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por sequenciamento do gene 16S rRNA como Bacillus wiedmannii
(BRR_42) e Lysinibacillus fusiformis (BRR_44). Ambas apresentaram
crescimento em substrato lignocelulésico, sugerindo atividade hidrolitica
sustentada. A presenca dessas bactérias em N. reynei indica possivel papel
complementar na digestdo de madeira, tradicionalmente atribuida a
simbiontes como Teredinibacter turnerae. O potencial dessas linhagens para
a producdo de enzimas termoestaveis e halotolerantes reforca sua relevancia
como biocatalisadores em processos de biorrefinaria. O estudo também
ressalta a necessidade de abordagens metagenémicas e protedmicas para
elucidar a contribuicéo funcional desses Firmicutes em simbioses marinhas.
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Bacillus spp. and Lysinibacillus spp. as Candidates for Lignocellulosic Degradation in
Teredinidae: Evidence, Gaps, and Biotechnological Perspectives

Abstract. Lignocellulosic biomass is a strategic resource for second-generation biofuel production;
however, its complex structure requires specialized enzymatic systems for efficient degradation.
Bacteria of the genera Bacillus and Lysinibacillus are recognized for producing lignocellulolytic
enzymes, often active under extreme conditions, making them promising candidates for biotechnological
applications. In this study, we investigated the occurrence of these Firmicutes in the wood-boring bivalve
Neoteredo reynei (Teredinidae), collected from the Sabiaguaba Environmental Protection Area (CE,
Brazil). Two bacterial strains were isolated and identified by 16S rRNA sequencing as Bacillus
wiedmannii (BRR_42) and Lysinibacillus fusiformis (BRR_44). Both strains exhibited growth on
lignocellulosic substrates, suggesting sustained hydrolytic activity. Their presence in N. reynei raises the
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hypothesis of a complementary role in wood digestion, a process traditionally attributed to symbionts
such as Teredinibacter turnerae. The potential of these strains to produce thermostable and halotolerant
enzymes reinforces their value as biocatalysts in sustainable biorefineries. This study highlights the need
for metagenomic and proteomic approaches to clarify the functional contribution of these Firmicutes in
marine symbioses.
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Bacillus spp. y Lysinibacillus spp. como Candidatos a la Degradacion Lignoceluldsica en
Teredinidae: Evidencias, Vacios y Perspectivas Biotecnologicas

Resumen. La biomasa lignocelulésica representa una fuente estratégica para la produccion de
biocombustibles de segunda generacidn, pero su estructura compleja demanda sistemas enzimaticos
especializados para la degradacion. Las bacterias de los géneros Bacillus y Lysinibacillus se destacan
por la produccion de enzimas lignoceluloliticas, muchas veces activas en condiciones extremas, lo que
las convierte en candidatas promisorias para aplicaciones biotecnoldgicas. En este estudio, se investigo
la ocurrencia de estos Firmicutes en el molusco xil6fago Neoteredo reynei (Teredinidae), recolectado en
un manglar del APA de Sabiaguaba (CE). Se aislaron dos cepas bacterianas, identificadas por
secuenciacion del gen 16S rRNA como Bacillus wiedmannii (BRR_42) y Lysinibacillus fusiformis
(BRR_44). Ambas presentaron crecimiento en sustrato lignocelulésico, lo que sugiere actividad
hidrolitica sostenida. La presencia de estas bacterias en N. reynei indica un posible papel complementario
en la digestion de la madera, tradicionalmente atribuida a simbiontes como Teredinibacter turnerae. El
potencial de estas cepas para la produccion de enzimas termoestables y halotolerantes refuerza su
relevancia como biocatalizadores en procesos de biorrefineria. El estudio también resalta la necesidad
de enfoques metagendmicos y proteémicos para dilucidar la contribucion funcional de estos Firmicutes
en simbiosis marinas.

Palabras clave: Biocatalisis. Firmicutes. Lignocelulosa. Neoteredo reynei. Simbiosis.

INTRODUCAO

A crescente demanda por fontes de energia renovavel e a preocupacdo com a seguranca
energética tém impulsionado a pesquisa por sistemas bioldgicos capazes de converter biomassa
lignocelul6sica em biocombustiveis e bioprodutos de alto valor agregado (lbafiez et al., 2010;
Gongcalves; Santos; Assuncéo, 2025).

