadros clinicos de diarréia cronica, vomitos, irritabilidade, anorexia, emagrecimento,
déficit de crescimento, dor e distensdo abdominal, diminui¢do do tecido subcutaneo,
comprometimento varidvel do estado nutricional e anemia ferropriva devido & ma
absorcéo intestinal;

e Forma atipica/ndo-classica: apresenta-se mais tardiamente e as manifestacoes
gastrointestinais estdo ausentes ou, quando presentes, sdo pouco relevantes. Os
individuos acometidos podem apresentar manifestacdes isoladas como baixa estatura,
anemia por deficiéncia de ferro, artralgia ou artrite, constipacdo intestinal, hipoplasia
do esmalte dentario, osteoporose e infertilidade;

e Forma silenciosa/assintomatica: Diagndstico ocasional, histoldgico ou soroldgico, em
individuos assintomaticos, identificados pela existéncia de fatores de risco, que
apresentam atrofiamento das vilosidades nas bidpsias duodenais.

e Forma latente: Ha duas formas: 1- Pacientes com diagndstico prévio que responderam
a dieta isenta de glaten, e apresentam histologia normal ou apenas aumento de
linfocitos intraepiteliais; 2- individuos assintoméaticos com anticorpos circulantes e
presenca de linfocitose intra-epitelial nas biopsias do duodeno, que podem

desenvolver a doenca ap0s exposicao prolongada ao glaten.
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e Forma refrataria: Pacientes com DC que ndo respondem a dieta isenta de gluten, ou
seja, enteropatia com atrofiamento das vilosidades e linfocitose intra-epitelial, apesar
da restricdo de gluten por mais de 12 meses. A DC refratéria do tipo | caracteriza-se
pela presenca de linfocitos intra-epiteliais normais e concomitancia de doengas auto-
imunes. No tipo Il, a populacéo linfocitaria exibe alteracGes fenotipicas, o que acarreta

um elevado risco de progresséo para linfoma.

Essas diferentes formas de apresentagdo da DC colocam-na em comparagdo a um
iceberg, em que a forma classica encontra-se na ponta e a forma silenciosa, na parte
submersa, que ainda ndo foi diagnosticada. Prevendo, portanto, para essa doenca uma
incidéncia mundial muito maior do que se supunha (Figura 4) (FARRELL e KELLY, 2001).

Doenga Celiaca Potencial
- Sintomatica
-Anticorpos tTG presentes |—»
-Biopsia nao-diagnéstica’

Doenga Celiaca Latente
-Assintomatica
-Anticorpos tTG presentes

-Biopsia normal
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Doenga Celiaca Subclinica
- Manifesta¢ies atipicas™
-Anticorpos 1TG presentes
-Bidpsia anormal

Doenga Celiaca Silenciosa
- Bssintomatica™
-Amticorpos TG presentes
-Bidpsia anermal

Figura 4. Iceberg celiaco e o espectro da doenga. * Auséncia de atrofiamento das vilosidades intestinais, mas
aumento de linfdcitos intraepiteliais. ** Infertilidade, convulsdes, ataxia, dor &ssea, alteracfes
bioquimicas e hematoldgicas. *** Podem ser identificados por histérico familiar positivo. Fonte:
FARRELL e KELLY, 2001.
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Uma nova condicao clinica associada ao gliten, chamada ‘sensibilidade ao gluten nao-
celiaca’, também descrita na literatura como hipersensibilidade ou intolerancia ao gliten, foi
recentemente identificada. Esta condicdo € caracterizada por sintomas gastrointestinais ou
extra-intestinais comparaveis, em muitos casos, aos de pacientes com DC. No entanto, até o
momento nenhum mecanismo imunolégico especifico ou marcadores soroldgicos foram
identificados para esta desordem. O diagndstico é feito por exclusdo da DC ou de alergia
mediada por IgE de trigo, e é baseada na relacdo direta entre a ingestdo de gluten e o
aparecimento de sintomas (TONUCCI e BIZZARO, 2014).

1.4 Formas de tratamento da DC

Até o0 ano de 1970, acreditava-se que a prevaléncia da DC na populagdo geral fosse de
0,03%. No entanto, este valor aumentou significativamente e encontra-se em torno de 1-2%,
com uma distribuicdo bastante homogénea em todo o mundo (SAEZ et al., 2011; TACK et al.,
2010).

Sua incidéncia esta aumentando e parece ser maior do que o esperado na populagéo.
Uma das razbes para este aumento € a maior sensibilidade dos métodos diagndsticos, no
entanto, a Unica forma de tratamento da doenca consiste na total exclusdo do gluten na dieta,
onde os alimentos sem esse componente devem satisfazer as necessidades nutricionais do
paciente. E, ao aderir a dieta, o paciente poderd até levar uma vida normal, mas as
deficiéncias nutricionais sdo comuns, principalmente, em fibras, ferro, folato, célcio,
magnésio, zinco, vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina e vitamina B12) e
vitamina D (LEBWOHL et al., 2014; ANDREOLI et al., 2013; FRIC et al., 2011; RUBIO-
TAPIA et al., 2010).

Uma dieta livre de glaten é diferente para cada pessoa, mas a melhora clinica é
evidente geralmente dentro de semanas apds o tratamento. A sorologia especifica normaliza
para a maioria dos pacientes em 6-12 meses e a recuperacdo da mucosa pode demorar mais de
1 ano (RUBIO-TAPIA et al., 2011).

Porém, cumprir uma dieta livre de gluten é dificil, pois ha uma pressdo social,
especialmente em pacientes jovens; produtos sem gluten ndo sdo amplamente disponiveis e
geralmente sdo mais caros; ndo ha consenso sobre a quantidade minima de gliten permitida
nos alimentos; alguns produtos rotulados sem glaten incluem tracos desse composto; uma

dieta de exclusdo ndo € eficaz no caso de DC refrataria (LERNER, 2010).
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Além disso, a restricdo alimentar influencia a qualidade de vida dos pacientes, onde
muitos apresentam quadros clinicos psicossomaticos como estresse, ansiedade e depresséo
(SAINSBURY et al., 2013; ARAUJO et al., 2010).

No Brasil, em virtude das dificuldades para garantir a pratica da dieta isenta de gluten,
foi promulgada, em 1992, a Lei Federal nimero 8.543, que determina a impressdo da
adverténcia “contém gluten” nos rotulos e embalagens de alimentos industrializados. Assim,
os portadores de DC podem identificar os alimentos que ndo devem consumir (SILVA et al.,
2006). Posteriormente, em 2003, foi publicada a Lei n° 10.674, que obriga os produtos
alimenticios comercializados a portarem informacéo sobre a presenca de gliten como medida
preventiva e de controle da doenca celiaca.

Nota-se, porém, que somente essa forma de tratamento ndo é suficiente e hd uma
necessidade urgente de desenvolver uma terapia alternativa segura, eficaz e acessivel. Novas
estratégias terapéuticas estdo sendo visadas e em fase de desenvolvimento (RIBEIRO et al.,
2014; SZIKSZ et al., 2013; SOLLID e LIE, 2005):

e Imunizacdo com peptideos de gliten (producdo de vacinas);

e Suplementacdo enzimatica oral que visam destruir os epitopos tdxicos das prolaminas;
¢ Inativacdo do gene HLA-DQ por mutacdo sitio-dirigida;

e Uso de variedades de trigo geneticamente alterados, sem epitopos nocivos do gluten;

e Tratamento da farinha do trigo com proteases para a hidrdlise completa do glaten.

Até 0 momento, poucas sdo 0s experimentos que tenham sido testados em ensaios
clinicos, podendo-se citar alguns deles: AT-1001 (Alba Therapeutics), acetato de larazotide, é
um octapeptideo derivado da toxina do cOlera e usado para evitar a passagem de peptideos de
gluten através do epitélio intestinal nas juncGes de regulacdo da permeabilidade celular; as
peptidases ALV003 (Alvine Pharmaceuticals) e AN-PEP (DSM - empresa alimentar) séo
usadas para digerir os peptideos toxicos do glaten. ALV003 é uma combinacdo de duas
proteases (uma cisteina-endoprotease, derivada da semente de cevada e uma prolil-
endopeptidase de Sphingomonas capsulatum), AN-PEP é uma prolil-endoprotease derivada
de Aspergillus niger; Nexvax2 (ImmusanT), uma vacina terapéutica que utiliza trés peptideos
do glaten reconhecidos pelas células T e que se destina a restaurar a tolerancia imunolégica ao
gliten (PEREZ et al., 2012).

A secaling, tipo de proteina toxica aos celiacos encontrada no centeio (Secale cereale),

também contém epitopos capazes de prevenir a resposta imunoldgica na mucosa intestinal in

25



vitro, um decapeptideo (QQPQDAVQPF) foi isolado e caracterizado como tendo efeito
antagonista na ativacdo das células T; essa porcdo controla o processo inflamatério mediado
pelas células do sistema imune na mucosa apds exposicao a gliadina (VITA et al., 2012).

A protedlise de peptideos imunogénicos do gluten usando endoproteases especificas,
que atuem diretamente nas regides toxicas ricas em prolina e glutamina, podem ser usadas
como um complemento na dieta dos celiacos, e atuar como um agente terapéutico de uso oral
(TYE-DIN et al., 2010; HARTMANN et al., 2006). J& a desintoxicacdo do trigo via
manipulacdo genética, alterando ou removendo os peptideos toxicos do gluten, apesar de
poder auxiliar no tratamento dos celiacos, ainda é uma problematica ja que a capacidade de
elasticidade nos produtos alimenticeos a base de farinha de trigo se d& por meio das
propriedades quimicas dessa proteina (LERNER, 2010; GIANFRANI et al., 2007).

No presente trabalho, pretende-se utilizar uma nova alternativa no tratamento da DC
além da isencdo do gluten na dieta, como 0 uso de micro-organismos nao patogénicos na
producdo de probidticos, por exemplo; ou mesmo a formulacdo de um novo produto capaz de
degradar o gluten de forma eficaz a ponto de ndo gerar as manifestacGes clinicas tipicas da

doenca.

1.5 Glaten - o grande vildo da DC

O glaten, o causador da manifestacdo da Doenca Celiaca, € uma mistura de quatro
tipos de proteinas: albuminas, globulinas, gliadinas e gluteninas. As albuminas e globulinas
representam aproximadamente 15% das proteinas, o restante corresponde as gliadinas e
gluteninas. Essas duas Ultimas encontram-se em quantidades aproximadamente idénticas, e
podem ser diferenciadas tendo-se em conta a solubilidade de cada fracdo em etanol: as
gliadinas séo soluveis, enquanto as gluteninas sdo insollveis. Estas duas fragbes sdo
caracterizadas por elevadas quantidades dos aminoacidos glutamina e prolina e por baixas
quantidades de aminoécidos com grupos laterais eletricamente carregados (ARAUJO et al.,
2010; WIESER, 2007).

As gliadinas sdo classificadas em quatro grupos moleculares distintos, de acordo com
sua mobilidade eletroforética: a-, B-, y- ou w-gliadinas. S&o proteinas monoméricas que
interagem principalmente ndo-covalentemente, tendo como caracteristica quimica principal,
elasticidade e plasticidade. As gluteninas sdo moléculas constituidas por duas subunidades -
alta e baixa massa molecular ligadas por pontes dissulfeto, que conferem as propriedades
viscoelasticas do gluten. Essas proteinas apresentam uma estrutura tridimensional na forma de
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fibrila (morfologia B-folha) que se da devido a formacdo de pontes de hidrogénio entre seus
amino&cidos, formando uma rede de nanoporos (Figura 5) (KONTOGIORGOS, 2011).

Nanoescala (nm)
Escala atomica
Arranjos estruturais do

Estrutura do ghiten: 3
¥ glutenna forma p-folha

Interacies quirnicas entre os  As suas protemas formam
aminoacidos das proteinas blocos que se agregam SE Rl

e L L e

it

| )

Microescala (um)

Macroestrutura do ghiten

Figura 5. Estrutura hierarquica da rede de gliten: na escala atdbmica as proteinas do gliten interagem entre si por
meio de interagdes quimicas que formam uma rede; em nanoescala essa rede forma uma estrutura em
B-folha, formando nanoporos, responsaveis pela caracteristica quimica do glaten. Fonte:
KONTOGIORGOS, 2011.

