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RESUMO

Crescimento e sobrevivéncia do recombinante Rhodococcus sp. isolado RHA1L (fcb) em turfa
comercial e solo contaminado com PCB

O grupo de organoclorados, Bifenilas Policloradas (PCBs) € de dificil degradacéo e
persistente no meio ambiente, tendo sido associado a diversos problemas nos organismos devido
ao potencial toxicolégico. Biodegradacdo congtitui uma ferramenta eficaz e barata para remocao
destes contaminantes do ambiente. O isolado RHA1 (fch) de Rhodococcus sp. foi geneticamente
construido com a introducdo do operon de degradacdo hidrolitica de 4-clorobenzoato (fch) para
evitar a formagdo de produtos toxicos durante a degradacdo de acidos clorobenzoicos. Com o
intuito de se obter informagdes sobre 0 processo adaptativo do recombinante Rhodococcus sp.
isolado RHA1 (fch) em substratos contendo PCBs, foram feitos dois ensaios avaliando-se a
sobrevivéncia e o crescimento deste isolado. Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fcb) foi inoculado
(10" células.g™) em substrato turfoso previamente irradiado a 50 KGy, contendo ou ndo 200
mg.Kg™ de bifenilo. Em outro ensaio, aém do recombinante, as bactérias Escherichia coli e
Arthrobacter sp. foram inoculados em sedimento coletado na regido do Estuério de Santos,
contendo PHAs e PCBs, também irradiado (50 KGy). O crescimento das bactérias em ambos os
substratos foi monitorado através de contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs).
Algumas colbnias eram selecionadas al eatoriamente para extracdo de DNA, deteccdo do operon
fcb através de amplificacdo por PCR e sequenciamento do gene 16S rRNA. Aumento no nimero
de UFCs nos tratamentos inoculados com o recombinante foi observado até 150 dias no ensaio
com substrato turfoso e 70 dias na amostra ambiental. Entretanto, houve queda no nimero de
UFCs ap6s os 10 dias nos tratamentos inoculados com E. coli e Arthrobacter sp. Os genes fchA e
fcbB do operon fcb foram detectados nas colOnias isoladas dos tratamentos inoculados com o
isolado RHA1 (fcb) em ambos os substratos. A andlise das sequéncias pertencentes as coldnias
isoladas do tratamento inoculado com o isolado RHA1 (fcb) feita através de BLAST nos sites do
NCBI e Ribossomal Database Project, apresentou 99% de identidade com a sequéncia do gene
ribossomal 16S de Rhodococcus sp. isolado ZC-3 (AM076672.1). Somente as sequéncias
referentes ao tratamento inoculado com E. coli foram analisadas, as quais apresentaram 99% de
identidade com a sequéncia do gene ribossomal 16S de E. coli isolado K-12 MG 1655
(U00096.2). Estes resultados sugerem gue Rhodococcus sp. isolado RHAL (fcb) cresce na turfa
irradiada (até 150 dias) na presenca e auséncia de PCB e nesta amostra de sedimento irradiada
(até 70 dias), com aparente estabilidade do operon fcb durante este periodo e nestas condi¢des. A
possivel presenca dos genes fchB e fcbA em bactérias nativas crescidas em meio K1 com é&cido 4-
clorobenzoico isoladas do sedimento antes da irradiacéo, sugere a presenca de bactérias do local
com potencial biodegradador deste composto.

Palavras-chave: Biodegradacdo; Bifenilas Policloradas; sedimento; turfa; recombinante,
Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fcb)



ABSTRACT

Growth and survival of recombinant Rhodococcus sp. isolate RHAL (fcb) in commercial
peat and in PCB contaminated soil

The group of organochlorates Biphenyl Polychlorates (PCBs) is of difficult degradation
and persistent in the environment, being associated to severa problems in the organisms due to
its toxicological potential. The isolate RHAL (fcb) from Rhodococcus sp. was genetically built
with the introduction of the operon of hydrolytic degradation 4-chlorobenzoate (fcb) to avoid the
formation of toxic products during the degradation of chlorobenzoic acids. In order to obtain
information about the adaptative process of the recombinant Rhodococcus sp. isolate RHA1 (fcb)
in substrates containing PCBs, two essays were made evaluating the survival and growth of this
isolate. Rhodococcus sp. isolate RHA1 (fch) was inoculated (10° cells.g?) in peat substrate
previously irradiated with 50 kGy, with and without 200 mg.kg™ of biphenyl. In another essay,
besides of the recombinant, the bacteria Escherichia coli and Arthrobacter sp. were inoculated in
soil, aso irradiated (50 kGy), from the Estuario de Santos region containing PHAs and PCBs.
The growth of the bacteria in both substrates was monitorated counting the Colony Forming
Units (CFUs). Some colonies were selected randomly for DNA extraction, fcb operon detection
through PCR, and sequencing of the 16S rRNA gene. Rising in the number of CFUs in the
recombinant inoculated treatments was observed until 150 days in the essay with peat substrate,
and until 70 days in the environmental sample. Nonetheless, there was a reduction in the number
of CFUs after 10 days in the treatment inoculated with E. coli and Arthrobacter sp. The genes
fcbA and fcbB from the operon fcb were detected in the isolated colonies of the treatments
inoculated with the isolate RHAL1 (fcb) in both substrates. The analysis of the sequences
belonging to the colonies isolated from the treatment inoculated with the isolate RHAL (fcb)
through BLAST in the NCBI and Ribosomal Database Project sites showed 99% identity with the
sequence of the gene 16S ribosomal from Rhodococcus sp. isolate ZC-3 (AM076672.1). Only the
sequences referring to the treatment inoculated with E. coli were analyzed, which showed 99%
identity with the sequence of the 16S ribosomal gene from E. coli isolate K-12 MG 1655
(U00096.2). These results suggest that Rhodococcus sp. isolate RHA1 (fcb) grows in the peat
irradiated (until 150 days), in the presence and absence of PCB and in this irradiated sediment
sample (until 70 days), with apparent stability of the fcb operon during this period and in these
conditions. The possible presence of the fcbA and fcbB genes in native bacteria grown in K1
medium with 4-chlorobenzoate acid isolated from sediment before irradiation suggests the
presence of native bacteria with biodegradation potential of this compound.

Keywords: Biodegradation, Biphenyl Polychlorates, sediment, peat, recombinant, Rhodococcus
sp. isolate RHAL (fcb)



1 INTRODUCAO

Os hifenilas policlorados (PCBs) pertencem ao grupo de substéncias quimicas dos
organoclorados, produzidos pela cloragdo direta da molécula de bifenil. Existem 209 congéneres
possivels (moléculas variaveis em nimero e posi¢cao dos atomos de cloro), mas somente metade
foi produzida comercialmente. Devido as suas propriedades como estabilidade térmica,
resisténcia ao atague de acidos, bases e produtos corrosivos, esses compostos foram largamente
utilizados na indlstria e no setor agricola nas décadas de 30 e 40 como matéria prima para
diversos materiais (WAID, 1986). Os PCBs foram empregados como fluidos isolantes de
capacitores e transformadores, isolantes de fios elétricos, transferentes de calor, lubrificantes,
tintas do tipo epoxi, resinas, adesivos sintéticos, tintas téxteis, em papel copia sem carbono, entre
outros (LARA, 1976). Porém, devido a estabilidade quimica, estes compostos sdo de dificil
destruicéo, persistindo no ambiente e penetrando na cadeia aimentar. Estas substancias
acumulam-se no tecido adiposo, tendo sido associados a diversas ateracBes prejudiciais ao
organismo, como o cancer (SILBERHORN et a., 1990). No Brasil ndo ha registros da producéo
de PCBs, tendo sido todo importado dos Estados Unidos, onde a partir de 1988, devido os
problemas ambientais causados, seu uso foi proibido e a substituicdo por outros materiais foi
iniciada (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY —EPA/USA, 1983).

Algumas alternativas na busca de uma degradacéo eficiente destes compostos foram
propostas, tais como a incineracéo e a reciclagem de transformadores. No entanto, tais propostas
apresentam um custo muito elevado (COELHO, 1999). O processo de biorremediacéo tem
figurado como a maneira mais barata e viavel de degradacdo de PCBs. Por biorremediacéo
entende-se 0 uso de organismos vivos (microrganismos, plantas) indigenos ou ndo, para a
degradacéo de compostos orgéanicos (FERNANDES, 1998). Certos microrganismos utilizados na
biorremediacdo possuem vias metab0dlicas adaptadas para usar estes compostos como alimento.