A celulose, a hemicelulose e a lignina, que compdem a parede celular das plantas, formam uma
estrutura complexa e recalcitrante que exige enzimas especializadas para sua degradacéo eficiente. O
uso de enzimas lignoceluloliticas, como celulases, hemicelulases e ligninases, € fundamental para o
sucesso desses processos biotecnolégicos (Borin et al., 2009; Gongalves; Santos; Assungdo, 2025).

Entre os microrganismos produtores de enzimas, as bactérias dos géneros Bacillus e
Lysinibacillus, pertencentes ao filo Firmicutes, destacam-se por sua versatilidade metabolica e

capacidade de secretar enzimas extracelulares. Essas linhagens sdo frequentemente encontradas em
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ambientes com condi¢Oes extremas de temperatura, pH e salinidade, o que as torna candidatas
promissoras para aplica¢@es industriais que demandam robustez enzimatica (Logan; de VVos, 2015; Brito,
2018; Errington; Van Der Aart, 2020;).

A degradacdo da biomassa lignoceluldsica em ambientes marinhos é um processo complexo,
frequentemente associado a simbioses entre invertebrados e bactérias. No caso dos moluscos xil6fagos
da familia Teredinidae, como o turu (Neoteredo reynei), a digestdo da madeira é classicamente atribuida
a simbiontes gammaproteobactérias intracelulares, como Teredinibacter turnerae (Distel; Beaudoin;
Morrill, 2002; Trindade-Silva et al., 2009; Gongalves et al., 2024).

No entanto, a diversidade microbiana na microbiota visceral desses animais sugere a existéncia
de um consoércio microbiano mais complexo e com potencial para atividades enzimaticas
complementares (Gongalves et al., 2024; Goncalves; Santos; Assuncao, 2025).

Diante deste cenario, o presente estudo investigou a presenca de bactérias dos géneros Bacillus
e Lysinibacillus na microbiota intestinal de N. reynei, avaliando seu potencial para a degradacdo de
biomassa lignoceluldsica. A identificacdo taxonémica e a capacidade de crescimento dessas linhagens
em substratos especificos fornecem novas evidéncias sobre a ecologia da simbiose em Teredinidae e

abrem perspectivas para a aplicacdo de seus produtos enzimaticos na biorrefinaria de segunda geracéo.

REFERENCIAL TEORICO

A biomassa lignocelulésica representa uma das fontes mais promissoras de matéria-prima
renovavel para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo (2G), em razdo de sua abundancia,
baixo custo e carater residual. No entanto, sua estrutura altamente recalcitrante, composta principalmente
por celulose, hemicelulose e lignina, exige um conjunto complexo de sistemas enzimaticos para a
liberacdo de acUcares fermentesciveis (Costa et al., 2021; Broda et al., 2022).

A celulose ¢ um polimero linear de B-1,4-D-glicose, organizado em microfibrilas cristalinas que
conferem rigidez a parede celular vegetal e dificultam o acesso enzimatico. A hemicelulose, por sua vez,
é um heteropolissacarideo amorfo composto por Xxilanas, arabinanas, mananas e outros agucares,
enquanto a lignina € um polimero aromatico complexo, resistente a degradacdo por a¢do quimica ou
bioldgica. Esses componentes requerem enzimas especificas como endoglucanases, exoglucanases, [3-
glicosidases, xilanases e lacases, que atuam de forma sinérgica na desconstrugdo da parede celular
vegetal (Sharma et al., 2020; Broda et al., 2022).

Diversos microrganismos, em especial bactérias dos géneros Bacillus e Lysinibacillus, tém sido
amplamente estudados por sua capacidade de secretar tais enzimas. Espécies como Bacillus subtilis, B.

velezensis, Lysinibacillus fusiformis e L. sphaericus demonstram alto potencial na degradacdo de
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celulose e hemicelulose, incluindo a expressdo de genes CAZymes (Carbohydrate-Active Enzymes),
com dominios GH5, GH43, CE4 e AA10, além de enzimas termoestiveis e halotolerantes, com
aplicabilidade industrial comprovada (Singh et al., 2016; Sharma et al., 2020; Niu et al., 2022; lbrahim
etal., 2024).

Embora essas linhagens sejam comumente encontradas em ambientes terrestres, evidéncias
emergentes indicam sua presenca também em contextos marinhos e estuarinos. Isolados de Bacillus e
Lysinibacillus com atividade celulolitica ja foram descritos em solos de formigueiros, plantas em
decomposicdo e ambientes costeiros, revelando sua adaptacdo a pH alcalino, salinidade e variacfes
térmicas (Lucena; Narchi, 2017; Niu et al., 2022; Ibrahim et al., 2024).