Portanto, quando gluteninas e gliadinas estdo combinadas proporcionam as
caracteristicas coesa, viscosa e elastica, responsaveis pela extensibilidade da massa de farinha
do trigo, extremamente importante para a industria alimenticia (RIBEIRO et al., 2014;
NASCIMENTO et al., 2012).

As propriedades viscoelasticas da gliadina e da glutenina sdo fortemente dependentes
de sua concentragdo. As gliadinas, dependendo da concentracdo muda de viscosa a
viscoelastica. Ja as gluteninas apresentaram um comportamento sélido viscoelastico em todas
as concentracdes testadas (XU et al., 2007). E um excelente volume de massa ou farinha é
possivel devido a essas caracteristicas do gluten (ZHAO et al., 2010).
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O consumo de cereais em todo 0 mundo é bastante elevado devido a sua importancia
nutricional. O trigo é um cereal de suma importancia para a producdo de paes e massa em
geral. Além do alto teor de amido como fonte de energia (50-80%), contém fibras insoluveis,
proteinas (8-12%), lipideos e vitaminas, especialmente as do complexo B, além de minerais,
sendo importante fonte de selénio e antioxidantes. Fornecendo, em geral, quatidades
significativas da maioria dos nutrientes (DEWETTINCK et al., 2008).

Os produtos de panificacdo séo tradicionalmente a base da alimentacdo e os mais
consumidos na populacdo em geral, proporcionando nutrientes importantes da dieta
(LITWINEK et al., 2014). Por isso, o trigo é o cereal com a segunda maior safra produzida e
consumida anualmente (~700 milhGes de toneladas); fornece cerca de 20% das calorias do
mundo; tem a maior area mundial de producao (~ 40 milhdes de ha) e o maior volume de uma
Unica cultura comercializado internacionalmente (~140 milhGes de toneladas) (RIBEIRO et
al., 2014).

Contudo, os portadores da DC sdo terminantemente proibidos de consumirem
alimentos que contenham gliten presente nesse cereal. EXxistem, portanto, produtos
industrializados sem adicdo desse componente, assim como 0s paes.

Mas producdo de pdo sem glaten, por exemplo, é muito mais complicado do que o
tradicional, por causa do ajuste demorado de matérias-primas e método de processamento. Ha
necessidade de aditivos nutricionais, pois pdo sem gluten é geralmente baixo em proteinas,
fibras e minerais, em comparacdo com o pdo de trigo. Além disso, esses produtos sdo
significativamente mais caros e nem sempre estdo disponiveis em supermercados
(LITWINEK et al., 2014).

QOutra forma comercial € o pré-tratamento enzimatico e modificagdo do gluten,
evitando ou reduzindo, desse modo, a ativacdo imunolégica observada em pacientes com DC.
O pré-tratamento enzimatico de alimentos € um procedimento difuso na inddstria alimentar,
mas que pode ser amplamente utilizada para melhorar o aspecto e a consisténcia dos
alimentos, tornando o produto mais competitivo no mercado (ELLI et al., 2012; CABRERA-
CHAVEZ e BARCA, 2010).

Em testes in vivo a fabricacdo de pdes e massas com lactobacilos e proteases fungicas
diminuiu significativamente a toxicidade do gluten (GRECO et al., 2011).

Estudos in vitro com proteases de Aspergillus orizae mostraram degradacéo eficaz do
gluten, porém tornou a farinha ineficaz no uso para fabricacéo de alimentos, pois sem o gluten
a massa foi incapaz de formar viscosidade (SUSANNA e PRABHASANKAR, 2011).
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Estd muito claro que esses processos quimicos de tratamento do gliten levam a
mudancas nas suas propriedades estruturais, consequentemente, alterando sua funcionalidade
na producdo de alimentos (LIAO et al., 2013). Uma alternativa € o uso de outros compostos
que recuperem essa viscosidade como a proteina da soja que mostrou uma consisténcia
gelatinosa e viscosa quando associada a farinha do trigo com gluten desnaturado. H4,
portanto, um efeito cooperativo entre as proteinas da soja e o glaten durante o aquecimento
das amostras, sugerindo uma possivel adicdo das proteinas da soja para a melhoria das
propriedades do glaten (viscosidade e gel coesivo) apds tratamento de desnaturacdo (BAINY

et al., 2010). Tornando, assim, o produto acessivel no mercado e seguro para os celiacos.

1.6 Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas — Paenibacillus sp.

Muitos micro-organismos, tais como, rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas foram identificados como ndo patogénicos para seres humanos e sdo bastante
estudados devido a sua capacidade na producdo de moléculas com inUmeras funcGes
bioativas.

As rizobactérias podem ser de vida livre ou endofiticas. Quando habitam o interior de
algum hospedeiro, como 0s vegetais, por exemplo, exercem muitas vezes efeitos benéficos:
estimulam a producdo de fitormdnios, atuam na fixacdo do nitrogénio e na liberacdo de
micronutrientes, fornecem resisténcia a um amplo espectro de patégenos (fungos, bactérias,
virus, insetos e nematoides), enfim, ocasiona uma significativa melhoria no estado fisioldgico
da planta e no seu crescimento (ANTOUN e PREVOST, 2005), por isso sdo definidas como
promotoras do crescimento ou RPCP.

Essas bactérias alcangcam as superficies das raizes por meio da mobilidade ativa dos
seus flagelos e sdo guiadas por respostas quimiotaticas advindas dos exsudatos radiculares
(COMPANT et al., 2005). As raizes das plantas produzem e segregam continuamente ions e
compostos organicos na rizosfera, que tornam o ambiente altamente rico em nutrientes e
auxiliam a populacdo de diversos grupos de bactérias. Esse fendmeno, contudo, propicia
interacOes planta-micrébio de forma eficiente (NARULA et al., 2009; BAIIS et al., 2006).

No solo essas bactérias tém funcBes extremamente importantes para o ecossistema,
incluindo, a ciclagem de carbono e nitrogénio, a habilidade na quebra de celulose e quitina, e
a sintese de varias outras enzimas de importancia ambiental (KAMBLE et al., 2013;
MANDIC-MULET e PROSSER, 2011).
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A principal fonte de N esta na forma de amonio (NH4"), nitrito (NOy) e nitrato (NO3),
e devido a complexidade e dindmica do solo, as bactérias promotoras de crescimento na
rizosfera atuam fortemente na transformacdo desses compostos (ZHANG e HAN, 2012;
POLACCO e TODD, 2011). Essas bactérias possuem, naturalmente, genes funcionais
fixadores de nitrogénio que sé@o estritamente regulados pelo meio ambiente, na presenca de
compostos como o carbono e o nitrogénio (HONG et al., 2012).

Devido as inumeras vantagens desses micro-organismos e por serem amplamente
encontrados na natureza sdo bastante visados na area agricola por sua importancia
agroecondmica sustentavel, pois ao exerceram suas funcdes bioldgicas naturais no controle de
doencgas de plantas e na remediacdo ambiental, levam a uma diminuicdo do uso de produtos
quimicos sintéticos, favorecendo o meio ambiente (GUNES et al., 2014; FIGUEIREDO et al.,
2011, 2010).

O uso das rizobactérias promotoras de crescimento é uma realidade atual. Varios paises
em desenvolvimento estdo utilizando-as com base na agricultura organica (GLICK, 2012).
Nos Estados Unidos, os organismos usados para atuar no biocontrole de plantas ou de outros
organismos sdo supervisionados e liberados pelo EPA (Environmental Protection Agency,
http://www.epa.gov/).

O numero de espécies identificadas vem aumentando cada vez mais e com
representantes de diversos tdxons bacterianos. Entre as diversas RPCPs identificadas estdo as
do género Paenibacillus (ANTOUN e PREVOST, 2005).

As espécies do género Paenibacillus (ASH et al., 1994) pertencem ao Reino Bacteria,
Filo Firmicutes, Classe Bacilli, ordem Bacillales e familia Paenibacillaceae. S&o bactérias
gram-positivas, em forma de bastonete, dotadas de mobilidade, formadoras de esporos,
aerobias ou anaerodbias facultativas (Figura 6). Sdo abundantes em solos rizosféricos e tem
boa capacidade em colonizar as raizes de plantas, podendo produzir naturalmente horménio
de crescimento vegetal e varias enzimas hidroliticas, além das funcdes tipicas das
rizobactérias (GOVINDASAMY et al., 2011; KO et al., 2010; HOON et al., 2005; BERGE et
al., 2002; WEID et al., 2000). Segundo o site LPSN (List of Prokaryotic names with Standing
in Nomenclature - http://www.bacterio.net/paenibacillus.html) existem cerca de 150 espécies

de Paenibacillus registradas.
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Figura 6 - Eletromicrografia de células de Paenibacillus polymyxa. A) Visdo geral dos bastonetes (TIMMUSK et
al., 2003), B) e C) em forma de esporos. Barra = 2 um. Fonte: DONDERO e HOLBERT, 1957.

Em geral, essas bactérias ndo sdo patogénicas para plantas ou animais e tém grande
potencial para aplicacBes agricolas, médicas e industriais. Estudos tém demonstrado inimeras
funcGes bioldgicas desempenhadas por esses micro-organismos com alto padrdo
biotecnoldgico:

1- Atividade xilanolitica. Produzem xilanase extracelular que degrada eficientemente a
hemicelulose encontrada em madeira, tornando-se um organismo potencialmente Util para a
conversdo de biomassa lignocelulésica em combustiveis alternativos (HWANG et al., 2010;
NONG et al., 2009);

2- Atividade antifingica. Produzem uma variedade de moléculas bioativas, a maioria
peptideos antimicrobianos e metabdlitos secundarios que atuam contra fungos fitopatogénicos
(GU etal., 2010; SON et al., 2009; WHIPPS, 2001);

3- Atividade antibacteriana. Foram isoladas e identificadas moléculas com
propriedades potentes contra bactérias patogénicas Gram-negativas e Gram-positivas (HE et
al., 2007);

4- Atividade fibrinolitica e anticoagulante (LU et al., 2010), entre outros.

O interesse por esses micro-organismos aumentou bastante nos ultimos anos. Varios
sdo os estudos moleculares para a identificagdo de genes envolvidos na biossintese de
antibioticos (bacitracina, surfactina, polimixina, fusaricidina) e de outras moléculas de
interesse. No banco de dados do NCBI estdo depositados os genomas de algumas espécies de
Paenibacillus (CHAUDHRY et al., 2013; JEONG et al., 2011; NIU et al., 2011).

Uma propriedade marcante dessas bactérias € a sua capacidade de produzir inUmeras
moléculas com atividade antimicrobiana. Muitas foram isoladas e caracterizadas, sendo que
algumas ja sdo comercializadas no mercado farmacéutico, como a polimixina (Figura 7)
(DENG et al., 2011b).
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FONTES: http://www.walgreens.com/; http://www.pharmaceutical-drug-manufacturers.com/;
http://www.nursingconsult.com/

Vérias estirpes dessa espécie sdo capazes de produzir inimeras enzimas hidroliticas
qgue desempenham um papel importante no controle bioldgico de patégenos de plantas.
Porém, além dessas enzimas muitos outros compostos ainda sdo indefinidos estruturalmente
ou desconhecidos (LAL e TABACCHIONI, 2009).

Essas bactérias produzem também uma grande quantidade de exopolissacarideo, um
composto de consisténcia mucosa, constituido, principalmente, por monossacarideos do tipo
manose, galactose, frutose, glicose, acido glucurdnico e outros. O muco apresenta funcéo
antioxidante, antitumoral e baixa toxicidade, quando testado in vitro e in vivo, podendo ser
fonte de produtos terapéuticos naturais, utilizados na alimentacgdo e saude (RAZA et al., 2011;
LIU et al., 2010; RUIZ-BRAVO et al., 2001). Também se revelou eficiente na absor¢do de
metais pesados toxicos (Pb, Cd, Co, Ni, Zn e Cu), podendo ser utilizado como um
biossorvente para recuperacdo de metais e remediacdo do ambiente (PEREZ et al., 2008).