Uma vez comprovada a capacidade oxidativa de uma determinada cepa, ou ainda da
combinacgdo de vérias cepas, 0 modelo de estudo de microcosmo (bioensaio no qual procura-se
manter as mesmas caracteristicas do substrato no ambiente, SO que em peguena proporgao) €
adotado para verificacdo do potencial de adaptacdo e competicdo com a microbiota nativa
(UMBUZEIRO €t a., 2004). Este modelo de estudo também pode ser utilizado como estratégia
para caracterizacdo do substrato (verificar quais contaminantes estdo presentes, por exemplo) no
qual serafeito abiorremediacdo (UMBUZEIRO et ., 2004).
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Rhodococcus sp. isolado RHAL foi encontrado pela primeira vez pelo grupo do Prof.
Fukuda, em solo contaminado com diversos produtos toxicos como etilbenzeno, tolueno,
benzeno, propilbenzeno e PCB (HATTA et al., 1998). E uma bactéria aerébica, Gram positiva,
resistente a adversidades, possuindo multiplos operons catabélicos (RODRIGUES et al., 2001).
Embora com essas vantagens, o isolado RHAL1l possui 0 mesmo problema que outros
microrganismos durante a degradacdo de PCBs. Este microrganismo produz produtos
intermedidrios toxicos a si proprio. A degradacéo de &cidos clorobenzdicos induz a formacéo de
produtos téxicos. O isolado RHAL foi geneticamente construido com a introdugdo do operon de
degradac&o hidrolitica de 4-clorobenzoato (fch) (RODRIGUES, 2000), que remove o aomo de
cloro na posicdo para, produzindo 4-clorohidroxibenzoato (4-HBA) (ZAITSEV et a., 1991).

Devido a caréncia de estudos avaliando o potencial de adaptacdo de microrganismos
recombinantes ao ambiente, a viabilidade dos mesmos tém sido questionada. S0 necessarios
estudos que avaliem alguns pardmetros nos niveis: molecular (estabilidade do plasmidio e a
expressao dos genes clonados), celular (variacéo da atividade metabdlica) e populacional (poder
competitivo e interacbes metabdlicas entre os recombinantes e 0S microrganisSmos nativos)
(POPOVA et al., 1999).

Com o intuito de buscar algumas informacOes sobre o potencia de adaptacdo de
Rhodococcus sp isolado RHAL (fcb) no meio ambiente e na turfa para fins comerciais, este
projeto teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia e o crescimento deste recombinante em dois
substratos irradiados, contendo PCBs: turfa e amostra ambiental (sedimento) coletada na regido
industrializada da Baixada Santista.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REVISAO DE LITERATURA
2.1.1 Toxicologia Ambiental

A toxicologia ambiental € uma ciéncia que estuda o efeito causado pelas interacGes
toxicas de substancias quimicas nos ecossistemas e sua capacidade de afetar a fisiologia normal
de organismos vivos (BRILHANTE, 1999).

As substancias quimicas as quais ndo foram produzidas pela biota, tais como os produtos
industriais, drogas terapéuticas, aditivos de alimentos, compostos inorganicos, sdo chamadas de
xenobi6ticos (PENA et al., 2001).

2.1.2 Compostos Xenobioticos

O crescimento desordenado da populacéo mundial observado neste século tem estimulado
a ata producdo de alimentos e 0 aumento da atividade industrial de um modo geral. Esta politica
vigente, baseada na intensificagdo da producdo de insumos acima dos limites ecologicamente
justificaveis, traz como consegiiéncia o impacto ambiental negativo, que na maioria dos casos
ndo é avaliado de forma abrangente. Este resulta na contaminacdo por residuos agroindustriais
dos compartimentos do ecossistema (ar/agua/sol o).

Com o advento dos agroquimicos sintéticos no comeco deste século e com sua utilizagdo
macica entre as décadas de 50 a 70, a humanidade se deparou com as consequéncias da
"Revolucdo Verde'. No Brasil, esta consistia no aumento da producéo agropecuéria através da
aquisicdo de insumos agricolas modernos e beneficios fiscais, que impelia aos produtores a
utilizagdo cada vez mais constante dos xenobidticos, o que induziu o acimulo destes no meio
ambiente. Estes compostos altamente persistentes chegaram ao homem de forma direta (contato
com apele, por ingestdo ou inalacéo) ou indiretamente (através de alimentos contaminados).

Entre os impactos negativos dos xenobioticos, existe uma estimativa mundial de cerca de
um milhdo de casos de envenenamentos e de vinte mil mortes anuais, além dos problemas
crénicos de salde associados, como a esterilidade e o cancer (DELGADO, 2002; PORTA, 2002).

Um fato histérico muito importante correlacionado com o uso desses produtos foi a
Guerra do Vietnd, ocorrida entre os anos de 1954 e 1975. O pais se dividiu em duas metades: o
Vietna do Norte, apoiado pel os soviéticos e chineses e o Vietna do Sul, fortemente armado pelos
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norte-americanos que para |4 enviaram milhares de soldados. Dentre todas armas de guerra
presentes, destacaram-se os herbicidas desfolhantes (0 mais famoso ficou conhecido como
"agente laranja'), que foram utilizados pelos norte-americanos pela seguinte razdo: como a
resisténcia vietnamita era composta por bandos de guerrilheiros que se escondiam nas florestas,
formando tocaias e armadilhas para os soldados americanos, a aspersao de nuvens de herbicidas
por avides fazia com que as arvores perdessem suas folhagens, dificultando a formacéo de
esconderijos. Contudo, operacdo militar aparentemente bem sucedida trouxe consequiéncias
ambientais e de salde catastroficas para a populagéo local, tais como a contaminacdo das &guas
dos rios e do mar, de todos os seres vivos presentes nesses ambientes, inclusive dos seres
humanos pelo consumo desta &gua. Os herbicidas que compdem o agente-laranja (0 2,4-D e 0
2,4,5-T) também sdo toxicos a pequenos animais terrestres e aquéticos, assim como a muitos
insetos benéficos para as plantas. O herbicida 2,4,5-T é sempre acompanhado da dioxina, que é
um ativo composto causador de deformagdes em recém-nascidos (tetranogénico), permanecendo

Nno solo e na adgua por um periodo superior a um ano.

2.1.3 Agentes TOXicos e 0S Seres Vivos

A intensidade dos efeitos causados pelo agente toxico pode variar de acordo com a
quantidade e forma de aquisicdo. Assim, a exposicao a acdo combinada de diferentes agentes
toxicos pode ser substanciamente pior do que quando apenas um contaminante excede a
quantidade tolerada pelo organismo.

SO se considera que 0 agente toxico penetrou no organismo quando este alcanca a
corrente sanguinea, sendo transportado até diversos orgaos do corpo, onde pode causar um dano
permanente, a exemplo da atividade dos carcinogénicos (causadores de cancer) ou temporério,
poluentes sistémicos (causadores de efeitos toxicos tais como vomito e dor de cabeca).

Dentro do organismo, os toxicos podem sofrer modificacfes (podem ser biotransformados
por reacBes enzimaticas) as quais podem gerar substancias mais ou menos toxicas do que a
original. Porém, existem ainda defesas nos organismos, as quais podem diminuir a exposicéo a
essas substancias, a difusibilidade através das membranas celulares ou facilitar sua excrecéo
(PENA et al, 2001).
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Os danos causados pelos agentes toxicos aos seres vivos variam de acordo com o risco
potencial, o qual pode ser definido como o estudo das probabilidades de fontes perigosas para a
salde e 0 meio ambiente ocasionar doengas ou morte, quando em concentragdes superiores
aquelas ndo assimilaveis por eles (BRILHANTE, 1999).

A percepcao de risco pela populagdo, tem sido manifestada pelas organizagbes néo-
governamentais contra os danos ecoldgicos — como a contaminacdo por dioxina em Seveso
(Itdlia), por mercurio na baia de Minamata (Japdo), por metais pesados (mercurio, cadmio e
chumbo) nos rios amazonicos (Brasil), por bifenilas poli-halogenadas em Michigan (EUA) e em
diversos locais do mundo — tém alertado o interesse publico para a protecdo das comunidades
(BRILHANTE, 1999).

2.1.4 Compostos Organoclorados

Os compostos organoclorados caracterizam-se por apresentarem um ou mais &omos de
cloro em sua estrutura quimica organica. O hexaclorobenzeno (HCB) pode ser preparado por
meio da cloragdo do benzeno (ZUIN, 1997). O pentaclorofenol (PCP) é produzido em escala
industrial, pela cloracdo de fenol ou pela hidrdlise de HCB, e é utilizado como preservativo para
madeiras e como agente antimicrobiano; como preservativo para controlar o crescimento de
cupins e fungos; (na industria de construcéo) para controlar mofo e bolor em superficies como
telhas e blocos de concreto; na industria de couro, para fornecer protegdo contra bolor em
sapatos; na industria de tintas, para protecdo das mesmas e do latex (KIRK; OTHMER, 1979).
PCP também pode ser usado como fungicida, bactericida, herbicida, molusquicida, algicida e
inseticida. E corrosivo, toxico e degradado pela luz solar e por microrganismos. Em pH 2,7 o
PCP encontra-se apenas 1% ionizado, enquanto em pH 6,7 (pH de muitas aguas naturais) pode
estar 99% ionizado (KIRK; OTHMER, 1979).