Moluscos bivalves da familia Teredinidae, como Neoteredo reynei, representam um sistema
modelo para o estudo de simbioses com bactérias lignoceluloliticas. Esses animais xil6fagos sdo capazes
de degradar madeira submersa, comportamento viabilizado por simbiontes bacterianos intracelulares
presentes nas branquias, localizados em estruturas denominadas bacteriocitos. A espécie simbionte mais
conhecida é Teredinibacter turnerae, uma gammaproteobactéria cultivavel, que apresenta genes para
celulase, xilanase, peroxidase, fixacdo de nitrogénio e biossintese de metabdlitos secundarios (Trindade-
Silva et al., 2009; Brito et al., 2018; Gasser et al., 2024).

Além disso, T. turnerae é capaz de secretar vesiculas extracelulares carregadas de enzimas
hidroliticas, que sdo transportadas das branquias para o trato digestivo, contribuindo para a digestdo da
madeira e o suprimento nutricional do hospedeiro. Entretanto, estudos recentes sugerem que essa
simbiose ndo explica toda a diversidade funcional observada nos Teredinidae, abrindo espaco para a
investigacdo de outros grupos bacterianos, como os Firmicutes (Distel; Beaudoin; Morrill, 2002;
Altamia; Distel, 2022).

Firmicutes como Bacillus e Lysinibacillus podem atuar como comensais ou catalisadores
ambientais no trato digestivo ou mesmo na superficie da madeira ingerida por Teredinidae. Embora nao
haja evidéncia direta de sua presenca simbidtica estavel, a atividade enzimatica dessas linhagens,
combinada a sua ubiquidade ecoldgica e adaptagdo a substratos lignocelul6sicos, torna plausivel sua
participacdo complementar na digestdo de madeira por esses moluscos (Ahmed et al., 2007; Sharma et
al., 2020; Niu et al., 2022; Ibrahim et al., 2024).

Diante desse cenario, o presente estudo propde uma analise critica das evidéncias disponiveis
sobre a presenca e o potencial lignocelulolitico de Bacillus spp. e Lysinibacillus spp. associados a
moluscos Teredinidae, com foco em Neoteredo reynei. A partir de dados moleculares, morfologicos e
bioquimicos ja relatados na literatura, discute-se a viabilidade biotecnoldgica desses microrganismos
como fontes de novas enzimas para uso em biorrefinarias voltadas & producdo de biocombustiveis e &

valorizacgéo de residuos lignocelulosicos (Singh et al., 2016; Sharma et al., 2020; Altamia; Distel, 2022).
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METODOLOGIA

A abordagem metodoldgica deste estudo compreendeu a coleta, isolamento, enriquecimento e
identificacdo molecular de bactérias do trato digestivo de Neoteredo reynei, com énfase na prospecc¢éo
de linhagens pertencentes aos géneros Bacillus e Lysinibacillus. As coletas foram realizadas na Area de
Protecdo Ambiental (APA) da Sabiaguaba, em Fortaleza-CE (03°46'30.9"S, 38°26'02.7"W), proxima ao
Ecomuseu Natural do Mangue, sob autorizacéo SISBIO n® 90788-1. Foram coletados dois espécimes do

molusco bivalve xiléfago N. reynei, visando a valorizacdo do patrimonio genético e da biodiversidade

dos manguezais (Brasil, 2006).

MAPA DE LOCALIZAGAO DOS PONTOS DE COLETA = {}

Grande presenga
de bactérias com
morfologia de
bacilos e vibriGes.

Isolamento com meio de
cultura seletivo rico em
celulose + 4gua do mar

Fonte: Autor 2025.

A identificacdo taxonémica dos moluscos bivalves perfuradores de madeira coletados foi
realizada com base em caracteristicas morfologicas externas, segundo os critérios estabelecidos por
Mdiller e Lana (1986) para representantes da familia Teredinidae. Os espécimes analisados apresentaram
corpo alongado, vermiforme, com comprimento aproximado de 40 cm, coloracédo variando do bege ao
castanho-alaranjado e sifdes posteriores bem desenvolvidos, de aspecto cilindrico e coloragao

esbranquicada. Na extremidade anterior observou-se a presenca de conchas reduzidas, espessas e
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situadas na regido cefalica, caracteristicas tipicas de organismos perfuradores de madeira da familia
Teredinidae (Mller e Lana, 1986)