Pode-se perceber, portanto, que essas bactérias participam de importantes funcdes:
atuam como biofertilizantes, suprindo a planta com nutrientes; ou como rizomediadores ao
degradar os poluentes do solo; sdo fitoestimuladores ao produzir horménios vegetais de
crescimento; e ainda antibioticos no controle de doengas de plantas, gerando, inclusive
patentes (EP1788074A1/2007) (ZEIGLER, 2013). Assim, as bactérias do género
Paenibacillus mostram-se bastante promissoras nos estudos com ambito biotecnoldgico,
principalmente na sua potencial producdo de proteases que podem, porventura, atuar na

degradacéo do gluten.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Obter rizobactérias capazes de degradar o glaten, visando utiliza-las como supridoras

de metabolitos ou enzimas, em beneficio das pessoas com doenca celiaca.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a capacidade de rizobactérias em consumir o glaten, em meios de cultura, para

seu metabolismo e crescimento;

e Identificar taxonomicamente as rizobactérias mais promissoras;

e Auvaliar o efeito da temperatura na capacidade dessas rizobactérias e de seus extratos

brutos em degradarem o gluten;

e Auvaliar o efeito do pH na capacidade dessas rizobactérias e de seus extratos brutos em

degradarem o gldaten.
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3. MATERIAL E METODOS
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Os estudos microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Ecologia e
Biotecnologia de Microrganismos da Amazonia (LEBAM) do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia - INPA e a identificacdo molecular foi realizada no Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM), da Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

3.10Dbtencéo dos isolados bacterianos e locais de coleta

Cento e quinze isolados de rizobactérias foram obtidos do banco de micro-organismos
do LEBAM/INPA. Cada isolado foi reativado em placas de Petri contendo meio YMA (10 g
manitol, 0,5 g K,HPO,, 0,2 g MgS0O,, 0,1 g NaCl, 0,5 g extrato de levedura, 15 g agarem 1 L
de agua destilada) (VINCENT, 1970) e incubados a £26,5° C até o crescimento das coldnias
(cerca de 3 dias) para posteriores estudos e analises com gluten.

O meio de cultivo YMA ¢ historicamente utilizado para o isolamento, purificacdo e
crescimento de bactérias indutoras de nédulos em leguminosas, genericamente denominadas
de rizébios. As bactérias utilizadas foram isoladas dos nddulos das raizes de plantas e de solos
da rizosfera coletados em diferentes localidades de Manaus/AM e municipios préximos
(Tabela 2).

Tabela 2 - Amostras de rizobactérias e locais de coleta.

Isolados Local de coleta Solo/Planta
INPA_Ps007, Ps020, Ps021, Novo Ayrédo Floresta
Ps022, Ps024, Ps028, Ps031
Ps050, Ps065, Ps076, Ps088 Brasileirinho Inga edulis

(Ingd)
Ps139, Ps151, Ps157, Ps161 Careiro da Vrzea Acaciamangium
(Acacia)
Ps178, Ps183, Ps655, Ps656 Brasileirinho Inga edulis
(Inga)
Ps546, Ps548, Ps549, Ps550,
Ps552, Ps553, Ps554, Ps558,
Ps560, Ps563, Ps564, Ps565,
Ps568, Ps569, Ps572, Ps573,
Ps574, Ps575, Ps576, Ps077, Ramal do Caldeiréo, Terra firme, Pueraria phaseoloides
Ps578, Ps579, Ps580, Ps581, km 3 (Pueraria)

Ps582, Ps583, Ps584, Ps585,
Ps586, Ps587, Ps588, Ps589,
Ps637, Ps639, Ps640, Ps642,
Ps643, Ps644, Ps645, Ps646,
Ps647, Ps648, Ps649, Ps650, Continua. ..
Ps651, Ps652, Ps653, Ps654
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Continuagdo...

Ps596, Ps598, Ps600, Ps602,

Ps603, Ps604, Ps605, Ps606, Estrada de terra para Jandira; Inga edulis

Ps607, Ps610, Ps611, Ps612, Beira do Rio Solimdes, Vérzea (Ingd)
Ps613, Ps614, Ps615, Ps616,

Ps617, Ps618, Ps619, Ps664

Ps620, Ps621, Ps622, Ps623, Jandira, propriedade Séo Jodo Vignia unguiculata
Ps624, Ps629, Ps627, Ps628, (Feijao Caupi)
Ps630, Ps631, Ps632, Ps635

Ps665, Ps666, Ps662, Ps663, INPA, campus 3 Swartzia polyphylla
Ps660, Ps661 (Arabd)

Ps667, Ps668, Ps669, Ps672,

Ps674, Ps675, Ps676, Ps677, Viveiro de Urucu Cedrelinga catenaeformis
Ps657, Ps659 (Cedrorana)

3.2 Teste de crescimento bacteriano em meio agar-gluten

Os 115 isolados de rizobactérias foram testados quanto ao crescimento em meio
YMA, onde se substituiu 0 manitol pelo glaten (10 g glaten, 0,5 g Ko;HPOy, 0,2 g MgSQy, 0,1
g NaCl, 0,5 g extrato de levedura, 15 g agar em 1 L de agua destilada — pH 7,0). O meio foi
esterilizado a 120° C por 15 min e, posteriormente, colocado em placas de Petri. Nas placas,
cada um dos isolados foi estriado, realizando-se quatro repeticdes, e avaliados segundo o
método de Oliveira e Magalhdes (1999) (Figura 8 e 9; Tabela 3). O processo de avalia¢do
consistiu na atribuicdo de notas de 1,00 (sem crescimento visivel) a 4,00 (mé&ximo
crescimento). A Figura 8 esquematiza o procedimento geral de estriagem nas placas, enquanto
que a Figura 9 apresenta o sistema de pontuacfes de crescimento. Foram também atribuidas
notas intermediarias, subdivididas em 0,25, ou seja, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00 e etc., até
4,00, objetivando aumentar a precisdo do método. Consideraram-se como os de melhores

crescimentos, 0s que apresentaram notas médias acima de 3,06 (Tabela 3).
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Zona 1. Uma linha. Riscagem

/ de uma alga de platina diversas
vezes em ambas as direcBes
indicadas pela seta. Aalca
deve ser esterilizada para cada

zona de riscagem.

Zona 2. Quatro linhas de
riscagem , usando-se um risco
por linha, na direcéo indicada
pela seta.

Zonas 3 e 4. Semelhante zona 2.

Figura 8 - Procedimento de inculagdo das bactérias nas placas de Petri com meio YMA modificado.

QOO

Nota 1.0 Nota 1.25 Nota 2,0 Nota 3,0 Nota 4,0

Figura 9 - Pontuages (notas) aplicadas para o crescimento das bactérias.

Tabela 3 - Faixas de pontuagdo para avaliagdo do crescimento das bactérias em meio solido
contendo gluten.

GRAU DE CRESCIMENTO FAIXA DE PONTUACAO
Baixo 1,00-2,00
Médio 2,06* - 3,00
Alto 3,06** - 4,00

* Trés repeticdes com nota 2,0 e uma com 2,25. ** Trés repeti¢des com nota 3,0 e uma com 3,25.
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Os isolados também foram inoculados em placas de Petri contendo YMA (adicionado
com gluten) para visualizacdo de halo de degradacdo do gluten (regido transparente ao redor
das colbnias, conforme mostrado nas figuras dos resultados). Com o auxilio de uma alca de
platina, foi retirada uma porcéo da coldnia bacteriana, realizando-se um leve toque no meio de
cultura; cada placa conteve cinco colonias como repeticfes. As placas foram incubadas a
+26,5° C e avaliadas diariamente quanto ao crescimento microbiano. Os micro-organismos
que cresceram nessas condi¢cdes foram novamente inoculados e incubados a 36,5° C em BOD
e avaliados a cada trés dias até o 10° dia de incubacdo. A avaliacdo nessa Ultima temperatura
foi realizada para verificar a capacidade desses micro-organismos em crescer e produzir
metabdlitos capazes de degradar o gluten a temperatura corporal humana.

O didmetro do halo de degradacdo foi medido a cada trés dias, utilizando-se um
paquimetro digital, por um periodo de 9 dias. A partir dessas medidas, foram obtidos os
indices de Degradacio do Gluten (IDG) para cada isolado, pela formula: DD (diametro da
zona de degradacdo em mm) / DC (didmetro da colénia em mm), adaptando-se os critérios e
calculos de Berraquero et al. (1976). Com base nos indices, os isolados foram classificados,
de acordo com a capacidade de degradagdo do gluten, em: baixa (IDG<2), média (2<IDG<4)
e alta (IDG>4).

3.3 Teste de crescimento bacteriano em diferentes meios liquidos

Com o objetivo de selecionar o melhor meio de cultivo, tanto para crescimento como
para producdo de metabdlitos degradadores de gliten, os micro-organismos que foram
positivos no teste anterior foram testados quanto ao crescimento em meio liquido com trés
diferentes formulagdes de fontes de carbono:

a) 0,2 % de gluten (meio G) (0,2 % glaten, 0,5 g K;HPQO4, 0,2 g MgSO,, 0,1 g NaCl,
0,5 g extrato de levedura em 1 L de agua destilada);

b) 1,0 % de manitol + 0,2 % de glaten (meio MG);

¢) meio YM original, contendo 1,0 % de manitol (meio M).

Um volume de 50 mL de cada meio foi adicionado em erlenmeyers com capacidade
de 125 mL e esterilizados a 120° C por 15 min. Ap6s o esfriamento, cada um dos micro-
organismos (concentracdo de 10° / mL™) foi inoculado em triplicata e colocados em agitador
constante sob temperatura ambiente (+ 26,5° C). Uma aliquota de 2 mL do caldo foi retirada a
cada 24 h por um periodo de 10 dias e armazenadas a - 20° C para posterior deteccdo de

metabolitos degradadores do gluten e contagem de células em camara de Neubauer.
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A partir das aliquotas, foram realizadas diluicbes com solucéo salina estéril (0,9 %)
até a obtencéio das seguintes concentracdes: 10*, 10°, 10°, 10’ UFC/mL™. Em seguida, cada
uma das concentracdes dos diferentes isolados foram adicionados em placas contendo meio
agar-glaten. Cada placa foi constituida de 5 réplicas e incubadas em duas temperaturas
distintas: 26,5° C e 36,5° C, ambas por 7 dias. Os halos foram medidos com auxilio de
paquimetro digital a cada 3 dias.

3.4Deteccdo de metabdlitos degradadores de gluten nos extratos brutos dos

isolados bacterianos

As aliquotas de 2 mL contendo os diferentes meios com os isolados bacterianos
(topico 3.3) foram utilizadas em ensaios para deteccdo de metabdlitos capazes de degradar o
glaten em meio sélido. Foram utilizadas as aliquotas com 24h, 4 dias e 8 dias de cultivo, com
a finalidade de verificar a producdo de moléculas degradadoras de gluten.

Primeiramente, as suspensdes bacterianas foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 min.
Em seguida, foram filtradas em membrana Millipore 0,22 um e armazenadas em microtubos.
Um total de 100 pL de cada amostra (extrato bruto) foi depositado em 4-5 pogos (6 mm de
diametro) perfurados em placas com meio &gar-glaten, as quais foram incubadas a 36,5° C. A
primeira avaliacdo foi realizada ap6s 24h, e depois a cada 3 dias, até o 10° dia de incubagcio.
Avaliou-se a presenca/auséncia de halos e feitas as devidas medi¢bes com um paquimetro
digital.

A partir dos extratos brutos foi realizada diluicdo seriada utilizando agua destilada
estéril, até a obtencdo das diluigdes: 2x, 4x, 8x, 16x, 32X, 64x e 128x, para verificar quais
diluicbes seriam capazes de degradar o glaten. Apos a realizacdo das diluicdes, 100 uL de
cada extrato foram depositados em 4-5 pogos (6 mm) perfurados em placas com meio agar-
gluten, as quais foram incubadas a 36,5°C. A avalia¢do foi realizada da mesma forma que o
teste anterior.

Os extratos brutos (centrifugados a 4000 rpm) que apresentaram halos foram
novamente centrifugados, desta vez a 14000 rpm por 10 min. Apo6s a centrifugacdo foram
obtidas duas fracdes distintas: sobrenadante e precipitado. De cada uma dessas fracGes foram
retiradas aliquotas de 100 uL e inoculadas em 4-5 pogos (6 mm) perfurados em placas com
meio &gar-gluten, as quais foram incubadas a 36,5° C. A avaliacdo foi realizada da mesma

forma que o teste anterior.
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3.5Caracterizacdo dos metabdlitos dos extratos brutos de isolados

bacterianos em diferentes temperaturas e pHs

A acdo dos metabdlitos degradadores do gluten foi caracterizada quanto a diferentes
valores de temperatura (36°, 46°, 56°, 66°, 76°, 86° e 96° C) e pH (2 até 9), com a finalidade de
detectar moléculas capazes de atuar em temperaturas e pHs extremos, visando seu uso
industrial e biotecnoldgico.