O HCB é um fungicida seletivo usado para o tratamento de sementes, estavel tanto em
meio &cido como em alcalino, € praticamente insolivel em agua e sollvel em benzeno,
cloroférmio, éter dietilico e hexano. Aparentemente ndo sofre reagdes fotoquimicas na atmosfera
e nem hidrélise. Ja foi evidenciado que o HCB pode representar risco carcinogénico ao homem
(ZUIN, 1997). Os pesticidas organoclorados séo relativamente inertes quando comparados a

outras classes de pesticidas, pois apresentam alta estabilidade devido as ligagbes carbono-cloro.
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Entretanto, so conhecidos por sofrerem desidrocloracdo, oxidac&o, desclorinagdo, rearranjo,
hidrdlise e reacdes fotoquimicas. As bifenilas policloradas (PCBs) possuem o grupo bifenila
como unidade estrutural bésica (REZENDE et al., 2003).

2.1.5 Bifenilas Policloradas (PCBs)

Os PCBs sdo conhecidos como bifenilas policloradas, bifenis policlorados ou ainda
bifenilos policlorados. Foram conhecidos no século X1X na Europa, mas somente produzidos em
grande escala a partir de 1922. Devido as suas propriedades como estabilidade térmica,
resisténcia ao ataque de &cidos, bases e produtos corrosivos esses produtos foram largamente
utilizados nas décadas de 30 a 70. Foram empregados como fluidos isolantes de capacitores e
transformadores, isolantes de fios elétricos, transferentes de calor, lubrificantes, tintas do tipo
epoxi, resinas, adesivos sintéticos, tintas téxteis, papel copia sem carbono, entre outros (LARA,
1976). Entretanto, estas propriedades tornaram os PCBs grandes poluentes ambientais. Em 1966,
um artigo em um jornal americano sobre a descoberta de uma contaminacdo por PCBs em um
arquipélago sueco, causou interesse em relacdo ao estudo da persisténcia dos novos compostos no
ambiente. E em 1967 e 1969 muitos relatos da ocorréncia de PCBs podiam ser encontrados em
diversas partes do mundo (HOLDEN; MARSDEN, 1967; HOLMES et al., 1967). Rapidamente,
a bibliografia sobre os PCBs cresceu muito e novos métodos analiticos foram desenvolvidos
(BACHE et a., 1972).

Existem hoje 209 diferentes congéneres, sendo que a maioria pode ser produzida em
laboratorio. Esses congéneres sdo classificados de acordo com o nimero de &omos de cloro e a
disposicdo destes nos anéis hifenilicos (WOLF-RAINER et a., 2003). Os PCBs possuem a
formula molecular geral C1,HxCly comn =0...10 ey = 10 — n, tendo o nimero de identificacéo
de cada congénere sido criado por BALLSCHMITER & ZELL (1980), e mais tarde adotado pela
IUPAC (Internacional Union of Pure and Aplied Chemistry) (Tabela 1). Outra maneira de se
referir a cada composto € indicando a posi¢éo do atomo de cloro no anel, de acordo com a Figura
1, seguida pelo termo CB (ex. 2,2’, 3-CB).
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Figura 1- Esquema da molécula 2,2, 3-CB.

Tabelal - Sistema de identificac8o dos congéneres de PCBs

Numero de Cloros Usua IUPAC
3 PCB 28 2,4, 4 - triclorobifenil
4 PCB 77 3,3 ,4,4 - tetraclorobifenil
5 PCB 126 3,3,4,4' 5 - pentaclorobifenil
7 PCB 180 2,234,455 - heptaclorobifenil
10 PCB 209 2,2,33,4,4 55 ,6,6'-decaclorobifenil

Fonte: PENTEADO et d., (2001)

Na Tabela 2 pode-se observar 0 grau de cloragdo na molécula de PCB em funcéo do

numero de &omos de cloro presentes no congénere.

Tabela 2 - Congéneres de PCBs possiveis, nimero de isbmeros, massa molecular e porcentagem de cloro para varios

isdmeros de PCBs

Bifenil Numero de Isbmeros  Massa Molecular % Cloro
Monocloro 3 188.7 18.8

Dicloro 12 2231 21.8

Tricloro 24 257.5 41.3
Tetracloro 42 292.0 48.6
Pentacloro 46 326.4 54.3
Hexacloro 42 360.9 58.9
Heptacloro 24 395.3 62.8
Octacloro 12 429.8 66.0
Nonacloro 3 464.2 68.7
Decacloro 1 498.7 71.2

Total 209

Fonte: PENTEADO et al., (2001)
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Diversos estudos evidenciam que dos 209 congéneres possiveis de PCBs somente 130
podem estar presentes nas misturas comerciais (WHO, 1990). Estas foram produzidas em
diferentes paises com diferentes denominacdes, tais como: Phenoclor (na Franca), Kaneclor (no
Japédo), Clophen (na Alemanha), Aroclor (nos Estudos Unidos pela Monsanto), Ascarel (Brasil)
(ABNT, 1997).

Muitos desses congéneres ndo afetam e ndo produzem efeitos colaterais aos seres vivos e
a0 ecossistema. Outros, devido principalmente a suas propriedades fisico-quimicas, ou a
diferentes campos de aplicagcdo, podem afetar ou serem afetados pelo ecossistema, produzindo
um desequilibrio ambiental.

A ocorréncia acidental dos PCBs no ambiente pode ocorrer devido a combustéo e
volatilizacdo de material organoclorado (entrada na atmosfera) e através do lancamento nos
corpos d &gua como descarga industrial e urbana (rios, lagos, costa maritima). Na atmosfera os
poluentes estdo distribuidos entre a fase gasosa e 0 material particulado, possibilitando seu
transporte mesmo para &reas remotas como o continente Antértico e Artico (OEHME, 1991).

A contaminagdo da biota também ocorre devido ao contato com o0s “reservatorios’
naturais (solo, sedimentos), os quais receberam atividade antropica. Os PCBs acumulam-se no
tecido adiposo dos seres vivos e a concentragdo do contaminante na cadeia alimentar aumenta de
acordo com o nivel trofico. Espécies predadoras apresentam tendéncia a altos fatores de
bioacumulacdo de PCBs em relacdo a suas presas (LETCHER et a., 1998 ). O homem, por
ocupar o topo da cadeia tréfica, estd sujeito a um maior risco de exposicéo (PENTEADO; VAZ,
2001). Pode-se dizer que a alimentacdo esteja entre os principais meios de exposicdo de PCBs
para 0 homem, embora existam outras rotas de exposicéo (JACOBS et al., 1998).

Na Figura 2, ha uma proposicdo para as possiveis rotas de acumulacdo de compostos

xenobi 6ticos pel os peixes através da dgua ou por seus habitos alimentares.



17

SUBSTANCIA

——Gordura

Biotransformagd¢ | «— Rinse »Rins Armazenamento

etabdlitos—

gFi gado—— > Figado

——Muscul atur

<—Muco Pele «

. —Figado— BileIntestino—+ Fezes—>
<«—Branquias—

.—— Rins —+ Urina—
EXCRECAO

Figura 2 - Possivel rota de acumulagdo de compostos xenobidticos pelos peixes através da agua ou por seus hébitos
alimentares proposta (PENTEADO; VAZ, 2001)

Somente a partir de 1966 os PCBs foram considerados como poluentes do meio ambiente.
A partir dai, os efeitos toxicol 6gicos e bioguimicos das misturas de congéneres individuais tém
sido estudados principalmente em peixes, células de mamiferos e até mesmo no homem
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY - USA, 1983). Estudos toxicolégicos
realizados com cobaias tem demonstrado que a contaminacdo por PCBs pode alterar
principamente as fungbes reprodutivas dos organismos. Foram observados distUrbios na
maturacdo sexual e efeitos teratogénicos (desenvolvimento fetal andbmalo) (ERICKSON, 1992).
No ambiente, estes efeitos se propagam ao longo de toda a cadeia trofica, através da
bioacumulacéo, afetando todas as espécies. No homem, 0s principais sintomas observados devido
a exposicdo aos PCBs foram: cloroacne, hiperpigmentacdo, problemas oculares, cancer de figado
evesiculabiliar (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY —EPA/USA, 1983).

Em 1978 surgiram as primeiras leis americanas restringindo o uso dos PCBs somente para
sistemas fechados como trocadores de calor (ALBAIGES, 1980). Em 1983 foi publicada lei
federal (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY — EPA/ USA, 1983) proibindo o uso de
PCBs em todo territério americano a partir de 1988.

No Brasil ndo h& registros da producdo de PCBs, sendo todo importado dos Estados
Unidos e da Alemanha. As restricdes no seu uso foram implementadas através da Portaria
Interministerial 19, de 2 de janeiro de 1981, a Instrucdo Normativa 001 SEMA/STC/CRC de 10
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de junho de 1983 e a norma ABNT/NBR 3871. A Portaria estabelece, entre outras coisas, a
proibicdo da fabricacdo, comercializacdo e uso de PCBs em todo territério nacional. Porém, os
aparelhos em funcionamento continuariam até a sua total substituicdo ou troca de produto
dielétrico isento de PCBs. Além disso, a Portaria, a Instrugdo Normativa e a norma ABNT/NBR
3871 proibiram o descarte, armazenamento e manipulagéo inadequados de PCBs.