As visceras dos animais foram homogeneizadas, diluidas em agua deionizada em aliquotas de
0,1 mL. Os homogeneizados, foram inoculadas em 20 placas de petri contendo um meio de cultura sélido
seletivo. A composi¢do do meio incluia: 5,0 g/L de peptona bacterioldgica, 1,5 g/L de extrato de carne,
1,5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de NaCl e 15 g/L de &gar bacteriolégico. O meio foi preparado com
1 L de agua do mar filtrada (diluida a 25% com agua deionizada) e suplementado com 50 g/L de celulose
microperolada, servindo como unica fonte de carbono, e 0,15 mL de cicloeximida para inibir o
crescimento fangico. As placas foram incubadas a 35 °C por uma semana em uma incubadora BOD
(Biochemical Oxygen Demand), sob fotoperiodo controlado. Para o isolamento das colonias puras, foi
utilizada a técnica de espalhamento (spread plate) com uma alca de drigalski, seguida por estriamento
sinuoso (streak plate) com uma alca de niquel-cromo, objetivando a obtencao de colnias puras.

Paralelamente, foi estabelecido um sistema de enriquecimento microbiano liquido, utilizando
como substrato 20 g de bagago de cana-de-agucar seco, moido e peneirado, previamente tratado com
hipoclorito de sddio a 2%. O material foi inserido em 800 mL de solug¢do contendo 80% de 4gua do mar
filtrada e 20% de agua deionizada, distribuida em frascos Erlenmeyer de 250 mL e incubada por seis
dias a 45 °C em agitador orbital a 90 rpm. Ap6s incubacdo, amostras foram submetidas a microscopia
Optica com coloracdo por azul de metileno, permitindo a visualizacdo de bastonetes bacterianos e
indicios de degradacdo da matriz lignocelulosica.

As coldnias com melhor crescimento (BRR_42 e BRR_44) foram selecionadas para analise
molecular. O DNA gendmico foi extraido por lise mecanica com bead-beating e purificacdo em colunas
de silica (Qiagen®). A amplificacdo da regido hipervariavel do gene 16S rRNA utilizou os primers
universais 27F e 1492R. Os produtos amplificados (~1500 pb) foram verificados por eletroforese em gel
de agarose a 2% com GelRed® e, posteriormente, purificados para sequenciamento Sanger.

As sequéncias obtidas foram editadas e submetidas ao BLASTn (NCBI), com critérios de
identificagdo de >97% de identidade e E-value = 0.0. A amostra BRR_44 apresentou correspondéncia
com Lysinibacillus spp, enquanto BRR_42 alinhou-se com Bacillus spp, ambas com identidade de
100%. A metodologia empregada permitiu a identificacdo taxondmica confidvel até o nivel de género,
reconhecendo as limitagdes da regido 16S rRNA para diferenciacdo entre espécies proximas como é o
caso dos grupos bacterianos analisados (Bustin et al., 2009; Green; Sambrook, 2012; Gongalves; Santos;
Assuncéo, 2025)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo de técnicas de isolamento seletivo e enriquecimento em meios lignoceluldsicos
permitiu a recuperacdo de duas linhagens bacterianas distintas do trato digestivo de moluscos da familia
Teredinidae. As amostras BRR_42 e BRR_44 apresentaram crescimento em meio contendo celulose
como Unica fonte de carbono, com morfologias distintas, sugerindo diversidade microbiana relevante. A
coloracdo azul de metileno nas analises microscopicas revelou bacilos isolados ou em pequenos
agrupamentos, com tamanhos variando entre 2 e 4 um, indicando predomindncia de morfologia
compativel com os géneros Bacillus e Lysinibacillus (Goncalves; Santos; Assungéo, 2025).

As andlises moleculares confirmaram a presenca de Bacillus spp (BRR_42) e Lysinibacillus spp
(BRR_44), ambas pertencentes ao filo Firmicutes. A identificacdo foi baseada no sequenciamento da
regido 16S rRNA, com identidade de 100% com entradas depositadas em bancos de dados publicos
(BLASTNn/NCBI). Apesar da limitagdo do marcador genético para discriminacdo entre espécies
préximas, a associacao ao nivel de género é robusta e coerente com os perfis morfoldgicos observados
(Bustin et al., 2009; Green; Sambrook, 2012; Goncalves; Santos; Assuncao, 2025;).

Figura 2 — Isolamento, caracterizacdo morfoldgica e identificacdo molecular de bactérias lignoceluloliticas associadas ao
trato digestivo do Neoteredo reynei (Teredinidae).