Um total de 500 pL de cada extrato foi adicionado em microtubos de 1,5 mL e
incubados separadamente em Thermomixer em cada uma das temperaturas citadas por 10 min.
Logo apos, 100 pL de cada extrato foram adicionados em 4-5 pocos (6 mm) distribuidos em
meio gar-glaten e incubados a 36,5°C. A avaliacdo foi realizada apds 12-24, 96 e 168h,
observando a presenca/auséncia de halos e feitas as devidas medi¢fes com o auxilio de
paquimetro.

Para o teste do efeito da acidez/alcalinidade nos metabolitos dos isolados bacterianos,
500 pL de cada extrato foram adicionados em microtubos de 1,5 mL e em seguida o pH foi
ajustado com a solucdo acida HCI 0,1N (&cido cloridrico) ou com a solucdo basica NaOH
0,1N (hidroxido de sédio), até a obtencdo dos pHs desejados. Logo apos, os extratos (100 pL)
foram colocados em 4-5 pocos distribuidos em placas com meio &gar-glaten e incubados a
36,5°C. A avaliacdo foi realizada ap6s 12-24, 96 e 168h, observando a presenca/auséncia de

halos e feitas as devidas medicdes com o auxilio de paquimetro.

3.6 Caracterizacéo fenotipica dos isolados bacterianos

Os isolados que foram positivos para a quebra do gluten foram caracterizados quanto a
morfologia celular e colonial. As colbnias bacterianas foram inoculadas em dois meios
diferentes: agar manitol (YMA) e agar-gluten com incubacdo a 36,5° C. A caracterizacéo foi
realizada segundo as metodologias de Vincent (1970) e Hungria e Araujo (1994).

Avaliou-se cada um dos isolados em meio sélido como: bactérias de crescimento lento
(quatro a dez dias) e rapido (até trés dias), diametro e forma da col6nia (circular ou irregular),
borda (inteira ou irregular), transparéncia, coloracao, consisténcia do muco (pastosa, aquosa
ou viscosa) e modificacdo do pH do meio com azul de bromotimol (5 mL L™). As bactérias
foram visualizadas em lamina no microscépio optico de luz nas lentes objetivas de 100x e

fotodocumentadas.

41



3.6.1 Coloragdo de Gram

A identificacdo da morfologia bacteriana foi realizada pela técnica de coloracdo de
Gram. Para a realizacdo desse teste, foi adicionada uma gota de 10 pL de agua destilada em
uma lamina de vidro e com o auxilio de uma algca bacterioldgica, a col6nia bacteriana foi
homogeneizada por esfregaco na lamina e fixada por aguecimento no bico de Bunsen. Depois
disso, a lamina foi tratada com o reagente cristal violeta por 1 minuto, seguido de lavagem
com agua corrente e adicionado o reagente Lugol por 1minuto. Passado 1 minuto, a lamina foi
descorada com é&lcool-cetona. E finalizando o processo, adicdo de Fucsina basica por 30
segundos. Em seguida, as ldaminas foram lavadas em &gua corrente, secadas a temperatura

ambiente e visualizadas em microscopio Optico na objetiva de 100x.

3.6.2. Teste da catalase

Com o auxilio de uma alca de platina foi coletada uma colénia isolada e esfregada em
uma lamina de vidro. Sobre o esfregaco foi colocada uma gota de agua oxigenada a 3% e

observada a formacéo de bolhas.

3.7. Caracterizacao genética dos isolados bacterianos

3.7.1. Extracdo do DNA cromossomal

A extracdo do DNA cromossomal dos isolados bacterianos foi realizada segundo
protocolo para caracterizagdo genética de bactérias promotoras do crescimento de plantas da
EMBRAPA (ISSN 1516-1752, 2008), com adaptacfes. As bactérias foram crescidas em 50
mL de meio YM a 37° C, sob agitacdo constante (150 rpm) durante 24 h. Apds o cultivo, as
bactéerias foram centrifugadas a 12000g por 2 min; em seguida, descartou-se o sobrenadante e
o0 sedimento foi ressuspendido em 100 pL de tampé&o SET (Sacarose 0,3 M, EDTA, Tris-HCI1
M). Foram seguidos 3 tempos de incubacéo: com lisozima (10 mg/mL) a 37° C por 30 min,
com proteinase K (10 mg/mL) a 50° C por 30 min e com SDS 10% (0,1V) a 55° C por 30 min.
Em seguida, foram adicionados 300 L de acetato de potéssio 5 M, incubando-se em gelo por
30 min e centrifugando-se por 10 min na méxima rotacdo por minuto. Recuperou-se 0
sobrenadante e adicionou-se 500 pL de isopropanol 100%. Incubou-se em gelo por 20 min e

centrifugou-se por 10 min na maxima velocidade de centrifugacdo. Descartou-se o
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sobrenadante e lavou-se com etanol 70% com maxima velocidade de centrifugacdo por mais
10 min. Descartou-se o sobrenadante e o material foi posto para secar na estufa a 37° C. O
DNA foi solubilizado em 50 pL de tampdo TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) e uma
aliquota de 5 uL desse material foi aplicada em gel de agarose 0,8% para observar a
integridade do DNA extraido. A corrida eletroforética foi conduzida em tampdo TEB 1X (Tris
89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3) a 80V. Logo apds as amostras foram

visualizadas sob luz UV e fotodocumentadas.

3.7.2. Amplificacdo do gene 16S do DNAr

Primeiramente, foi feita a quantificacdo do DNA para a realizacdo da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). O gene 16S do DNAr dos micro-organismos selecionados foi
amplificado utilizando o conjunto de oligonucleotideos iniciadores 530F (5’ - TGA CTG
ACT GAG TGC CAG CMG CCG CGG -3’) e 1492R (5° - TGA CTG ACT GAG AGC TCT
ACC TTG TTA CGM YTT - 3”). Como controle de teste, foi utilizado o DNA bacteriano de
uma estirpe de rizobio. A reagdo de PCR teve um volume de 50 puL (2,5mM de MgCl,; 0,25
mM dedNTPs; 0,2 pmol/uL de cada iniciador; 0,06 U/uL de TagDNA polimerase; e tampéao
1X). O sistema de amplificacdo foi realizado em termociclador BIO-RAD T100™
(ThermalCycler), e o perfil térmico de PCR foi de um ciclo inicial de desnaturacdo a 95° C
por 1 min, seguido por 30 ciclos, como segue: desnaturacdo das fitas-molde a 95° C por 40
seg, pareamento dos iniciadores a 58° C por 40 seg e extensdo a 72° C por 1 min. E, um ciclo
final de extensdo a 72° C por 5 min. Ao término das ciclagens, os fragmentos amplificados
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 0,8% e corados com brometo de
etidio (0,5 pg/mL).

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando PEG 8000 20%
NaCl 2,5M, incubados a 37° C por 30 minutos, seguido de centrifugacdo a 13400 rpm por 20
minutos, logo ap6s foi retirado o sobrenadante, adicionado 125 pL de etanol 80%, incubado
por 1 minuto e centrifugados por 2 minutos a 13400 rpm. O sobrenadante foi descartado e
repetiu-se o procedimento anterior. A seguir, deixou-se evaporar o etanol residual sobre a
bancada. Depois de seco, o sedimento foi ressuspendido com agua deionizada em um volume
igual ao inicial de amostra. Incubou-se a amostra por 18 horas a -20° C. O produto purificado

foi quantificado em gel de agarose 0,8% e corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL).
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3.7.3. Sequenciamento e analise das sequéncias parciais do gene 16S rRNA

O material genético foi submetido a reacdo de amplificagho com o Kit
“BigDyeTerminator v3.1 CycleSequencing Kit” (Applied Biosystems®) e o sequenciamento
realizado em sequenciador automatico Applied Biosystems 3130 XL Genetic Analyzer. A
programacdo para amplificacdo em termociclador compreendeu os seguintes ciclos: etapa
inicial a 96°C por 1 minuto, 25ciclos de desnaturacdo a 96°C por 15 segundos, anelamento a
60°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos. O DNA amplificado e marcado foi
purificado antes do seqlienciamento pela adicdo de 10uL de &gua ultrapura esterilizada, 2L
de acetato de aménio 7,5 M e 60 pL de etanol absoluto. A solugéo foi centrifugada a 20.000
rpm por 15 minutos, e o material precipitado lavado com 500 puL de etanol a 70%,
centrifugado (20.000 rpm) por 15 minutos e seco overnight a temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras de DNA foram solubilizadas em solugdo tampdo com formamida,
desnaturadas (96°C, 5 minutos) e analisadas no sequenciador automatico.

As sequéncias do gene 16S rRNA obtidas foram submetidas “on-line” aos aplicativos
“Classifier” e “SEQ MATCH”, pertencentes ao “Ribossomal Database Project-RDP”
(http://rdp.cme.msu.edu/) - banco de sequéncias ribossomais e aplicativos de analise e
alinhamento de seqliéncias 16S rRNA de bactérias e arqueas.

A andlise dos eletroferogramas foi realizada por meio dos programas "Phred, Phrap
and Consed" (GORDON et al., 1998), através do ContGEN, com um minimo de 200 bases e
qualidade "Phred" superior a 20. As sequéncias de nucleotideos geradas foram comparadas
com outras previamente depositadas no banco de dados internacional "GenBank" do National
Center for Biotechonology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta
BLASTN.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Crescimento dos isolados bacterianos em meio sélido com gluten

Dos 115 isolados de rizobactérias avaliados no meio sélido com gluten, 10 cresceram
e formaram halos a partir de 24h (INPA_Ps007, Ps020, Ps021, Ps024, Ps028, Ps076, Ps178,
Ps183, Ps225 e Ps572). Apos cinco dias, o crescimento das colonias foi estabilizado e os
halos atingiram a borda da placa (Tabela 4 e Figura 10). Nas duas temperaturas testadas (26,5°
C e 36,5° C) os isolados foram capazes de crescer e ndo houve diferenca aparente quanto a
capacidade de degradacdo do gluten.

Observa-se, com isso, que entre 0s micro-organismos estudados, 0s dez mostraram
habilidade no crescimento e na quebra desse composto em ambas as temperaturas.

Esses dados foram corroborados apds a avaliagdo pelo método de Oliveira e
Magalhdes (1999), em que se pode observar que a maioria dos isolados apresentaram um
6timo crescimento (valores >3,06) e pelo bom Indice de Degradagio do Gliten (IDG) que
foram maiores que 2 (Tabela 4). Portanto, esses isolados utilizam o gluten como fonte de
carbono para o seu metabolismo e de forma eficiente. Trata-se de um trabalho inédito, pois
ndo ha na literatura dados que mostram atividade na quebra do gluten por rizobacterias ou por
outros micro-organismos de solos.

A Figura 10 mostra os aspectos das coldnias e seus respectivos halos de degradacao do
gluten, observando-se, claramente, que o meio fica transparente nas regides onde houve
quebra da proteina. Quando se compara visualmente os halos ao redor das colénias, nota-se
nitidamente que os isolados INPA_Ps007, Ps020, Ps021, Ps028, Ps076, Ps178, Ps183 e Ps225
mostraram uma degradacdo bem visivel, ao contrario de INPA_Ps024 e Ps572, sem halos
perceptiveis.

Esses dois ultimos isolados, apesar de terem apresentado um bom crescimento (nota
3,2) nos sete dias de incubacdo, mostraram baixo IDG (<1,0 e 1,3 respectivamente). Devido a
isso, esses dois isolados ndo foram usados nos testes subsequentes, concentrando-se 0s
esforcos de pesquisas nos seis melhores.

Os 10 isolados de rizobactérias foram submetidos a caracterizagdo genética para
identificacdo a nivel de género (INPA_Ps007, Ps020, Ps021, Ps024, Ps028, Ps076, Ps178,
Ps183, Ps225 e Ps572).
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Tabela 4 - Indice de degradacio do gliten (IDG) dos isolados bacterianos em meio sélido

contendo 1,0% de gluten apds incubacao a 36,5° C.