A producdo mundial acumulada de PCBs foi estimada em 1.200.000 toneladas. Pela
estabilidade quimica e amplitude de difusdo de produtos contendo PCBs, cerca de 40% desta
producdo total entrou no ambiente (PEARSON, 1982). Grande parte ainda continua em uso,
principalmente em equipamentos eletro-eletrbnicos antigos, aém disto, considerdveis
quantidades de PCBs podem estar armazenadas em areas de depositos de residuos.

Em estudos feitos com leite materno no Rio de Janeiro (PAUMGARTTEN et al., 2000),
PCBs foram detectados, embora em menor concentracdo em relagdo a amostras de paises
industrializados. As concentracfes séricas de PCBs nas amostras desta cidade, eram menores que
2 ug.L™, enquanto a concentraco nas amostras de leite materno em paises industrializados eram
3 a20 vezes maiores. Acredita-se que a populacdo carioca tenha sido primeiramente exposta aos
PCBs pelo consumo de peixes contaminados (FERREIRA DA SILVA, 2000), e em menor
escala, via outros produtos alimentares de origem animal como carne, leite, queijo e ovos (WHO,
1996).

Além do Rio de Janeiro, outros locais no Brasil como o estu&rio de Santos, também
possuem registros de contaminacdo por PCBs (CAMPANILI, 2001). A Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental de S&o Paulo (Cetesb), faz levantamentos periddicos sobre
0s niveis de contaminacdo da regido estuarina de Santos e S8o Vicente — SP. Em 2001 e 2002
foram detectadas quantidades relevantes de substéncias como metais pesados e PCBs nos

sedimentos, embora em menores concentragoes que em 1989.

2.1.6 Biodegradacéo de PCBs

A dta estabilidade quimica dos PCBs, tornam estes compostos dificeis de serem
destruidos. Existem processos quimicos, fisicos e bioquimicos especificos, os quais devem ser
feitos cuidadosamente para se evitar a formacéo de compostos ainda mais toxicos.

A degradacdo dos PCBs pode ser classificada em intencional, onde sdo empregados

processos cataliticos ou alta temperatura (incineracdo), e natural, que € limitada a um nimero
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restrito de congéneres. Processos intencionais como, a reciclagem de transformadores e a
incineracdo podem gerar compostos secundarios muito toxicos e possuem um custo muito
elevado, 0 que restringe sua pratica principalmente em paises em desenvolvimento (COELHO,
1999).

A degradacdo biolégica € um importante método natural de remogdo dos PCBs do
ambiente, podendo ocorrer tanto por processos aerdbicos como anaerdbicos. Alguns compostos
xenobidticos sdo muito semelhantes a compostos naturais, estando sujeitos ao metabolismo
microbiano. O metabolismo dos microrganismos presentes nos locais contaminados € adaptado
(desenvolve vias metabdlicas complexas com enzimas especiadizadas e outras caracteristicas
celulares) para degradar os compostos presentes no local. Em ambos 0s processos (anaerobico e
aerdbico), a remocdo do substituinte € a chave principal para sua biodegradacdo, ja que este
processo de desal ogenacdo reduz a toxicidade dos PCBs. Esses processos de degradagdo ocorrem
amplamente na natureza, no entanto estao limitados ao nimero de &omos de cloro e sua posi¢cao
na molécula. Estudos de degradacéo aerdbica de PCBs em amostras de sedimento contaminado
evidenciam a especificidade de alguns microrganismos para mono, di e tricloro bifenilas
(ERICKSON, 1992). JA a biodegradacéo anaerdbica por bactérias tém sido um importante
artificio aplicado em sedimentos contaminados de vérios rios. Essa biodegradacdo aplica-se no
processo de substituicdo do atomo de cloro pelo hidrogénio nas posicies meta e para, com
rendimento entre 10 e 90% (PENTEADO; VAZ, 2001).

Na degradacdo aerdbica dos PCBs por bactérias, os genes envolvidos séo similares entre
os diferentes isolados e ambientes, o que sugere a ocorréncia de transferéncia genética entre os
isolados. Diversos isolados recombinantes tém sido construidos buscando uma maior eficiéncia
no processo degradativo dos compostos. A exemplo do uso da via 2,3 — dioxygenase em
Burkholderia xenovorans. Para tanto, o gene correspondente, bphC, tem sido seqiienciado
(GORIS et a., 2004).

2.1.7 Rhodococcus sp. isolado RHAL (fcb)

O género Rhodococcus inclui a ampla variedade de diversidade morfoldgica de
microrganismos com habilidade de formar hifas, fragmentando-se em bastonetes e cocos

(GOODFELLOW, 1989). Este género define um grupo de actinomicetos que possuem: a)
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peptidioglicano formado por N-acetilglucosamina, acido N-glucorilmurémico, D-e L-alanina, e
acido D-glutémico; b) parede celular com grandes quantidades de arabinose e galactose; c)
combinacdo fosfolipidica de difosfaditilglicerol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e
fosfatidilinositol manoses; d) cadeias de é&cidos graxos contendo &cidos insaturados e
tubercul oestedricos e &cidos micdlicos, e €) menaquinonas dehidrogenadas com 8 ou 9 unidades
isoprenos. Todas estas caracteristicas fazem este género bastante resistente as condicOes
ambientais de estresse, como desidratacéo extrema (WARHUST; FEWSON, 1994).

Rhodococcus sp. isolado RHA1 foi encontrado pela primeira vez pelo grupo do Prof.
Fukuda, em solo contaminado com diversos produtos toxicos como etilbenzeno, tolueno,
benzeno, propilbenzeno e PCB (HATTA et al., 1998). E uma bactéria aerébica, Gram positiva,
resistente a adversidades, possuindo multiplos operons catabdlicos e resisténcia ao antibidtico
Rifampicina (rif +) (RODRIGUES et d., 2001).

Embora com essas vantagens, o isolado RHA1 possui 0 mesmo problema que outros
microrganismos durante a degradacdo de PCBs. Este microrganismo produz produtos
intermedidrios toxicos a s préoprio. A formacdo de produtos da degradacéo de 2- e 3-clorocatecol
causam desativagcdo de oxigenases. A producdo destes mesmos produtos toxicos de écidos
clorobenzéicos podem ser evitados com a remocéo dos aomos de cloro antes da abertura do anel
fenilico. O estabel ecimento da deal ogenizacdo como primeiro passo da degradacéo € atrativo para
0 desenvolvimento de vias metabdlicas recombinantes. O isolado RHA1 foi geneticamente
construido com a introdugdo do operon de degradacdo hidrolitica de 4-clorobenzoato (fcb)
(RODRIGUES, 2000), que remove o0 aomo de cloro na posicdo para, produzindo 4-
clorohidroxibenzoato (4-HBA) (ZAITSEV et a., 1991). O replicon de Rhodococcus — RS (2.7
Kb) foi retirado do vetor pRCL1 e clonado no sitio Pstl — Xbal dando origem ao plasmidio pRT1.
O operon fcb ABC de Arthrobacter globiformis strain KZT1, presente no plasmidio pCH1 foi
clonado no vetor pRT1, junto com o promotor lac (Pa) € com 0 RS (origem de replicagéo),
produzindo pRHD34. Apos isolamento e purificagdo do plasmidio pRHD34, este foi introduzido
em Rhodococcus sp. isolado RHAL por eletroporacdo (RODRIGUES et al., 2001). A Figura 3
ilustra este processo de montagem do plasmidio recombinante Rhodococcus sp. isolado RHA1
(fcb).
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Figura 3 - Esquema para construcdo do plasmidio pRHD34, vetor do operon fcb, clonado na bactéria Rhodococcus sp
isolado RHA1

2.1.8 Substrato turfoso como veiculo para inoculagdo no ambiente

A turfa é originada da decomposi¢éo de restos vegetais, encontrada em éreas aagadicas
como Véarzeas de rios, planicies costeiras e regides lacustres. Trata-se de um bidlito, isto € um
depdsito sedimentar desenvolvido a partir de processos bioldgicos. Além de apresentar uma
grande porcentagem de matéria organica e nutrientes, a turfa apresenta as vantagens de baixa
possibilidade de presenca de patdégenos e metais pesados, baixo custo e ata disponibilidade no
Brasil (FRANCHI, 2003). E muito utilizada para todos os tipos de cultivos e é excelente como
base parainoculantes (DIDONET, 2000).