===
=
=
—
———
e
Sm———
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-

Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com GelRed® dos produtos
de PCR do gene 16S rRNA (~1500 pb) das amostras isoladas do trato
digestivo do molusco Teredinidae. Coluna 1: marcador de peso molecular
(100 ph ladder); coluna 2: controle negativo (C-); colunas 3 e 4: amostra
BRR_42 (Bacilfus spp); coluna 5: amostra BRR_44 (Lysinibacilfus spp). Ambos
os isolados apresentaram bandas Unicas e nitidas compativeis com o
tamanho esperado do fragmento amplificado.

Imagem gerada por inteligéncia artificial, no estilo Placas com meio seletivo com isolados de BRR_42 e
de microscopia eletronica de varredura (MEV), que BRR_44
ilustra o trato intestinal do molusco Teredinidae,

mostrando um consércio bacteriano em atividade

degradadora de fibras lignoceluldsicas.

Imagem de microscopia optica (1000%, coloragao

com azul de metileno) de bactérias isoladas do
trato  digestivo do molusco Teredinidae. .’“‘
Observam-se células bacilares isoladas e em 7%
pequenos  agrupamentos, com  dimensdes

variando de 2 a 4 um. A coloragdo evidencia a
integridade da parede celular e a distribuicao
homogénea dos bacilos no campo microscépico.

Imagem de microscopia optica de bactérias
bacilares isoladas do trato digestivo de Neoteredo

| reynej, coradas com azul de metileno. Observa-se

morfologia compativel com os géneros Baciflus spp.
ou Lysinibacilfus spp., cuja distingdo requer analises
complementares
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A aplicacdo de técnicas de isolamento seletivo em meios lignoceluldsicos permitiu a recuperacao
de duas linhagens bacterianas (BRR_42 e BRR_44) do trato digestivo do molusco Neoteredo reynei. As
colbnias apresentaram crescimento distinto em meio contendo celulose como Unica fonte de carbono,
sugerindo diversidade microbiana relevante. A microscopia 6ptica (coloracdo com azul de metileno)
evidenciou bacilos isolados ou em pequenos agrupamentos, com dimensdes variando entre 2 e 4 um,
morfologicamente compativeis com os géneros Bacillus e Lysinibacillus. As anélises moleculares por
PCR e eletroforese em gel confirmaram a identidade dos isolados como Bacillus spp. (BRR_42) e
Lysinibacillus spp. (BRR_44), ambos pertencentes ao filo Firmicutes. Os resultados corroboram a
associacao entre caracteristicas morfologicas e perfis genéticos, demonstrando o potencial dessas
linhagens no metabolismo de fibras lignocelul6sicas (Gongalves; Santos; Assungéo, 2025).

A presenca desses géneros no intestino de moluscos Teredinidae reforca a hipdtese de que do filo
firmicutes podem estar sub-representados nos levantamentos metagendmicos prévios, que apontam
majoritariamente gammaproteobactérias como simbiontes dominantes (Trindade-Silva et al., 2009; Brito
et al., 2018; Altamia; Distel, 2022).

A auséncia de registros firmes de Bacillus spp e Lysinibacillus spp pode estar relacionada a vieses
metodoldgicos, como a escolha de primers pouco abrangentes ou a baixa abundancia relativa desses
grupos em amostras ndo seletivamente enriquecidas (Niu et al., 2022; 2024Gongalves et al., 2024;
Ibrahim et al.,).

As analises microscépicas, com coloracao de Gram, evidenciaram morfologia bacilar em ambas
as amostras. A amostra BRR_42 (Figura 3- A) apresentou bacilos curtos e aglomerados em regifes
densas da lamina, fortemente corados em rosa pdrpura, 0 que sugere a presenca de bactérias Gram-
positivas com estrutura celular espessa. J& a amostra BRR_44 (Figura 3- B) revelou um campo
homogéneo com bacilos pequenos e distribuidos de maneira mais regular, compativeis com
Lysinibacillus spp., e coloracdo mais suave, embora ainda positiva, indicando variacdes na composi¢do

da parede celular entre as linhagens analisadas.
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Figura 3 — Coloracdo de Gram das colonias bacteriana:

A — Coloragdo de Gram da amostra BRR_42. Bacilos Gram-positivos com morfologia alongada e aglomeracéo em areas
ricas em biomassa, com coloracéo purpura intensa. B — Coloracdo de Gram da amostra BRR_44. Bacilos Gram-positivos
com coloragdo menos intensa, distribuidos homogeneamente pelo campo microscépico.