24h 72h 120h
Isolados

) Nota? DD DC IDG DD DC IDG DD DC IDG

bacterianos
——— mm —_———

INPA_ Ps007 3,3 8,1 3,8 2,1 12,3 55 2,2 16,7 7.8 2,1
INPA_Ps020 2,7 10,4 3,7 2,8 12,7 51 25 14,3 6,4 2,2
INPA Ps021 3,4 9,3 3,6 2,6 13,5 57 2,4 16,1 7,6 2,1
INPA Ps024 3,2 <10 <10 <10 <1,0 3,3 <1,0 <1,0 43 <1,0
INPA Ps028 3,2 9,0 3,2 2,8 12,0 45 2,7 16,0 7,2 2,2
INPA Ps076 3,7 9,9 43 2,3 13,7 6,0 2,3 16,0 7,7 2,0
INPA Ps178 3,7 6,8 34 2,0 14,1 6,0 2,3 16,7 8,4 2,0
INPA Ps183 2,6 8,0 3,7 2,1 13,0 5,8 2,2 16,6 7.4 2,2
INPA Ps225 3,9 7.8 2.9 2,7 15,5 6,3 25 >17,0 >10,0 =>3,0
INPA Ps572 3,2 54 2,7 2,0 12,9 10,0 1,3 13,0 10,0 1,3

Obs: DD: Diametro da zona de degradacéo, DC: Diametro da coldnia, IDG: Indice de degradagdo do glaten.

! Segundo Oliveira e Magalhées (1999), aos 7 dias de crescimento.
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INPA_Ps007 INPA_Ps076

Figura 10 - Coldnias dos isolados bacterianos e os respectivos halos em meio sélido contendo 1,0% de glaten
apo6s incubagdo a 36,5° C por cinco dias.
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4.2. Caracterizacao genética dos isolados bacterianos

Foi realizada a identificacdo genética dos 10 isolados que apresentaram atividade de
degradacdo do gluten (INPA_Ps007, Ps020, Ps021, Ps024, Ps028, Ps076, Ps178, Ps183,
Ps225 e Ps572). Primeiramente foram caracterizados os seis melhores isolados e,
posteriormente, os demais. Ap6s a extracdo do DNA gendmico, as amostras foram
visualizadas em gel de agarose 0,8% (Figura 11). Em seguida, foi realizada a PCR para o0 gene
16S do DNAr (Figura 12) e a purificacdo das amostras (Figura 13) para posterior

sequenciamento e identificacdo a nivel de género.

Figura 11 — Perfil eletroforético do DNA genémico dos isolados bacterianos: 1- INPA_Ps020, 2- Ps021, 3-
Ps028, 4- Ps076, 5- Ps178, 6- Ps225, observados em gel de agarose a 0,8%.

1000pb

Figura 12 — Perfil eletroforético do gene 16S do DNAr dos isolados bacterianos: 1- Marcador de 1kb
(ThermoScientific), 2- INPA_Ps020, 3- Ps021, 4/5- Ps028, 6- Ps076, 7- Ps178, 8- Ps225, 9- controle negativo,
agua deionizada, observados em gel de agarose a 0,8%.

1000pb

Figura 13 — Perfil eletroforético da purificagdo das amostras com PEG 8000: 1- Marcador de 1kb
(ThermoScientific), 2- INPA_Ps020, 3- Ps021, 4- Ps028, 5- Ps076, 6- Ps178, 7- Ps225, observados em gel de
agarose a 0,8%.
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Com base nos resultados obtidos, apds o sequenciamento do gene 16S do DNAr e a
comparagdo nos bancos de dados do “GeneBank” e do “RDP Ribossomal”, os seis melhores
isolados (INPA_Ps020, Ps021, Ps028, Ps076, Ps178, Ps225) foram classificados como do
género Paenibacillus sp. (contigs e analise dos dados em anexo).

Por apresentarem caracteristicas morfologicas e bioldgicas diferentes entre si,
conforme poderd ser comprovado com os resultados deste trabalho, as seis rizobactérias
caracterizadas geneticamente serdo consideradas, a partir deste ponto da tese, para fins de
discussdo dos resultados, como “estirpes de Paenibacillus sp.”

Essas bactérias sdo bastantes estudadas, prova disso esta no banco de dados do NCBI,
onde estdo depositados mais de 30 mil sequéncias de nucleotideos associadas a diversas
espécies do género Paenibacillus e, cerca de 50 genomas sequenciados. Além de sequéncias
de aminoécidos associadas a inimeras proteinas relacionadas as suas fungdes metabdlicas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/?term=Paenibacillus).

Paenibacillus polymyxa, uma das rizobactérias mais importantes na area agricola e
biotecnoldgica, consiste de um cromossomo circular com ~6Mb e um plasmideo com
~400.000 pb (algumas estirpes ndo possuem plasmideo). Apresenta em seu Cromossomo
milhares de genes, a maioria deles envolvidos na sintese de enzimas hidroliticas, enquanto
gue no seu plasmideo, 345 genes foram caracterizados, entre eles os que codificam proteinas
envolvidas nos processos vitais desse micro-organismo. Possuem também moléculas néo-
ribossomais, ou seja, aquelas geradas a partir do metabolismo secundario, incluindo a
polimixina e a fusaricidina, potentes agentes antimicrobianos (JEONG et al., 2011; MA et al.,
2011; NIU et al., 2011; KIM et al., 2010).

As espécies desse género sdo bastante visadas por tratarem-se de rizobactérias altamente
eficientes para o crescimento de plantas e por sua qualidade na producdo de moléculas com
inimeras fungbes biologicas, que podem ser utilizadas em varias areas no ambito
biotecnoldgico (agricultura e satde) (GLICK, 2014; VESSEY, 2003). E o presente trabalho,
no entanto, revela mais uma nova fungdo bioldgica para esse género.

Os isolados bacterianos INPA_Ps007 e Ps572 foram caracterizados geneticamente
como do género Burkholderia sp., o isolado INPA_Ps024 foi caracterizado como pertencente
ao género Rothia sp. e o isolado INPA_Ps183 pertencente ao género Bradyrhizobium sp. Os

dois primeiros géneros sdo conhecidos na area médica devido a sua patogenicidade em
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humanos, portanto, ndo sdo de interesse para 0 presente trabalho. Enquanto que o ultimo
género, comumente conhecido como rizébio, sdo rizobactérias muito comuns em leguminosas
e de utilidade na agricultura.

Portanto, para os demais estudos foram utilizadas somente as seis estirpes de
Paenibacillus sp. (INPA_Ps020, Ps021, Ps028, Ps076, Ps178, Ps225).

4.3. Caracterizacao bioldgica das estirpes de Paenibacillus sp.

As seis melhores estirpes de Paenibacillus sp. (INPA_Ps020, Ps021, Ps028, Ps076,
Ps178 e Ps225) foram avaliadas quanto a sua funcéo bioldgica na degradacgéo do gluten.

As estirpes mostraram crescimento diferente nos trés meios liquidos testados, em que
o melhor meio foi o MG. Essas diferencas podem ser observadas pelas escalas das
concentracOes de células bacterianas nos trés meios. No meio com manitol (Figura 14A), as
concentracdes das bactérias ndo atingiram 7x10° cel/mL™ até o oitavo dia de crescimento,
enquanto que no meio com glaten (Figura 14B), todas, exceto a INPA _Ps076 apresentaram
concentracdes de células superiores a 40x10° cel/mL™ no quarto dia, com a INPA_Ps225
ultrapassando 140x10° ccel/mL™. No meio contendo manitol e gliten (Figura 14C), todas as
seis bactérias cresceram melhor, com duas delas (Ps_020 e Ps 178) ultrapassando a
concentracdo de 200x10° cel/mL™,

Gu et al. (2010), ao estudarem diferentes cepas de P. polymyxa cultivadas em meio
liquido propicio (ricas fontes de carbono e nitrogénio) verificaram um rendimento maximo
(6,5 x 10°/mL UFC) dessas bactérias em até 15 horas a uma temperatura de 28-32° C. Talvez
as seis estirpes de Paenibacillus sp. estudadas ndo cresceram téo eficientemente por terem
sido cultivadas a temperatura de 26,5° C, sendo que o ideal seria acima de 30° C.

Naturalmente, compostos quimicos que possuem carbono e nitrogénio em sua
composicdo podem ser fonte de nutrientes para o crescimento microbiano presente na
rizosfera (BAIS et al., 2006). Esses nutrientes sdo encontrados em abundéncia nos solos das
florestas favorecendo a diversidade de micro-organismos, que podem ter inimeras fungdes
bioldgicas, incluindo, as intera¢cbes com plantas que mostram muitas vezes um efeito positivo
(FIGUEIREDO et al., 2007).

Com toda essa diversidade, a possibilidade da existéncia de genes com propriedades

funcionais novas sdo gigantescas, principalmente quando se compara micro-organismos dos
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N de Bactérias x 105/mL

solos amazonicos, onde a luta por sobrevivéncia é maior (VALE JUNIOR et al., 2011). Por
isso, a qualidade destes organismos que apresentam caracteristicas diferenciadas se destaca.
De acordo com os dados do presente trabalho, as estirpes de Paenibacillus sp. tiveram
um melhor crescimento no meio que havia dois tipos diferentes de fontes de carbono
(carboidrato e proteina), isto €, 0 meio com manitol e glaten. A presenca ndo s6 de carbono,
mas também de nitrogénio favoreceu para um ambiente rico e diverso, inclusive mais
parecido com o ambiente natural das rizobactérias, possibilitando, provavelmente, um

metabolismo mais rapido para essas bactérias.

Meio Manitol (M)

N de Bactérias x 105/mL
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Meio Gliten (G)

160 -
140 |
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Figura 14. Crescimento das estirpes de Paenibacillus sp. em trés meios liquidos: A) manitol 1,0% (M), B) gluten
0,2% (G) e C) manitol 1,0% + glten 0,2% (MG). Populagdes de células x10%/mL™.
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As bacteérias cultivadas nos meios M e MG mostraram uma pequena diferenca quanto a
capacidade de degradacdo do gluten nas diferentes concentrac6es celulares quando incubadas
em meio agar-glaten em temperaturas distintas (26,5° e 36,5° C). Provavelmente, a presenca
do glaten no meio MG durante a incubagdo dessas bactérias resultou em uma produgéo de
metabolitos capazes de degradar essa proteina e que ja estava presente no meio, diferente
daquelas que foram incubadas somente com manitol (Tabela 5; Figura 15).

Song et al. (2012) quando incubaram cepas de Paenibacillus em meios diferentes (com
quitina e sem quitina) detectaram um maior nimero de isozimas quitinases no meio com
quitina. Possivelmente, essa proteina atua como um indutor na expressdo de genes para a
quitinase.

O que se sugere para o presente trabalho é que as bactérias quando cultivadas em meio
liqguido MG produziram metabdtitos capazes de degradar o gluten e os liberaram para 0 meio
extracelular. Contudo, os isolados que ndo tiveram contato com o gluten anteriormente
(cultivo em meio M), provavelmente, produziram moléculas degradadoras do gluten em
menor quantidade ou sé as produziram a partir do momento que entraram em contato com
esse composto quando incubado em meio sélido, dai o halo de degradacéo ser menor.

Isso pode ser comprovado pelos testes com o0s extratos brutos dessas bactérias em
meio sélido, em que aqueles obtidos do meio M ap6s 8 dias de cultivo ndo foram positivos
para a quebra do gluten, ja os extratos brutos das seis estirpes que foram cultivadas em meio
MG apresentaram atividade de quebra dessa proteina. Enquanto que somente 0s extratos
obtidos das estirpes INPA _Ps076 e Ps178 cultivadas em meio G apresentaram essa
propriedade, todos apos 24h de incubacédo (Tabela 6; Figura 16).