Atualmente, com o uso das técnicas nucleares na agricultura, a irradiacéo de turfas para a
producéo de veiculos de transporte de microrganismos para 0 ambiente tém sido amplamente
utilizada. No exemplo da producéo de inoculantes contendo Rhizobium, a turfa devidamente
tratada € misturada com bactérias selecionadas para posterior aplicagdo as sementes das
leguminosas. A turfa é esterilizada para manter a estabilidade e prolongar a sobrevida da bactéria
de interesse. A esterilizagdo deste substrato em autoclave, por calor, poderia modificar a
composic¢ao daterra e degradar o material organico (STEPHENS, 2000).

Muitos estudos tém sido feitos e aplicados utilizando-se substratos liquidos como veiculos
de inoculacdo de microrganismos biorremediadores em ambiente aguoso (SCHERER €t al.,
2004). No entanto, h& uma caréncia de estudos buscando o desenvolvimento de substratos
solidos, necessarios para o transporte dos microrganismos para o solo e sedimentos. Uma vez

que a elaboracdo deste substrato pode afetar a habilidade do recombinante sobreviver no solo.
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Para avaliar o potencial de substratos solidos como veiculos, € necessario observar a estabilidade
da bactéria de interesse diante de fatores interferentes tais como: presenca de outras bactérias no
substrato (competitividade) e condigbes de armazenamento, os quais podem influenciar na

capacidade biodegradadora do microrganismo.

2.1.9 O Estuério de Santos e a contaminacéo por PCBs

A regido Estuarina de Santos e S&o Vicente (Baixada Santista, Estado de S&o Paulo), que
inclui o Porto de Santos, passou por um processo acelerado de desenvolvimento urbano e
industrial a partir do inicio do século XX. Como consequéncia, a area foi submetida a
contaminacdo intensa e continua por diversos tipos de compostos recalcitrantes, incluindo
hidrocarbonetos de petréleo, bifenilos policlorados (PCBs), pesticidas, solventes orgéanicos,
dioxinas, furanos, metais pesados e compostos organoclorados. Apesar das medidas de reducéo
de lancamento de poluentes adotadas pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
do Estado de S&o Paulo (Cetesb) a partir de 1984, a contaminacéo ainda persiste naregido. Dessa
forma, a pesguisa na &rea é de grande importancia para que se possam aprimorar as estratégias de
monitoramento e criar tecnologias que visem a descontaminacdo do estuario. Além disso, o
Sistema Estuarino Santos e Sao Vicente é, pelo seu préprio historico, um ambiente interessante
para a obtencdo e o estudo da fisiologia e da ecologia de culturas degradadoras de compostos
xenobi6ticos, tais como os PCBs.

A Cosipa (Compania Siderurgica Paulista) € uma das maiores industrias da regiéo e esta
localizada em um dos locais com maiores indices de contaminagdo por PCBs (NAKAIAMA,

2005), dai o interesse em utilizar amostra col etada nesta regi&o.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Curva de Crescimento de Rhodococcus sp. isolado RHAL (fcb)

O isolado RHAL (fcb) de Rhodococcus sp. foi cedido gentilmente pelo Dr. James M.
Tiedje do National Science Foundation - Center for Microbial Ecology, Michigan State
University, East Lansing, MI, USA. As bactérias foram crescidas em meio liquido sintético K1
(pH 6,8) com &cido 4-clorobenzdico (2 mM). Solucdo de K1 contém (g.L™): 31,8 g de KoHPO,,
3,54 g de NaH,.PO.H,0, 5 g de (NH,),SO, e 0,1 g de Ca(NOs),. A solucdio de K1 foi
adicionada, uma solucao de vitaminas (10 mL.L™, filtradaa 0,22 um) contendo (mg.L™): 0,02 mg
de biotina, 1 mg de &acido nicotinico, 0,5 mg de tiamina, 0,5 mg de riboflavina e 0,5 mg de
inositol (ZAITSEV et al., 1991). A solucdo de minerais adicionada a0 meio K1 (20 mL.L™,
previamente autoclavada) contém (g.L™): 10 g de CsHoNOs (dissolvido e neutralizado em KOH),
14,45 g de MgS0,.7H,0, 3,33 g de CaCl,.2H,0, 0,925 g de (NH4)sM040,4.24H,0, 0,099 g de
FeS0,.7H,0, 250 g de EDTA, 1,095 g de ZnS0,.7H,0, 0,154 g de MnSO,.H,0, 0,0392 g de
CuS0,4.5H,0, 0,0248 g de Co(NOg3),. 6H0O, e 0,0177 g de NaB4O7.10H,O. A cultura de
bactérias foi mantida em incubadora a 28°C, sob 160 rpm de agitacdo, sem iluminagdo. A
densidade ¢tica (O.D.soonm) foi medida a cada 3 horas (durante as primeiras 33 horas), em um
total de 66 horas, para a construcéo da curva de crescimento. A cada ponto obtido da curva foi
coletada amostra para diluicdo em série (1/10) em tampdo PBS (Phosphate buffer saline) (3X: 5
M NaCl e 0,5 M NaPO,, pH 8) e plaqueamento das 4 ultimas dilui¢des (método da gota) em meio
K1 solido contendo bifenilo na tampa, de acordo com SOMASEGARAN & HOBEN (1994).
Apos crescimento das colonias foi feito contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Para a elaboracdo da curva padréo foi utilizado o programa Sigma Plot versdo 4.
2.2.2 Crescimento e sobrevivéncia do isolado RHAL (fcb) na turfa irradiada
2.2.2.1 Irradiacdo da turfa

A turfa foi gentilmente cedida pela empresa Turfal Ltda - Indistria e Comércio de

Produtos Biologicos e Agronémicos, com procedéncia de Balneario Arroio da Silva (SC) e pH
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3,59, sendo a acidez neutralizada com carbonato de célcio e pH préximo de 6. Aliguotas de 30 g
foram colocadas em frascos de vidro (50 mL), com papel aluminio protegendo a parte interna da
tampa (batogque). O material foi esterilizado por irradiacdo a 100 U de gammacell, dose 50 KGy e
taxa de dose 0,865 por 57 horas no irradiador do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA/USP).

2.2.2.2 Inoculagdo do recombinante na turfa

Imediatamente apds a irradiagdo foi coletada amostra de turfa de trés frascos escolhidos
aleatoriamente para diluicdo em série (1/10). Posteriormente foi feito plagueamento em meio NA
(Agar Nutriente) e contagem de UFC, com o intuito de avaliar a presenca de bactérias
contaminantes antes da inoculacéo de Rhodococcus sp isolado RHA1 (fcb). A diluicdo em série e
o plagueamento em meio Agar Nutriente (NA) com o fungicida Micostatin (1mL.L™) foram
feitos como no item 2.2.1. O meio NA contém (g.L™): extrato de carne 3 g; K-HPO 42 g; peptona
5 g; KH2PO, 0,5 g; Agar 15 g; agua destilada g.s.p. 1 L, cuja composicdo é encontrada em
DHINGRA & SINCLAIR (1985).

No tratamento 1 (isolado + bifenilo), foram adicionados 200 mg.Kg™' de bifenilo
(Backer), antes da inoculacdo da bactéria, sendo misturado com a turfa por agitacéo em vortex.
Todos os procedimentos de manipulagdo dos tratamentos na turfa foram feitos em camara de
fluxo laminar, previamente esterilizada com luz ultravioleta, e com uso de materia estéril para
evitar contaminacdo externa.

A bactéria foi crescida primeiramente em meio seletivo K1 (50 mL) com &cido 4-
clorobenzéico (2 mM) de acordo com o item 2.2.1, durante 4 dias. Um volume de 1mL dessa
cultura foi inoculado em uma nova cultura (50mL) e crescida até 10° célulasmL™. A cultura foi
precipitada por centrifugacdo a 2500 rpm, por 10 minutos e posteriormente lavada em 2 mL de
tampéo fostato (50 mM, pH 7) por duas vezes para separacdo das células (RODRIGUES ¢t 4.,
2001). As bactérias foram ressuspendidas em K1 liquido (sem 4-CBA) e inoculadas (12 mL, o
equivalente a 40% do volume do substrato no frasco) nos tratamentos 1 (isolado RHA1 (fcb) +
200 mg.Kg* de hifenilo) e 2 (isolado RHAL1 (fch)), resultando em uma densidade final de 10*

células.g™.
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Os seguintes tratamentos foram feitos em triplicata:
Tratamento 1: 200 mg.kg™* de bifenilo e 10* cdlulas.g™.

Tratamento 2: somente 10* células.g™ de turfa
2.2.2.3 Plagueamento e contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)

Apb6s a inoculacdo das células nos tratamentos descritos acima, os tubos foram
homogeneizados em vortex e o ensaio foi armazenado durante trés dias em incubadora a 28°C e
posteriormente em camera fria, sem iluminacdo. Amostras foram retiradas dos tratamentos nos
seguintes tempos 0, 15, 30, 50, 75, 100 e 150 dias para avaliacdo do crescimento do isolado. A
diluicdo em série (1/10) foi feita em tamp&o PBS 1X, o plagueamento no meio K1 (contendo
Micostatin a ImL.L™ e antibiético rifampicina a 50 ug.mL™) e a contagem de UFC foram feitos,
utilizando-se o método da gota de acordo com SOMASEGARAN & HOBEN (1994) (Figura 4).