Fonte: Autor 2025.

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) evidenciam diferencas
estruturais entre fibras de cana-de-acUcar submetidas a condicGes distintas. Na amostra de referéncia
(A), observa-se uma superficie mais integra, com paredes celulares compactas e preservadas,
apresentando fraturas lineares tipicas do processo mecénico de trituracdo. Em contraste, imagem
seguinte (B), correspondente a fibra de cana-de-aclcar apds degradacdo bacteriana, revela
desorganizacao estrutural significativa, com presenca de fissuras irregulares, erosdo das superficies e
remocgdo parcial do material lignocelulésico. Esses padrdes morfologicos indicam a acdo enzimatica
microbiana sobre os componentes da parede celular vegetal, principalmente celulose e hemicelulose,
resultando em uma textura mais porosa e fragmentada, caracteristica de processos de biodegradacéo
(Ibéfez et al., 2010; Sharma et al., 2020; Broda et al., 2022).
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Figura 4 — Alteracdes morfoldgicas em fibras de cana-de-acUcar sob degradacao bacteriana
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A atividade visualmente observada nas fibras de cana-de-agUcar ap6s seis meses de incubacao
sugere que as linhagens isoladas possuem capacidade de metabolizar polimeros lignocelul6sicos
complexos, mesmo em sistemas nao renovados e com substrato sélido como Unica fonte de carbono.
Essa caracteristica reforca o potencial biotecnoldgico dessas bactérias como candidatas a producdo de
biocatalisadores adaptados a ambientes marinhos e aplicagdes industriais (Ibrahim et al., 2024; Lucena;
Narchi, 2017).

Figura 5 — Morfologia de Bacillus spp. observada por MEV.
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Fonte: Autor (2025).
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As bactérias do género Bacillus sdo bacilos Gram-positivos que ocorrem isolados, em pares ou
em cadeias curtas; cada célula forma, no maximo, um enddsporo. As células vegetativas apresentam, em
geral, largura de ~0,5-1,0 um e comprimento tipico na faixa de 2-6 pum, com variacao entre espécies
(p.ex., B. pumilus ~0,6-0,7 x 2-3 um; B. megaterium ~1,2-1,5 x 2-5 um; B. subtilis ~2-6 um). Os
enddsporos sdo ovais ou esféricos e podem localizar-se central, subterminal ou terminalmente; em
diversas espécies, esporos terminais/subterminais distendem o esporangio. Essas estruturas conferem
alta resisténcia a condi¢cBes ambientais adversas (calor, radiacdo, dessecamento e agentes quimicos),

constituindo um traco distintivo do grupo. (Logan; de Vos, 2015; Errington; Van Der Aart, 2020).

Figura 6 — Morfologia de L siniQaciIIus spp. observada por MEV.
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Fonte: Autor (2025).

No caso do género Lysinibacillus, embora pouco estudado até 2010, destacam-se também bacilos
Gram-positivos que formam esporos esféricos, localizados centralmente ou terminalmente em
esporangios inchados. As dimensdes celulares descritas para Lysinibacillus fusiformis sdo tipicamente

de 2,5-3,0 um de comprimento por 0,5-0,9 um de largura. Estruturalmente, o peptidoglicano da parede
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celular contém lisina, aspartato, alanina e glutamato, compondo um tipo caracteristico denominado A4a
(Lys-Asp) (He, et. al., 2010; Passera, et al., 2020).

Além disso, recentes descobertas de proteinas com dominios cataliticos multifuncionais em

simbiontes marinhos — como as CelAB em Teredinibacter turnerae, que combinam GH10, GH5 e

AA10 — apontam para a complexidade enzimética presente em sistemas simbioticos, sugerindo que a

presenca de Bacillus e Lysinibacillus possa complementar, e ndo competir, com a acdo de simbiontes

dominantes (Gongalves, Santos, Assuncao, 2025; Gasser et al., 2024).

Estudos anteriores demonstraram que espécies de Bacillus como B. subtilis, B. velezensis e B.

amyloliquefaciens expressam um repertorio robusto de enzimas CAZymes, com destaque para as

familias GH5, GH43 e CE4, capazes de hidrolisar celulose, hemicelulose e pectinas. Ja Lysinibacillus

fusiformis é reconhecido por sua producdo de xilanases termoestaveis e alcalinas, com potencial para

aplicacdes industriais e ambientais em condi¢cdes extremas (Ahmed et al., 2007; Singh et al., 2016;
Sharma et al., 2020; Niu et al., 2022).