As estirpes Ps_225 e Ps_178 cultivadas em meio MG mesmo a uma concentragéo de
10" mostraram uma capacidade de degradacio semelhante aquelas de concentraces maiores
(10°, 10° e 10") quando incubadas a 36,5° C. Talvem essas bactérias apresentem metabdlitos
mais potentes na quebra do gldten quando comparadas as demais estirpes (Tabela 5; Figura
15).
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Tabela 5. indice de degradacdo do gliten obtido pela atividade das estirpes de Paenibacillus
sp. em diferentes concentragdes celulares (mL™) incubadas em meio sélido contendo 1,0% de

glaten.
Estirpes ] Temperatura a 26,5° C Temperatura a 36,5° C
INPA Cultivo 10* 10° 10° 10’ 10* 103 10° 107
mm
Ps020 M 2,0 2,5 3,0 4,0 2,0 2,5 3,0 4,0
MG 2,2 3,0 3,2 >4,0 2,8 >40 >40 >40
Ps021 M 1,7 2,1 3,2 3,2 1,8 2,9 >40 >4,0
MG 3,0 >40 >4,0 >4,0 3,0 >40 >40 >40
Ps028 M 2,0 * * * 2,0 * * *
MG 2,4 2,5 3,0 >4,0 3,0 >40 >40 >4,0
Ps076 M 18 2,0 2,3 2,8 2,0 3,3 >40 >4,0
MG 2,0 2,9 31 34 3,3 3,5 >40 >4,0
Ps178 M 15 2,1 2,6 >4,0 3.4 4,0 >40 >4,0
MG 2,7 4,0 >4,0 >4,0 3,8 >40 >40 >4,0
Ps225 M 1,8 3,0 3,2 3.8 2,2 3,0 40 >40
MG 3,0 31 3,4 >4,0 4,0 >40 >40 >40

Obs.: M: cultivo das bactérias em meio liquido contendo 1,0% de gluten; MG: cultivo da bactéria em meio liquido contendo 1,0% de manitol

+ 0,2% gluten. (*) Sem crescimento e sem halo de degradacéo.
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Figura 15 - Halos de degradacéo do gltten da estirpe INPA_Ps225 a diferentes concentracdes celulares (10, 10°,
10° e 10’ / mL™) em meio sélido contendo 1,0% de gliten e incubadas a 26,5° C e 36,5° C. M:
cultivo da bactéria em meio liquido contendo 1,0% de manitol; MG: cultivo da bactéria em meio
liquido contendo 0,2% de glaten + 1,0% de manitol.
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Tabela 6. Degradacdo do glaten em meio solido pelos extratos brutos das estirpes de
Paenibacillus sp., incubacgéo a temperatura de 36,5° C.

Presenca de Halo de Transparéncia

Extratos _
) 18h 3°dia
Bacterianos

M MG G M MG G
INPA_Ps020 - + - - + -
INPA _Ps021 - + - - + -
INPA _Ps028 - + - - + -
INPA _Ps076 - + + - + +
INPA Ps178 - + + - + +
INPA_Ps225 - + - - + -

Obs.: M: cultivo das bactérias em meio liquido contendo 1,0% de manitol; MG: cultivo da bactéria em meio liquido contendo 1,0% de
manitol + 0,2% de gluten.

INPA_Ps020 INPA_Ps076 INPA_Ps178

Figura 16 - Halos de degradacdo do glaten pelos extratos brutos das estirpes de Paenibacillus sp. ap6s 8 dias de
cultivo em meio liquido MG (1,0% manitol + 0,2% gluten); incubacéo a 36,5° C em meio solido
contendo 1,0% de glaten.
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Esses mesmos extratos foram diluidos de 2x até 128x para verificar o potencial de
diluicho dos metabdlitos degradadores do gluten. Os extratos brutos, das estirpes
INPA_Ps020, Ps021, Ps028 e Ps076 cultivadas em meio liquido MG apresentaram atividade
bioldgica na quebra do gliten, mesmo diluidos 8x. Enquanto que o extrato de Ps225 mostrou-
se mais potente entre os demais, apresentando halos mesmo quando diluido 16x (Tabela 7,
Figura 17).

Os extratos brutos, das seis estirpes de Paenibacillus sp. cultivadas em meio MG e das
INPA Ps076 e Ps178 cultivadas em meio G, que apresentaram atividade metabolica de
quebra do gluten foram submetidos a velocidade de 14000 rpm de centrifugacdo para uma
tentativa de separacdo de metabdlitos leves e pesados. Separou-se o sobrenadante do que
estava no fundo dos microtubos (precipitado), testando-os separadamente quanto a capacidade
de degradar o glaten. De acordo com a Tabela 8, os extratos brutos de todas as estirpes
cultivadas em meio MG apresentaram metabolitos leves e pesados com capacidade de quebra
do gluten. Ja os extratos brutos obtidos de INPA Ps178 apresentaram somente metabolitos
pesados com capacidade de quebra dessa proteina.

Em estudos semelhantes, a atividade antimicrobiana do extrato bruto de Paenibacillus
polymyxa exibiu um grupo de antibioticos encontradas no sobrenadante (DENG et al., 2011a).
Ja o resultado de ensaio antifingico com o extrato do sedimento de células e do sobrenadante
no trabalho de Song et al. (2012) mostrou que o extrato de células tinha uma elevada atividade
antifangica, mas a fracdo sobrenadante teve uma fraca atividade, implicando que o composto
antifungico poderia estar firmemente associado as células bacterianas.

Isso mostra que esses micro-organismos tem uma diversidade de moléculas (simples
ou leves, complexas ou pesadas) com inumeras func@es, que ainda precisam ser identificadas

e caracterizadas.
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Tabela 7 - Diametros dos halos de degradacdo do gluten a partir de diferentes diluicdes dos
extratos brutos das estirpes de Paenibacillus sp. cultivadas em meio liquido MG e
obtidos a partir de diferentes tempos de incubacao.

Didmetros dos Halos de Transparéncia

Extratos 24h 4 dias 8 dias

INPA 2X 4x 8x 2X 4x 8x 2X 4x 8x 16x

mm

Ps020 13,0 - - 121 11,3 - 16,3 147 12,7 -
Ps021 - - - 14,0 12,2 11,9 16,9 14,3 114 -
Ps028 - - - 16,2 11,9 - 18,6 147 12,0 -
Ps076 - - - 14,5 13,8 12,5 15,5 13,6 11,8 -
Ps178 - - - - - - 18,3 17,0 - -
Ps225 - - - - - - 17,5 15,2 11,6 9,9

Obs.: (-) Sem halo de degradagéo visivel.

PsO

28 - 4 dias

B iy, N

Figura 17 - Halos de degradacédo do gliten em meio sélido a partir de diferentes dilui¢des (2x, 4x, 8x e 16x) dos
extratos brutos das estirpes de Paenibacillus sp.
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Tabela 8 - Degradacdo do gluten pelos extratos brutos das estirpes de Paenibacillus sp.
cultivadas em dois meios liquidos e em condi¢bes de centrifugacdo diferente
(precipitado e sobrenadante).

Extratos Didmetros dos Halos de Transparéncia

INPA Meio MG (Manitol + Glaten) Meio G (Gluten)

Prec. Sobren. Prec. Sobren.
mm

Ps020 11,5 11,5 - -
Ps021 10,3 10,6 - -
Ps028 14,2 13,5 - -
Ps076 11,5 14,0 10,7 10,9
Ps178 11,9 15,8 12,3 -
Ps225 9,0 9,9 - -

Obs.: Cultivo das bactérias até o oitavo dia de crescimento. MG: meio liquido contendo 1,0% manitol + 0,2% glaten; G: meio liquido
contendo 0,2% gluten. (-) Sem halo de degradacéo visivel.

Os extratos brutos das seis estirpes cultivadas em meio liquido MG foram testados em
diferentes temperaturas (36° a 96° C). Todos 0s seis apresentaram atividade na quebra do
gliten em meio &gar-glaten nas temperaturas 36°, 46° e 56° C dentro de 24h. O extrato do
isolado Ps225 foi o que apresentou o maior halo de transparéncia a temperatura de 36°C,
enguanto que o extrato de Ps076 foi o que apresentou o maior halo de transparéncia a uma
temperatura de 56° C (Tabela 9, Figura 18).

No entanto, quando os extratos foram exposto as temperaturas de 66° a 96°C,
perderam suas propriedades degradadoras do gluten, sugerindo que nessas temperaturas seus
sitios de atividades foram desativados.

Os extratos brutos das mesmas estirpes cultivadas em meio liquido MG foram também
submetidos a diferentes pHs (2 - 9). Todos 0s seis apresentaram atividade na quebra do gluten
em meio agar-glaten no pH 7. O extrato bruto de Ps021 apresentou atividade tanto em pH
acido como basico (pHs 5, 6 e 9), enquanto que a maioria dos extratos apresentou melhor
atividade em pH acido. Somente o extrato de Ps178 mostrou atividade apenas nos pHs neutro
e bésico (8,0) (Tabela 10, Figura 19).

As moléculas presentes no extrato bruto dessas estirpes mostram uma Otima funcéo
em temperatura de 36° C e pH 7, sendo essas as ideias no corpo humano. Basta, no entanto,
aprofundar os estudos na identificacdo dessas moléculas e caracteriza-las a fim de poderem

ser utilizadas como alternativas para os portadores da doenca celiaca.
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Tabela 9 - Diametros dos halos de degradacdo do gluten a partir dos extratos brutos das
estirpes de Paenibacillus sp. submetidos a diferentes temperaturas.

Diametros dos Halos de Transparéncia

Extratos
24h 3 dias
INPA
36°C 46° C 56° C 66-96°C 36°C 46° C 56° C 66-96°C
mm
Ps020 18,8 14,6 13,8 - 19,6 22,3 22,9 -
Ps021 12,1 12,4 15,2 - 17,8 13,5 21,2 -
Ps028 12,7 12,0 10,8 - 20,1 19,2 14,9 -
Ps076 14,3 13,1 16,7 - 18,4 19,0 24,1 -
Ps178 15,9 20,2 15,3 - 19,5 22,8 21,2 -
Ps225 22,2 13,4 13,5 - 30,2 18,1 20,5 -

Obs.: (-) Sem halo de degradagéo visivel.

Figura 18 - Halos de degradagdo do gluten pelos extratos brutos das estirpes de Paenibacillus sp. ap6s choques
térmicos em diferentes temperaturas.
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Tabela 10 - Diametros dos halos de degradacdo do glaten a partir dos extratos brutos das
estirpes de Paenibacillus sp. submetidos a diferentes pHs.

Diametros dos Halos de Transparéncia

Extratos
pH 2 pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH9
mm

Ps020 - - 13,2 13,2 - 14,0 ) )
Ps021 - - - 13,9 11,8 12,1 } 12,3
Ps028 - - - 10,5 - 11,0 ) )
Ps076 - - - - 12,2 14,1 ) )
Ps178 - - - - - 13,5 11,5 -
Ps225 - - . 13,9 - 12,8 - -

Obs.: (-) Sem halo de degradagao visivel.

Figura 19 - Halos de degradacdo do glaten a partir dos extratos brutos das estirpes de Paenibacillus sp.
submetidos a diferentes pHs.

61




4.4. Caracterizacao fenotipica das estirpes de Paenibacillus sp.

A maioria das estirpes de Paenibacillus apresentou caracteristicas semelhantes quanto
a morfologia das coldnias. As estirpes INPA_Ps020, Ps021 e Ps028, apresentaram col6nias
com a forma circular e borda irregular; as col6nias das INPA_Ps020, Ps076 e Ps178
evidenciaram uma borda regular na superficie. As colonias da INPA_Ps076 foram as Unicas
que apresentaram uma forma irregular, uma densidade Optica transldcida e bastante viscosa no
meio YMA. As col6nias das demais estirpes nesse mesmo meio apresentaram uma densidade
Optica opaca e uma consisténcia aquosa e no meio YMA com gluten todas apresentaram uma
caracteristica pastosa.

As que cresceram em meio YMA apresentaram col6nias maiores (diametro variando
de 1 até 12 mm) em relacdo aos que cresceram em meio YMA com glaten, predominando
nesse Ultimo, a ocorréncia de coldnias pequenas (0,2 a 4 mm de didmetro, poucas colbnias

atingiram um diametro de até 8 mm) (Tabela 11; Figura 20).

Tabela 11 - Caracterizacdo morfoldgica das estirpes de Paenibacillus sp. apés 7 dias de
incubacdo a temperatura de 36,5° C.