10pL
Diluigso 103 Diluiggo 10°

Dilticao 10° ‘II'
w0 ‘II’ ‘II’ Diluicio 10

Diluicéo 104 ‘ Diluicéo 104

Diluiggo 10 Diluicéo 10

Figura 4 - Esquema de plagueamento das dilui¢es da amostra dos tratamentos em placa de petri (90 x 15 mm) com
meio solido contendo gotas (10 ulL) para contagem de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC)
(SOMASEGARAN; HOBEN, 1994)
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As placas foram mantidas em incubadora a 28°C, sem iluminacdo durante
aproximadamente 3 a 4 dias. ApOs este periodo, eram retiradas para contagem de UFC em lupa
(Carl ZEISS — West/Germany, aumento de 40 X).

A curvade crescimento do isolado de RHA1 (fcb) de Rhodococcus sp nos tratamentos foi

elaborada utilizando-se o programa Microsoft Excel (versdo 2000).

2.2.2.4 Deteccdo do operon fcb em col6nias isoladas da turfa

Colobnias crescidas em ambos os meios (NA e K1) foram isoladas aeatoriamente de
algumas placas para deteccdo dos genes fchA e fchB do operon fcb por amplificacéo através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As coldnias foram transferidas para meio liquido e
crescidas durante 4 dias. O DNA foi isolado de algumas culturas através de uso de Kit Ultraclean
Mo Bio (Séo Paulo) e de outras de acordo com DOYLE & DOYLE (1990). Brevemente: 700 pl
do tampdo de extracdo (NaCl 1.4 M, Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, PVP - 40
1%, CTAB 2%, Proteinase K 100 pg.mL™, B - mercaptoetanol 0.2%) foi adicionado &s células,
seguido de agitacdo e mantidos a 65°C por 30 min. Apds procedeu-se a extracdo com
clorof6rmio: dcool isoamilico (24:1) por 3 vezes e precipitada com isopropanol, seca ao ar e
ressuspendida em TE pH 8,0 (Tris- HCl 10 mM e EDTA 1 mM). O DNA total foi quantificado
em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio e as bandas comparadas com o marcador de
peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

Os genes fcbA e fcbhB do operon fchb foram amplificados por PCR com os seguintes
primers para os genes fchA (forward 5 AACTGATCCGCCGAGACAACATCC 3 ereverse 5
AGGCATTTTTCGAGACGCTTCA 3) e fcbB (forward 5 GGTCCAGCGCGAAATCCAGTC
3 ereverse 5 CCCCCGCACACCGCATCAAG 3). Amplificactes foram feitas em volume de
25 ulL, contendo 5 pmol de primers, 200 uM de dNTPs, 400 ng.mL ™ de albumina bovina, 1X Taq
tampdo, 1.5 U Taqg DNA polimerase (Invitrogen Inc., Sdo Paulo, SP) e 100 ng de DNA. A PCR
foi iniciada com 3 min de denaturacéo a 94°C; seguido de 30 ciclos com denaturagéo a 94°C por
1 min, anelamento a 60°C para fcbA e 55°C para fchB por 30 s, extensdo a 72°C por 2 min, e
extensdo fina por 5 min (RODRIGUES et a., 2001). Cinco pl do produto de PCR foram
analisados em gel de agarose 1% para andlise dos produtos de PCR.
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2.2.2.5 Sequenciamento do gene 16S rRNA

O gene 16S rRNA das col6nias selecionadas foi amplificado por PCR com 0s seguintes
primers para o dominio Eubacteria fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e rD1 (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3') (WEISBURG et a.,1991). Amplificacdes do gene 16S rRNA
por PCR foram feitas em volume de 25 uL contendo 5 pmol de cada primer, 200 uM de dNTPs,
1 X Tag tampdo, 1.5 U Tag DNA polimerase (Invitrogen Inc., Sdo Paulo, SP) e 100 ng de DNA.
A PCR foi iniciada com 3 min de denaturagcdo a 94°C; seguido de 30 ciclos com denaturacéo a
94°C por 1min, anelamento a 55°C por 30 s, extensdo a 72°C por 30 s e extens3o final por 5 min.
Cinco pL do produto de PCR foram submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose 1%
contendo brometo de etidio (0,3 pg.mL™ de gel) com tampao TBE 0,5 X (Tris-Boro-EDTA) para
confirmagdo da presenca do fragmento (1500 pb).

Uma aliquota (20 pl) do produto de PCR foi corrida em gel de agarose 1% (como
anteriormente descrito) a 30 volts. A banda de interesse no gel foi separada com auxilio de bisturi
estéril e colocada em tubo eppendorf de 1,5 mL (previamente pesado). A purificacdo do
fragmento foi feita com uso do kit “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification” (Amersham
Biosciences).

O DNA purificado foi clonado em células quimiocompetentes de Escherichia coli DH5a,
com uso do Kit de clonagem pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). As
bactérias transformadas foram crescidas (12-14 h, 37°C e 150 rpm) em meio LB liquido (Luria
Broth Base, Gibco) com ampicilina (100 ng.mL™). A extracdo do DNA plasmidial foi feita de
acordo com o protocolo de BIRNBOIM & DOLY (1979) como se segue: 3 mL da cultura de E.
coli foi precipitada por centrifugagdo a 5000 rpm (3 min) e o sobrenadante descartado. As células
foram ressuspendidas com 100 uL dasolucéo 1 (para100 mL: Tris- pH 8,0; 1M 2,5 mL; EDTA
0,5M 2,0 mL e glicose 0,9 g; H,O g.s.p.) e posteriormente misturadas a 200 puL da solucéo 2
(50% NaOH 0,4 N e 50% SDS 2%) por inversdo e incubadas em gelo (10 min). Posteriormente
foi adicionado 150 pL da solucédo 3 (acetato de potassio 5 M-60 mL, &cido acético glacial -11,5
mL e agua milli-Q-28,5 mL ), seguido de homogeneizacdo por conversao e conservacdo em gelo.
Apés centrifugacdo a 14000 rpm (20 min a4°C), o sobrenadante foi coletado e adicionado 1,5 pL
de RNAse. A amostra foi entdo deixada a 37°C (20 min.) e adicionado 1 mL de etanol 100%
(gelado), seguido de centrifugacédo a 14000 rpm (15 min. &temperatura de 4°C). O precipitado foi
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lavado com 750 pL de etanol 70%, secado em um bloco aguecedor a 40°C e ressuspendido em 30
pL de agua milli-Q autoclavada. A quantidade e qualidade do DNA plasmidial foi analisado em
gel de agarose 1%.

As amostras foram seqiienciadas com o ABI Prism Big Dye™ Terminator Cycle,
preparadas com o0 Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). A reacdo de
sequenciamento do gene 16S rRNA foi feita em volume de 10uL, sendo utilizado 100 ng de
DNA, 5 pmol de cadainiciador (primer T7: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3' e primer SP6
5-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3', Invitrogen) 0,4 uL de “Big Dye”, 4,1 uL de tampéo 2,5
X (TrissHClI 200 mM, pH 9 e MgCl, 5 mM) e &gua milli-Q 3,5 uL. As amostras sequienciadas
foram lidas no *’ ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems), no laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/ USP). A
andlise do gene ribossdmico 16S obtida das amostras foi feita através de BLAST nos sites do
NCBI e Ribossomal Database Project (ALTSCHUL et al., 1990).

A Figura 5 representa um esquema da elaboragdo e obtencdo dos dados referentes a este
teste.

12mL (40%) de meio K1

RHAL em K1 Final: 104 células g Contagem
com 4-CBA! g
RHAL em K1 de UFCs,
PCR

ﬁ Lavagem ﬁ A tch
£ i A g (operon fch) e

Sequenciamento

U (2x)

Tampéo 1 309 2 gene 16S rRNA
Fosfato 1 ; —‘
Ve e
+
200 mg.Kg*
Bifenilo

Figura5 - Esquematizac&o do Teste de Sobrevivéncia e Crescimento do isolado RHA1 (fcb) naturfa
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2.2.3 Teste de sobrevivéncia de Rhodococcus sp. isolado RHAL1 (fcb), Escherichia coli e

Arthrobacter sp. em amostra ambiental irradiada
2.2.3.1 Amostra ambiental: caracteristicas, preparo e irradiacédo

A amostra ambiental foi cedida pela Profa. Dra. Vivian Pellizari, do laboratorio de
Microbiologia Ambiental do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. A coleta do sedimento foi
realizada em conjunto com a Cetesb em uma éarea (ponto 4) localizada no Estuario de Santos
(Estado de S&o Paulo), selecionado em funcdo de suas caracteristicas de contaminagcéo e da
disponibilidade operacional da Cetesb.