Tabela 1 — Caracteristicas e Potencial Biotecnoldgico de Espécies dos Géneros Lysinibacillus e Bacillus.

Género / Caracteristicas Bioquimica / Aplicagéo Biotecnoldgica Atividade
Espécie Biol6gicas Molecular Lignocelulésica
Lysinibacillus Gram-positivo, Produz lignina  Pré-tratamento de residuos Sim
sp. (cupim) aer6bio; isolado do peroxidase lignocelulésicos (e.g.
intestino de cupins; (377,6 U/L), palmeira)
utiliza residuos de manganés peroxidase
palmeira de dendé (218,2U/L) e lacase
como fonte de C. (405,4 U/L);
deslignificacdo (~4-—
6 %)
Lysinibacillus Gram-positivo, aerébio, Hidrolisa xilana, Producdo de enzimas para Sim (xilanase
xylanilyticus endospdrico; isolado de  atuando como bioprodutos alimentares e ativa)
himus de floresta; xilanase papel
degrada xilana
Bacillus Gram-positivo, Atividade Producdo de celulases SIM
haynesii aerébio; sedimento de endo/exoglucanase e tolerantes a sal e metais —
DS7010 mangue (India); cresce p-glicosidase; atil em  biorremediagdo
até 3% NaCl; utiliza multidominios costeira
celulose  ligada a GH48/GHS5;produz8
enzima CelA/B isoformas (78—
245 kDa)
Bacillus Gram-positivo, Produz 98,25U/mL Producdo industrial de SIM
licheniformis aerobio; isolado de solo  de celulase em 72 h; celulose-degradantes  em
(CDB-12) de manguezal (india); pico a45°C, pH7 ambientes saline
contém celulase
Bacillus Gram-positivo, Genes relacionados @ Biorremediacdo de dlec + SIM
pumilus aerobio; mangue hemiceluldlise e uso industrial de
CCMA-560 contaminado por 6leo; pectinolise; exporta hemicelulases/pectinases
produz biossurfactantes biopolimeros
e degrada
hemicelulose/pectina
Bacillus Gram-positivo, Produz quitosanase Controle bioldgico contra NAO
pumilus aer6bio;  manguezal; ativa até 60°C e sal fitopatdgenos e  pragas
MCB-7 produz alta atividade de agricolas
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quitosanase até 3 %; antifungica e
(3,36 U/mL) inseticida
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A tabela retne diferentes espécies dos géneros Lysinibacillus e Bacillus, todas Gram-positivas e
aerobias, com isolamento em ambientes diversos, como intestino de cupins, himus de floresta e
ecossistemas de manguezais, geralmente ricos em matéria organica complexa. Essas bactérias
compartilham a capacidade de atuar sobre substratos lignocelul6sicos, mas se distinguem pelas
caracteristicas bioquimicas e pelo potencial biotecnolédgico de seus sistemas enzimaticos.

O género Lysinibacillus aparece representado por duas espécies com atividades complementares.
Lysinibacillus spp., isolado do intestino de cupins, destaca-se pela producdo de enzimas ligninoliticas,
como lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase, alcancando até 405,4 U/L de atividade e
promovendo deslignificacdo de 4-6%. Essa capacidade o torna promissor no pré-tratamento de residuos
lignocelul6sicos, como a biomassa de palmeira de dendé. J& Lysinibacillus xylanilyticus, isolado de
humus de floresta, é especializado na degradacdo de xilana, expressando atividade de xilanase, util na
producdo de bioprodutos alimentares e na industria de papel (Sharma et al., 2020; Niu et al., 2022).

O género Bacillus apresenta maior diversidade funcional. Bacillus haynesii DS7010, isolado de
sedimentos de manguezal na india, combina tolerancia a sal (até 3% NaCl) com a expressdo de um
conjunto complexo de celulases multidominio (GH48/GH5), incluindo isoformas entre 78 e 245 kDa.
Essa versatilidade enzimatica, associada a presenca de endo- e exoglucanases e B-glicosidases, o torna
particularmente relevante para biorremediacdo em ambientes costeiros salinos e contaminados por
metais. Outro exemplo € Bacillus licheniformis (CDB 12), também oriundo de manguezal, cuja producéo
de celulase atinge 98,25 U/mL em 72 h, com 6timo desempenho a 45 °C e pH 7, evidenciando potencial
para processos industriais de degradacédo de celulose em condigdes salinas (Lee, et al., 2010; Samanta,
et al., 2016; Yeronfe, et al., 2019; Tripathy, et al., 2024).