Forma/Bordada Didmetro Densidade Producdo de

Isolados Cultivos
colbnia (mm) Optica goma
INPA_Ps020 M Circular/Irregular 0,8-8,0 Opaco Aguosa
INPA_Ps020 G Circular/Irregular 0,7-7,0 Opaco Pastosa
INPA _Ps021 M Circular/lrregular ~ 0,7-10,0 Opaco Aguosa
INPA_Ps021 G Circular/Irregular 0,2-4,0 Opaco Pastosa
INPA_Ps028 M Circular/Irregular 1,0-7,0 Opaco Aguosa
INPA_Ps028 G Circular/Irregular 0,2-7,0 Opaco Pastosa
INPA_Ps076 M Irregular/Regular 2,0-10,0 Translicido Gomosa
INPA_Ps076 G Irregular/Regular 1,0-6,0 Opaco Pastosa
INPA_ Ps178 M Circular/Regular 1,0-8,0 Opaco Aquosa
INPA_ Ps178 G Circular/Regular 0,2-5,0 Opaco Pastosa
INPA_ Ps225 M Circular/Regular 1,0-12,0 Opaco Aquosa
INPA _Ps225 G Circular/Regular 0,8-8,0 Opaco Pastosa

Obs.: M: meio YMA; G: meio YMA com gluten.
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Todas as estirpes de Paenibacillus mostraram reacdo acida (coloracdo amarela na
presenca do indicador azul de bromotimol) no meio YMA (VINCENT, 1970) (Figura 20). De
acordo com a coloragdo de Gram todas apresentaram uma coloragédo roxa, portanto, Gram-
positivas e forma de bastonete (Figura 21); também tiveram reacdo positiva para a enzima
catalase. Caracteristicas essas tipicas para o género.

Outra caracteristica morfoldgica distinta para o género € a disposicéo das colonias em
meio agar, que podem ser caracterizadas como morfotipos diferentes entre as estirpes.
PadrGes morfotipo T em meio agar sdo caracterizados por ramificacdo crescente na ponta,
com ramos finos e contorcidos. Novos ramos sdo formados como ramos laterais dos ramos
existentes (Figura 22). PadrGes morfotipo V quando cultivados em &gar apresentam
morfologia em vértice, onde uma gota de células leva cada ramo, cada gota consiste em até
milhdes de células que giram em torno de um centro comum (COHEN et al., 2000).

Algumas espécies formam coldnias complexas em que ha consideravel movimento por
meio dos flagelos e interacdo celular, formando uma caracteristica tipica. O comprimento
celular pode também aumentar consideravelmente em meio-agar a 42° C (INGHAM e
JACOB, 2008).
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Figura 20 - Estirpes de Paenibacillus sp. estriadas em diferentes meios: agar-Glaten (YGA), agar-Manitol
(YMA) e agar-Manitol + azul de bromotimol (YMA-B) a uma temperatura de 36,5° C e pH 7.

64



- ’ -
‘4" - "\

] Y
\ T s
R o . -

~ e

‘.(/‘ - =ig ’ ’
o AR i L Ui

.’ »

Figura 21 - Fotomicrografia de células Gram positivas em forma de bastonete de Paenibacillus sp. (aumento
total de 1000x em microscépio optico).

Figura 22 - Caracteristica morfol6gica das col6nias: A) Paenibacillus sp. (estirpe Ps_020, presente trabalho) em
&gar manitol; incubagdo a 36,5° C por 7 dias; B) Paenibacillus sp. Y412MC10 em agar triptona;
incubacéo a 37° C por 7 dias (MEAD et al., 2012).

A estirpe Ps_076 mostrou uma consisténcia bastante viscosa e translucida, associada a
producéo de exopolissacarideos (Figura 23).

Espécies de Paenibacillus sdo capazes de produzir exopolissacarideos (muco) que
podem apresentar inumeras func¢Ges bioldgicas. P. jamilae é capaz de produzir esse muco em
diferentes condi¢cbes de crescimento (pH 5-8 a uma temperatura variando de 25° a 40° C).
Porém, em condi¢des 6timas, pH 7 e temperatura de 30° C, atingem uma quantidade maxima
durante a fase estacionéria de crescimento (apds 72h de cultivo) (MORILLO et al., 2007). O
muco, quando modificado quimicamente (acetilado, fosforilado ou benzilado), pode
apresentar atividades anti-oxidantes e anti-tumorais in vitro, exibindo reducdo de radicais

livres e atividade antiproliferativa de células cancerigenas (LIU et al., 2012).
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Diversos compostos com diferentes fontes orgéanicas (C e N) influenciam na producao
de exopolissacarideos. Os meios utilizando agtcares como fonte de carbono faz com que os
micro-organismos produzam mais muco, enquanto que 0S que crescem em com proteinas
como fonte de N produzem um menor teor de muco. Ha uma variedade de exopolissacarideos
produzidos por P. polymyxa, dependo do tipo de estirpes, condi¢Bes de cultura e composicao
do meio. Testes in vivo do muco mostraram baixa toxicidade em ratos, aléem dos efeitos
antioxidantes e antitumoral (RAZA et al., 2011; LIU et al., 2010; RUIZ-BRAVO et al., 2001).

Figura 23 - Colénias de Paenibacillus sp. (estirpe INPA_Ps076) evidenciando a presenca de exopolissacarideos,
muco, em placa com meio YMA (aumento total de 5x).

As espécies de Paenibacillus, de acordo com o presente trabalho e varios outros
associados a suas atividades bioldgicas, mostram um elevado potencial biotecnoldgico. Sao
rizobactérias que podem ser encontradas em diferentes nichos - solos, rizosfera e raizes de
diversos vegetais. Foi observado que na rizosfera estd envolvida na fixa¢do do nitrogénio, na
solubilizacdo de minerais, na regulacdo do crescimento da planta e na producdo de
antibidticos. E capaz também de produzir uma variedade de enzimas, metabdlitos secundarios
e exopolissacarideos com inimeras fungdes. Juntamente com essas propriedades, esta a sua
capacidade de formar esporos o qual Ihe permite resistir a uma grande variedade de estresses
ambientais, tornando essa espécie um promissor agente biotecnol6gico em varios processos
industriais (LAL e TABACCHIONI, 2009).

Pretende-se com esses resultados aprofundar os estudos com as proteases dessas
bactérias visando utiliza-las como supridoras de metabdlitos ou enzimas, em beneficio das

pessoas com doenca celiaca.
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5. CONCLUSOES
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Cerca de 10% das rizobactérias testadas apresentaram habilidade de degradar o gluten,
sendo elas: INPA_Ps007, Ps020, Ps021, Ps024, Ps028, Ps076, Ps178, Ps183, Ps225 e Ps572.

As seis melhores rizobactérias (INPA_Ps020, Ps021, Ps028, Ps076, Ps178, Ps225)

foram identificadas taxonomicamente como Paenibacillus spp.

Essas Paenibacillus sp. apresentaram melhores crescimentos em meio contendo manitol

e glaten, quando comparados nos meios somente com gldten ou somente manitol.

A presenca do gluten no meio de cultura contendo manitol foi essencial para que as
estirpes de Paenibacillus sp. INPA_Ps020, Ps021, Ps028, Ps076, Ps178 e Ps225 produzissem

extratos com atividade degradadora dessa proteina.

A maioria dos extratos brutos dessas Paenibacillus sp. apresentaram acdo degradadora

do gluten até na diluicdo de oito vezes aos 8 dias de crescimento em meio de cultura MG.

O extrato bruto da estirpe INPA_Ps178 mostrou atividade degradadora do glaten até na
diluicdo de quatro vezes e o da INPA_Ps225 até na diluigdo de 16 vezes aos 8 dias de

crescimento em meio de cultura MG.

Apenas 0s extratos produzidos pelas estirpes INPA Ps076 e Ps178 em meio contendo

somente gluten apresentaram a capacidade de degradar essa proteina.
Os extratos brutos das seis estirpes estudadas apresentaram acdo degradadora do glaten
entre as temperaturas de 36° a 56° C, mas perderam essa habilidade entre as temperaturas de

66°a 96° C.

Houve uma influéncia do pH na capacidade desses extratos brutos em degradarem o

gluten, com o pH neutro (7,0) sendo o mais adequado para todos eles.
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6. PERSPECTIVAS
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Este trabalho pode ser complementado com os seguintes estudos:

Identificacdo taxondmica a nivel de espécie das seis estirpes de Paenibacillus sp. por

meio de ferramentas moleculares e/ou bioquimicas;

Isolar e caracterizar os metabolitos degradadores do glaten por cromatografia liquida

de alta performance ou por espectrometria de massas;

Quantificar o gluten nos meios onde houve o cultivo das estirpes de Paenibacillus sp.
ou por meio dos extratos isolados dessas bactérias pela técnica de Elisa, para
confirmar a quebra dessa proteina e o potencial de degradacdo pelas rizobactérias a

fim de poder utiliza-las como alternativas para o tratamento da doenca celiaca.
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ANEXO

Contigs — primers: 542F e 1492R

> Contigl_INPA_Ps028
ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTTAGTCTGGTGTTTAATCCCCAGGCTCAACTTCCGGTCGCACTGGAAACTGG
GGAGCTTGAGTGCAGAAAAAGAGAGTGGAATTCCCCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGT
ACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTGGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGGCCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGCTTAGTTGCCAGCAGGTC
AAGCTGGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGGGGGGAGGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCCC
TGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGAAGGGAAGCCGGGAGGGGGAGCCAATCCTAGAAAAGCCGGTCTC
AGTTGGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTGGGAATTGTTAGTAATCGGGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGTTTTGTACACACCGCCCGTCACCCCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGCAAGGGCCCA

22 httpy//blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi pP~c || £ NCBI Blast: Contigl_529 x | |

View Favorites Tools Help
TS ICES PTG g g TG T oG TIeT IS

Select All None Selected 0

it Alignments o
Description Max score ;r:‘:: S::: vaIIEue Ident Accession
[0 Paenibacillus jamilae strain NBI 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1537 1537 99% 00 98% Jx493909 1
[ Paenibacillus polymyxa strain JK-25 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1526 1526 99% 0.0 97% J0283973.1
[] Paenibacillus polymyxa partial 165 rRMA gene, strain KCTC 3627, clone 26 =gb 1526 1526 99% 0.0 97% HE981791.1
[] Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene, strain KCTC 3627, clone 25 1526 1526 99% 0.0 97% HE981790.1
[J Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 24 1526 1526 99% 00 97% HE981789 1
[0 Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 20 1526 1526 99% 00 97% HE281735.1
[0 Ppaenibacillus polymyxa partial 16S rRNA gene, strain KCTC 3627, clone 6 1526 1526 99% 0.0 97% HE981771.1
[] Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene, strain KCTC 3627. clone 1 1526 1526 99% 0.0 97% HEQE1766.1
[ Paenibacillus polymyxa M1 main chromosome, complete genome 1526 21239 100% 0.0 97% HEST7054.1
[ Paenibacillus polymyxa SC2, complete genome 1526 21241 100% 0.0 97% CP002213.1
[ Paenibacillus sp. RA4 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1526 1526 99% 00 97% GUI79221 1
[ Paenibacillus sp. S151 16S ribosomal RMA gene. partial seguence 1526 1526 99% 0.0 97% GU328690.1
[ Paenibacillus polymyxa strain 1203 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 1526 1526 100% 0.0 97% EU982510.1
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rootrank Root (1] [query sequences) show printer friendly results | download as text file | [options |

domain Bacteria [1)

phylumn Firmicutes [1)
class Bacilli (1)

order Bacillales 1)

farnily Paenibacillaceae 1 (1]
genus Paesnibacillus (1)
seqmatch_seq [view selectable matches]
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> Contig2_ INPA_Ps178

GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTTAGTCTGGTGTTTAATCCCCAGGCTCAACTTCCGGTCGCACTGGAAACTGGGGAG
CTTGAGTGCAGAAAAAGAGAGTGGAATTCCCCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTGGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGGCCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGTTTAGTTGCCAGCAGGTCAAGC
TGGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGGGGGGAGGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGAAGGGAAGCCGGGAGGGGGAGCCAATCCTAGAAAAGCCGGTCTCAGTT
GGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTGGGAATTGTTAGTAATCGGGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGTTTTGTACACACCGCCCGTCACCCCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGCAAGGGCCCAGCCGCC

G

= http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi P~-a || = NCBI Blast:Contig2_Fab x | |

t View Favorites Tools Help

Total Query E

Description Max score score | cover | value Ident Accession
[ Paenibacillus polymyxa strain 1203 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1537 1537 100% 00 97% EU9325101
[] Paenibacillus izmilae sirain NB| 16S ribosomal RNA gene. parfisl sequence 1535 1535 98% 0.0 98% JX408900.1
[] Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene_ strain KCTC 3627, clone 26 =gb 1535 1535 100% 00 97% HE9317911
[ Paenibacillus polvmyxa partial 168 fRNA gene. strain KCTC 3627, clone 25 1535 1535 100% 0.0 97% HE981790.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 16S rRNA gene, strain KCTC 3627, clone 24 1535 1535 100% 0.0 97% HE981789.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene_strain KCTC 3627 clone 20 1535 1535 100% 00 97% HE9817851
[ Paenibacillus polymyxa partial 16S rRNA gene. strain KCTC 3627, clone & 1535 1535 100% 0.0 97% HEQ21771.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 1 1535 1535 100% 00 97% HE931766.1
[] Paenibacillus sp. JCM 2037 gene for 165 ribosomal RMA, partial sequence 1535 1535 100% 0.0 97% ABG20757.1
[] Paenibacillus polymyxa M1 main chromosome, complete genome 1535 21377 100% 0.0 97% HES77054.1
[ Paenibacillus polymyxa SC2, complete genome 1535 21383 100% 0.0 97% CP0022131
[ Bacillus subilis sirain 1JW11 15S ribosomal RNA gene, partial sequence 1535 1535 100% 0.0 97% GU991853 1
[ Paenibacillus sp. RA4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1535 1535 100% 0.0 97% GUIT9221.1
[1 Paenibacillus sp. 5151 165 ribosomal RMNA gene. partial sequence 1535 1536 100% 0.0 97% GU328690.1
[ Paenibacillus polymyxa strain 1178 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1535 1535 100% 0.0 97% EU982504.1
M1 Barillie cuhfilic ienlata B7 1RS rihnenmal PAA nana nartial comianra 1R3FR 41ER2R 1nnes nn a7eL BI04 4
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>Contig3_ INPA_Ps076

ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTTAGTCTGGTGTTTAATCCCGAGGCTCAACTTCCGGTCGCACTGGAAACTGG
GGAGCTTGAGTGCAGAAAAAGAGAGTGGAATTCCCCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCACC
CCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGT
ACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTGGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGGCCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGCTTAGTTGCCAGCAGGTC
AAGCTGGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGAAGGGAAGCCGCGAGGGGGAGCCAATCCTAGAAAAGCCGGTCTC
AGTTGGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTGGGAATTGTTAGTAATCGGGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGTTTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGCAAGGGCCCAGC

)| 22 http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

L~ H £ NCEI Blast:Contig3_EF4

- |

=

it View Favorites Tools Help

i Alignments

o

Description

Paenibacillus jamilae strain MBI 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Paenibacillus polymyxa strain 1203 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene strain KCTC 3627, clone 26 =gb

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. sirain KCTC 3627, clone 25

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRMA gene, sirain KCTC 3627, clone 24

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene, strain KCTC 3627, clone 20

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene, strain KCTC 3627, clone 6

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRMA gene, sirain KCTC 3627, clone 1

Paenibacillus sp. JCM 8037 gene for 165 ribosomal RMA. partial sequence

Paenibacillus polymyxa M1 main chromosome, complete genome

Paenibacillus polymyxa SC2. complete genome

Bacillus subtilis strain 1JW11 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence

Paenibacillus sp. RA4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

oooooooooooogano

Paenibacillus sp. 5151 165 ribosomal RNA gene. partial sequence

]

Max score

1559
1562
1550
1550
1550
1550
1550
1550
1550
1550
1550
1550
1550
1550

Total
SCore

1559
1552
1550
1550
1550
1550
1550
1550
1550
21579
21584
1550
1550
1550

Query
cover

99%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

E

value
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
00
00
0.0
0.0
00
0.0

Ident

98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

Accession

JX488909.1
EU982510.1

HE981791 1

HE281790.1

HE221789.1

HE981785 1

HEZ81771.1

HES81766.1

ABGBITHT 1

HES77054.1

CP002213.1
GU991853 1
GU979221 1

GU328690.1
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> Contig4_ INPA_Ps021

TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTTAGTCTGGTGTTTAATCCCGAGGCTCAACTTCCGGTCGCACTGGAAACTG
GGGAGCTTGAGTGCAAAAAAAGAGAGTGGAATTCCCCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGGCCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGCTTAGTTGCCAGCAGGTC
AAGCTGGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGAAGGGAAGCCGCGAGGGGGAGCCAATCCTAGAAAAGCCGGTCTC
AGTTGGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTGGGAATTGTTAGTAATCGGGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGTTTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGCAAGGGCCCAGC

| = http://blast.nchi.nim.nih.gow/Blast.cgi

pL-c H 2 NCBI BlastContigh 1732

*

t View Favorites Tools Help

Description

Paenibacillus jamilae strain NEI 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Paenibacillus polymyxa strain 1203 16S ribosomal RMA gene. partial sequence

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene, strain KCTC 3627, clone 26 =qb

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 25

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene, strain KCTC 3627, clone 24

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 20

Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene, strain KCTC 3627, clone 6

Paenibacillus sp. JCM 8037 gene for 165 ribosomal RNA, partial sequence

Paenibacillus polymyxa M1 main chromosome, complete genome

Paenibacillus polymyxa SC2. complete genome

Bacillus subtilis strain 1JW11 168 ribosomal RNA gene, pariial sequence

Paenibacillus sp. RA4 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Paenibacillus sp. 5151 165 ribosomal RNA gene. partial sequence

Paenibacillus polymyxa strain 1453-1 163 ribosomal RNA gene. partial sequenc:

[
O
O
O
O
O
O
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 1
O
O
O
O
O
O
O
—

Max score

1567
1559
1557
1557
1557
1557
1557
1557
1557
1557
1557
1557
1557
1557
1557

arrs

Total
score

1567
1559
1557
1557
1557
1557
1557
1557
1557
21682
21687
1557
1557
1557
1557

arra

Query
cover

99%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

annnr

value
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

Anns

Accession

JX498900.1
EL982510.1
HE981791.1
HE281790.1
HEQ21789.1
HEQ81785 1

HEQ81771.1

HE981766.1

ABBBIT57 1

HES77054.1

CP002213.1

GU391853 1

GU979221.1

GU328690.1

EU982534.1
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>Contig5_ INPA_Ps020
CGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGTAAACTCTCGTGGGGTGACGGGCGGGGTGTACAAAACCCGGGAACGTATTCACCG
CGGCATGCTGATCCCCGATTACTAACAATTCCCACTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCCAACTGAGACCGGCTTTT
CTAGGATTGGCTCCCCCTCCCGGCTTCCCTTCCCGTTGTACCGGCCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAAGGGCAT
GATGATTTGACGTCCTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTGCTTAGAGTGCCCAGCTTGACCTGCTGGCAACTAA
GCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCTCCTC
TGTCCCGAAGGAAAGGCCTATCTCTAGACCGGTCAGAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGGTCTTCGCGTTGCTTCCAATTAAA
CCACATACTCCACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTA
ATGTGTTAACTTCGGCACCAAGGGTATCGAAACCCCTAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATTTA
ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATC
TTTACGCATTTCACCGCTACACGGGGAATTCCACTCTCTTTTTTTGCACTCAAGCTCCCCAGTTTCCAGTGCGACCGGAAGTGG
AGCCTCGGGATTAAACACCAGACTAAAAGAGCCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAA

|| 2 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi pP~-c || 2 NCEI Blast:Contig5_1203 x

it View Favorites Tools Help

Description Max score ;I':::: S::g vallzue Ident Accession
[ Paenibacillus jamilae strain NBI 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1520 1520 100% 00 97% JX498909 1
[ Paenibacillus polvmyxa strain JK-25 16S ribosomal RNA gene. partial seguence 1509 1509 100% 0.0 97% JO283073.1
[] Paenibacillus polymyxa partial 16S rRMA gene. strain KCTC 3627, clone 26 =gb 1509 1509 100% 0.0 97% HES981791.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 25 1509 1509 100% 0.0  97% HES81780.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 24 1509 1509 100% 0.0 97% HE981789.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene_strain KCTC 3627 clone 20 1509 1509 100% 00 97% HED981785.1
[] Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 6 1509 1509 100% 0.0 97% HE981771.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 1 1509 1509 100% 00 97% HE981766.1
[l Ppaenibacillus polymyxa M1 main chromosome, complete genome 1509 20939 100% 0.0 97% HEST7054.1
[] Paenibacillus polymyxa SC2, complete genome 1509 20982 100% 0.0 97% CP002213.1
[] Paenibacillus sp. RA4 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1509 1509 100% 0.0 97% GUIT9I221.1
[] Paenibacillus sp. 5151 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1509 1509 100% 0.0 97% GU328690.1
[ Paenibacillus polymyxa isolate TN102 16S ribosomal RNA gene. partial sequenc 1509 1509 100% 0.0 97% EU362612.1
[1 Paenibacillus polymyxa isolate TN96 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1509 1509 100% 0.0 97% EU362608.1
[ Paenibacillus polymyxa strain 1203 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1506 1506 100% 0.0 97% EU982510.1
M1 Paaniharilliie cn 2EKEN17T 1R2 rihnenmal BMA nana nartial cannenra 1804 1804 1nnes. nn a7, KFTRARTR 1
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>Contig6_ INPA_Ps225
CTGGGCCCTTGCGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTGTAAACTCTCGTGGGGTGACGGGCGGTGTGTACAAAACCCGGGAAC
GTATTCACCGCGGCATGCTGATCCCCGATTACTAACAATTCCCACTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCCAACTGAG
ACCGGCTTTTCTAGGATTGGCTCCCCCTCCCGGCTTCCCTTCCCGTTGTACCGGCCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCAGGGCAT
AAGGGGCATGATGATTTGACGTCCTCCCCCCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTGCTTAGAGTGCCCAGCTTGACCTGCT
GGCAACTAAACATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCTCCTCTGTCCCGAAGGAAAGGCCTATCTCTAGACCGGTCAGAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCT
TCCAATTAAACCACATACTCCACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGC
GGAATGCTTAATGTGTTAACTTCGGCACCAAGGGTATCGAAACCCCTAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATTTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTT
CCTCCACATCTTTACGCATTTCACCGCTACACGGGGAATTCCACTCTCTTTTTCTGCACTCAAGCTCCCCAGTTTCCAGTGCGA
CCCGAAGTTGAGCCTGGGGATTAAACACCAGACTAAAAGAGCCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAAT

[

f|| 3 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi P-a || = NCBI Blast:Contigh_R020 ‘ |

it View Favorites Tools Help

Total Query E

Description Max score score cover | value Ident Accession
[] Paenibacillus jamilae strain NBI 165 ribosomal RNA aene, parfial sequence 1537 1537 99% 0.0 98% JX4930001
[ Paenibacillus polvmyxa strain 1203 16S ribosomal RNA gene. parfial sequence 1528 1528 100% 0.0 97% EU282510.1
[] Paenibacillus polymyxa strain JK-25 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1526 1526 99% 00 97% J02839731
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene_strain KCTC 3627, clone 26 =gb 1526 1526 99% 00 97% HE921791.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 25 1526 1526 99% 0.0 97% HEQ21790.1
[ Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 24 1526 1526 99% 0.0 97% HE9217891
[] Ppaenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 20 1526 1526 99% 0.0 97% HE981785.1
[1 Paenibacillus polymyxa partial 165 fRNA gene. strain KCTC 3627, clone 6 1526 1526 99% 0.0 97% HE981771.1
[0 Paenibacillus polymyxa partial 165 rRNA gene. strain KCTC 3627, clone 1 1526 1526 99% 0.0 97% HE981766 1
[ Paenibacillus sp. JCM 8037 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence 1526 1526 100% 0.0 97% ABB29757.1
[] Paenibacillus polymyxa M1 main chromosome. complete genome 1526 21248 100% 0.0 97% HE5S77054.1
[] Paenibacillus polymyxa SC2, complete genome 1526 21254 100% 00 97% CP002213.1
[0 Bacillus subtilis strain 1JW11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1526 1526 100% 0.0 97% GUD918531
[1 Paenibacillus sp. RA4 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1526 1526 99% 0.0 97% GU979221.1
[] Paenibacillus sp. SI51 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1526 1526 99% 0.0 97% GU328690.1
[1_Paeniharillie nolumyya ctrain 14531 1A% BHA qene nardial conuene 1626 126 i00% 00 Q7% 11082534 1
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