O sedimento do ponto 4 (Figura 6) foi coletado em frente ao termina portudrio da
Companhia Siderurgica Paulista (Cosipa) em outubro de 2000 (NAKAIAMA, 2005;
PELLIZARI, 2005), com uso de um amostrador tipo corer, fornecido pela Cetesb e semelhante
a0 descrito por PEDERSEN et al. (1985). A amostra foi transportada para o laboratério em isopor
com gelo e foi mantida em freezer —20°C.

A classificagdo granulométrica da amostra foi caracterizada como Silte Médio, contendo
2,4% de matéria organica. A concentracdo de PAHS totais medido na época foi de 407560,00
ng.g* e 253,74 ng.g™* de PCBstotais.

Trés dias antes da montagem do ensaio a amostra foi retirada do freezer e deixada sobre a
bancada a temperatura ambiente. ApGs adquirir a temperatura ambiente e antes de submeter o
sedimento ao processo de irradiacdo, ele foi homogeneizado e retirado trés amostras para diluicéo
em série e plaqueamento no meio K1 (com bifenilo na tampa). A intencéo é verificar se existem
bactérias nativas no sedimento com potencial biodegradador de PCBs.

Em camara de fluxo laminar, a amostra de sedimento foi dividida em aliquotasde 5 g e
colocada em 12 frascos de vidro (50 mL) previamente esterilizados em autoclave por 30 min. a
120°C e 1 atm, com a parte interna na tampa encapada com papel aluminio.

Os frascos de vidro contendo o sedimento foram irradiados por irradiacdo gama, dose 50
KGy e taxa de dose 0,865 por 57 horas no irradiador do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA/USP).

Amostras foram retiradas imediatamente apds o processo de esterilizacdo de trés frascos

escolhidos aeatoriamente para diluicdo em série (1/10, até 10%), plagueamento em meio NA
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(com Micostatin) e contagem de UFC de acordo com o item 2.2.2.3, com o0 intuito de se avaliar a

quantidade de bactérias nativas da amostra que resistiram ao processo de irradiagéo.
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Figura 6 - Localizagdo dos pontos amostrados pela Cetesb nas campanhas de monitoramento de 1998, 1999 e 2001

(CETESB, 2001)

2.2.3.2 Tratamentos

Os isolados foram inoculados nos seguintes tratamentos em triplicata:

= Tratamento com Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fch): meio K1 + células

= Tratamento com Arthrobacter sp.: meio NA + células

= Tratamento com Escherichia coli: meio LB + células

= Tratamento Controle: somente 500 uL de meio NA.

Todos os procedimentos que envolveram a manipulagdo dos frascos contendo o substrato

e apés a inoculagdo dos isolados nos tratamentos tais como: pesagem de amostra para

plagueamento, foram feitos dentro de camara de fluxo laminar previamente esterilizada com

acool etilico 100% e por luz ultravioleta (20 min.) e utilizando-se material (ex: espatula para

pesagem, ponteiras) esterilizado por autoclave a 120°C.
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Apds a inoculagdo dos isolados nos tratamentos, todos os frascos foram tampados,

homogeneizados em vortex e armazenados em incubadora a 28°C sem iluminagéo.
2.2.3.3 Inoculacéo de Rhodococcus sp. isolado RHAL (fcb) no sedimento

As bactérias recombinantes foram crescidas em meio seletivo K1 (contendo 4-CBA 2
mM) sob 160 rpm de agitacéo e 28 °C, por 4 dias e posteriormente inoculadas (1 mL) em nova
cultura (50 mL) nas mesmas condicdes. As células foram crescidas até atingir 10" células.mL™
(O.D. 0,3 nm) e precipitadas por centrifugacdo (10000 x g, 10 min). O pelete foi lavado duas
vezes com tampao fosfato e ressuspendido em 50 mL de meio K1. Apos esta etapa foi feita ainda
nova diluicdo (1/20) em meio K1, resultando em uma densidade de aproximadamente 10°
célulasmL™. Em cada frasco do tratamento (em triplicada) contendo o isolado RHA1 (fch),
foram inoculados 500uL da cultura contendo 10° célulasmL™, resultando em uma densidade
final de aproximadamente 10* células.g™.

No tratamento Controle foram inoculados (em triplicata) apenas 500 uL de meio NA
estéril.

2.2.3.4 Inoculagéo de Arthrobacter sp. e Escherichia coli no sedimento

A bactéria Arthrobacter sp. foi isolada de amostra de solo Terra Preta de indio, um solo
da regido amazbnica (PAZINATO et al., 2005). Previamente a montagem do tratamento
contendo este isolado, foi verificado a presenca do operon fcb através de amplificacdo por PCR
dos genes fcbA e fcbB, de acordo com o item 2.2.2.4. O isolado foi crescido em cultura (meio
liguido NA) sob 160 rpm de agitacdo e 28°C, sem iluminacdo, por 4 dias e posteriormente
precipitado por centrifugacdo (10000 x g, 10 min). O pelete foi lavado duas vezes com tampéo
fosfato e ressuspendido em 50 mL de meio NA. Apés esta etapa foi feito diluicdo (1/10) em meio
NA einoculado 500 pL da culturaem cada frasco (trés) do tratamento contendo este isolado.

A bactéria E. coli utilizada neste ensaio foi escolhida aleatoriamente, atendendo apenas a
necessidade de que fosse transformada. As bactérias foram crescidas em 50 mL de meio LB
(Luria Broth Base, Gibco BRL) com ampicilina (100 pg.mL™) por 16h. Apés este periodo as
células foram transferidas para tubo falcon (50 mL) e precipitadas por centrifugacdo (10000 x g,



32

por 10 min.). O pelete foi ressuspendido em 50 mL de meio LB liquido, feito uma diluicéo (1/20)

da cultura einoculado 500 puL em cada frasco do tratamento contendo aE. coli (Figura7).

Figura 7 — Foto dos tratamentos contendo o substrato ja esterilizado e os isolados de Escherichia coli e Arthrobacter
sp. inoculados em triplicata nos frascos de vidro (50mL)

2.2.3.5 Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs)

Amostras dos tratamentos foram retiradas nos tempos 0, 10, 20, 30, 40 e 50 e 70 dias para
diluicdo em série (1/10) em tampéo PBS (3X: 5 M NaCl e 0,5 M NaPO,, pH 8) e plaqueamento
em meio sdlido de acordo com SOMASEGARAN & HOBEN (1994). A amostra diluida
referente ao tratamento contendo o isolado RHA1 (fcb) de Rhodococcus sp foi plaqueada em
meio sdlido seletivo para este isolado (K1, contendo o antibidtico Rifampicina a 50 pg.mL™),
enquanto as amostras dos tratamentos contendo Arthrobacter sp. e Controle foram plagueadas em
meio solido NA (Agar Nutriente) e para o tratamento contendo Escherichia coli foi utilizado o
meio LB (com Ampicilina 100 pg.mL™). Todos os meios continham o fungicida Micostatin
(ImL.L™Y).

As placas contendo meio NA e K1 referentes aos tratamentos com o isolado RHA1 (fcb),
Arthrobacter sp. e Controle, foram armazenadas a 28 °C, sem iluminagdo durante 3 - 4 dias ou
até as coldnias adiquirisser um tamanho ideal para visualizacdo em lupa. As placas LB contendo
as diluicdes referentes ao tratamento com E. coli foram armazenadas a 37 °C, sem iluminacéo
durante 12h.
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2.2.3.6 Deteccdo do operon fcb em col6nias isoladas

Colobnias crescidas nos meios NA, K1 e LB foram isoladas aeatoriamente de algumas
placas para deteccdo do operon fcbh por amplificacgo por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).
As colbnias foram transferidas para meio liquido (0 mesmo onde foram isoladas) e crescidas
durante cerca de 4 dias. O DNA foi isolado através de uso de Kit Ultraclean (MO Bio; Séo
Paulo). O DNA tota foi quantificado em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio e as
bandas comparadas com o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen;Sao
Paulo).

A presenca do operon fcb foi avaliada apenas nas colonias isoladas das placas contendo
meio K1. A deteccdo do operon fcb foi feita por amplificacdo dos genes fcbA através de PCR
com uso dos seguintes primers para os genes fchA (5 AACTGATCCGCCGAGACAACATCC
3 e5 AGGCATTTTTCGAGACGCTTCA 3') efchB (5 GGTCCAGCGCGAAATCCAGTC
3 e5 CCCCCGCACACCGCATCAAG 3) (RODRIGUES et al., 2001). Amplificagbes foram
feitas de acordo com o item 2.2.2.4. Cinco ul do produto de PCR foram analisados em gel de

agarose 1%.
2.2.3.7 Sequenciamento do gene 16S rRNA das col6nias isoladas

O gene 16S rRNA das colOnias selecionadas dos tratamentos contendo os isolados foi
amplificado por PCR com os seguintes primers para o dominio Eubacteria fD1 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e rD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3) (WEISBURG
et a.,1991). Amplificagdes do gene 16S rRNA por PCR foram feitas de acordo com o item
2.2.2.5. Cinco ul do produto de PCR foi submetida & corrida el etroforética em gel de agarose 1%
contendo brometo de etidio (0,3 pg.mL™ de gel) com tamp&o TBE 0,5 X (Tris-Boro-EDTA) para
confirmagdo da presenca do fragmento (1500 pb).