Entre os representantes de Bacillus pumilus, ha duas linhagens com perfis distintos. A cepa
CCMA 560, isolada de um manguezal contaminado por 6leo, exibe genes ligados a degradacédo de

hemicelulose e pectina, além de produzir biossurfactantes, combinando biorremediacdo de ambientes
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oleosos com aplicagdes industriais na exploracdo de hemicelulases e pectinases. Ja a cepa MCB 7,
também de manguezal, ndo atua sobre lignocelulose, mas se destaca pela produgdo de quitosanase termo
e halotolerante (ativa até 60 °C e 3% de sal), com propriedades antiflngicas e inseticidas, o que a
credencia como ferramenta de biocontrole de fitopatdgenos e pragas agricolas (Domingos et al., 2013;
Chittaranjan, C. et al., 2016).

Assim, a tabela evidencia a relevancia desses microrganismos como fontes de enzimas
lignoceluloliticas e outras hidrolases de interesse industrial e ambiental, mostrando o potencial de
bactérias de manguezais, hiumus e intestinos de insetos para biotecnologia aplicada a biorremediacao,
agroindustria e producdo de bioenergia (Costa et al., 2021; Broda et al., 2022).

Assim, os resultados obtidos sustentam a hipdtese de que representantes do filo Firmicutes
participam, ainda que como comensais ou agentes ambientais, da degradacdo da madeira ingerida por
N. reynei pertencente a familia Teredinidae. A atuacdo conjunta entre diferentes géneros bacterianos
poderia ampliar a eficiéncia da degradacdo lignocelulésica no trato digestivo desses moluscos, com
implicacOes relevantes para biotecnologia azul e biorrefinarias sustentaveis (Singh et al., 2016; Sharma
et al., 2020; Goncalves et al., 2024).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo ampliam o conhecimento sobre a diversidade microbiana
associada a Neoteredo reynei, evidenciando o isolamento e identificacdo de linhagens dos géneros
Bacillus e Lysinibacillus com potencial lignocelulolitico. A associagdo desses Firmicutes ao trato
digestivo de moluscos xil6fagos, até entdo pouco explorada, sugere que esses microrganismos possam
atuar de forma complementar na degradacdo da madeira submersa, colaborando com simbiontes ja
reconhecidos, como Teredinibacter turnerae.

Entretanto, permanecem lacunas importantes a serem elucidadas. O uso exclusivo da analise do
gene 16S rRNA, embora robusto para identificacdo taxonémica em nivel de género, apresenta limitacoes
para discriminar espécies proximas e, sobretudo, para caracterizar fungdes metabolicas especificas.
Assim, futuros estudos devem priorizar abordagens de maior resolucdo, como a metagendémica shotgun,
0 sequenciamento de genomas completos e a metatranscriptémica, capazes de revelar repertérios de
genes codificadores de enzimas CAZymes, vias de tolerancia a salinidade e termorresisténcia, além de
potenciais rotas metabolicas sinérgicas entre diferentes simbiontes.

Do mesmo modo, analises protedmicas e metabolémicas sdo cruciais para validar a expressao
funcional dessas enzimas em condi¢Ges marinhas, permitindo distinguir entre potenciais gendmicos e

atividade real no hospedeiro. A integracdo de técnicas de imagem avangadas, como FISH (hibridizagao
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fluorescente in situ), também pode esclarecer a localizacdo espacial de Bacillus e Lysinibacillus no trato
digestivo ou em outros compartimentos de N. reynei, fornecendo evidéncias diretas de simbiose estavel
ou de interaces transitorias.

Portanto, este trabalho destaca ndo apenas a relevancia de Bacillus wiedmannii e Lysinibacillus
fusiformis como fontes de enzimas termoestiveis e halotolerantes para processos industriais, mas
também ressalta a necessidade de uma agenda de pesquisa que va além da identificagdo molecular. A
elucidacdo de suas capacidades metabdlicas e genéticas em nivel sisttmico podera consolidar o papel
desses Firmicutes na digestdo lignoceluldsica de Teredinidae, a0 mesmo tempo em que abre novas
perspectivas para o aproveitamento biotecnoldgico da biodiversidade costeira brasileira, em consonancia
com os principios da biotecnologia azul.
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