Uma aliquota (20 ul) do produto de PCR foi corrido em gel de agarose 1% a 30 volts. A
banda de interesse no gel foi separada com auxilio de bisturi estéril e colocada em tubo eppendorf
de 1,5 mL (previamente pesado). A purificacdo do fragmento foi feita com uso do kit “GFX ™
PCR DNA and Gel Band Purification” (Amersham Biosciences).
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O DNA purificado foi clonado em células quimiocompetentes de E. coli DH5a, com uso
do Kit de clonagem pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). As bactérias
transformadas foram crescidas (12-14 h, 37°C e 150 rpm) em meio LB liquido (Luria Broth Base,
Gibco BRL) com Ampicilina (100 pg.mL™). A extragdo do DNA plasmidia foi feita de acordo
com o protocolo de BIRNBOIM & DOLY (1979) como anteriormente citado no item 2.2.2.5. A
guantidade e qualidade do DNA plasmidial foi analisado em gel de agarose 1%.

O sequenciamento do DNA de interesse foi feito de acordo com o item 2.2.2.5.

A andlise do gene 16S ribossdmico obtida das amostras foi feita através de BLAST nos
sites do NCBI e Ribossomal Database Project (ALTSCHUL et a., 1990).

A Figura 8 representa um esquema da el aboracéo do ensaio e coleta de resultados.

RHA1 (fcb) em K1
s/ 4-CBA

10%células.g? —
0, 10, 20, 30, 40 e 50 dias viiwwn:

28°C DILUICAO EM
SERIE 1/10 tampé&o biligto 104
PBS 1X

1001
Diltig0 103

DiluigZo 103

Diluigzo 104 Diluicio 104

K1 sélido (rifampicina
50pg.mL1, Micostatin
Nistatina 100000 Ul.mL* e

BIFENILO)

Sequenciamento ) '
gene 16S rRNA PCR operon fcb Crescimento de coldnias

DNA .
em K1 liquido (4-CBA)

Figura 8 — Esquema representativo do Teste de avaliagdo do crescimento das bactérias Rhodococcus sp. isolado
RHA1 (fcb), E. coli e Arthrobacter sp., elaborado com a amostra da Cosipa
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Curva de crescimento de Rhodococcus sp. isolado RHAL (fcb)

A fase exponencial (log) iniciou-se quando o niUmero de bactérias atingiu cerca de 1,7 x
10° célulasmL™, no primeiro dia de cultura, com menos de 30 horas. A fase estacionéria foi
iniciada no segundo dia, quando a cultura atingiu aproximadamente 10° célulasmL™ (Tabela3 e
Figura9). RODRIGUES et al. (2001) em Michigan (EUA) obtiveram uma curva de crescimento
de Rhodococcus sp. isolado RHAL (fch) em meio seletivo K1 (4-CBA a2 mM) com o inicio da

fase log em cerca de 50 horas de cultura.

Tabela 3 — Resultados obtidos (O. D. gonm/tempo) para a elaboracdo da curva de crescimento de Rhodococcus sp.
isolado RHA1 (fcb) em meio seletivo K1 contendo &cido 4-clorobenzdico (2mM)

Tempo (horas) O.D. s00nm
0 0,013 + 0,001
6 0,023 + 0,001
12 0,055 + 0,001
18 0,156 + 0,015
24 0,336 + 0,020
30 0,610 + 0,010
33 0,630 = 0,010
46 0,780 + 0,010
54 0,780 = 0,050

66 0,823 + 0,095
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Crescimento do isolado RHA1 (O.D. X tempo)
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Figura9 - Curvade crescimento de Rhodococcus sp. isolado RHA1(fch) em meio seletivo K1. A bactériafoi mantida
a28°C sob 160 rpm de agitagdo e sem iluminacdo, durante 66 horas

2.3.2 Crescimento e sobrevivéncia do isolado RHAL (fcb) na turfa irradiada
2.3.2.1 Avaliacédo do crescimento atraves de contagem de UFCs

N&o foi observado colbnias isoladas da turfa logo apds o processo de irradiacéo,
sugerindo gque o processo de irradiacdo gama (nesta dose recomendada para fins comerciais) teria
inibido o crescimento das bactérias nativas neste periodo. Trabalhos (ANGLE et al.,1995;
RODRIGUES et a., 2001) verificaram que a esterilizagdo do solo aumenta a sobrevida da
bactéria alvo e influencia a atividade biodegradadora.

Houve crescimento de bactérias isoladas dos tratamentos os quais receberam o
recombinante, como pode ser observado na Figura 10. O nimero de células no ultimo ponto de
coleta (150 dias) foi aproximadamente 3 x 10° células.g™ no tratamento 1 (isolado + 200 mg.Kg™
de bifenilo) e 2,5 x 10° cdulas.g” no tratamento 2 (somente o isolado) (Figura 10). Estes
resultados sugerem que as colOnias crescidas nas placas com meio K1 (contendo bifenilo na
tampa), o qual é seletivo para este isolado de Rhodococcus sp., isoladas dos tratamentos 1 e 2
pertenciam ao recombinante. Entretanto, a presenca do bifenilo no substrato (tratamento 1)

parece ndo influenciar na dinamica de crescimento das bactérias. As curvas de crescimento das
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bactérias em ambos os tratamentos séo muito parecidas (Figura 10). Estudos com microcosmos
avaliando a densidade de bactérias biodegradadoras de PCB (WAGNER — DOBLER et al., 1998)
verificaram que nas primeiras semanas de experimento, em ambos 0s microcosmos (com bifenilo
a60 mg.Kg™* e sem bifenilo) a densidade de UFC foi muito parecida. A partir da terceira semana,
no microcosmo contendo bifenilo foi detectado um maior nimero de UFCs, estabilizando apés 6
meses de experimento com 8 x 10° UFC.mL™. Neste ensaio, o nimero de UFCs de ambos os
tratamentos (com e sem bifenilo) ainda ndo havia estabilizado aos 150 dias. Mais pontos de
coleta sG0 necessarios para avaliar uma possivel diferenca entre o nimero de UFCs nos
tratamentos. Estes resultados sugerem que 200 mg.Kg-1 de bifenilo no substrato aparentemente
nado interferiu na dinamica de crescimento das bactérias do tratamento 1 ou ndo estava disponivel

aelas, indicando que o recombinante cresce naturfa até os 150 dias, sem a necessidade de PCB.

Crescimento de Rhodococcus sp isolado
RHAL (fcb) em substrato turfoso irradiado

=
o

log UFC.g*

—— RHA1 + PCB K1
—— RHA1 K1

O R N WA O O N ® O
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Tempo (dias)

Figura 10 — Crescimento da bactéria Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fch) no substrato turfoso contendo ou ndo 200
mg.K™ de bifenilo



Tabela 4 — Curva de crescimento de Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fcb) na turfa irradiada, usando meio seletivo

K1 contendo hifenilo e rifampicina

RHA1 (fch)
PCB/Meio K1 Meio K1
Tempo
(dias) (log UFC.g% (log UFC.g %
0 4,58 + 0,03 4,78 + 0,02

15 7,36+ 0,04 6,92 + 0,01
30 7,65+ 0,05 7,58 £ 0,09
50 7,37 + 0,09 7,80 £ 0,10
75 7,27+0,11 7,25+ 0,11
100 7,24+ 0,11 7,27 +0,12
150 8,47+ 0,13 8,40+ 0,14

2.3.2.2 Deteccao do operon fcb nas col6nias isoladas dos tratamentos

Foi extraido DNA de colbnias isoladas dos tratamentos 1 (com bifenilo e células do
isolado) e 2 (somente células do isolado) aos 30 e 75 dias de experimento (Figura 11). A
deteccdo do gene ribossdmico 16S por amplificacdo por PCR (cerca de 1500 pb) foi necessaria
anteriormente a amplificagdo dos genes fchA e fchB, devido a possibilidade de fungos estarem
presentes nas placas. O gene ribossomal 16S foi detectado no DNA das colonias isoladas (Figura
12). Este resultado confirma a presenca de bactérias nas col6nias isoladas dos tratamentos e
sugere que o fungicida tenha sido especifico para os fungos.

Houve amplificacdo por PCR dos genes fcbA (500 pb) e fcbB (500 pb) nas amostras de
DNA extraidas das col6nias isoladas dos tratamentos (Figura 13 e 14) em ambos os tempos de
coleta (30 e 70 dias). Estes dados sugerem a presenca do operon fcb nos isolados presentes nestes

tratamentos.
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Figura 11 — Gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio contendo DNA extraido das colénias isoladas dos
tratamentos. 1. Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 2: colénia em meio K1 isolada do
tratamento 1 (células + bifenilo) aos 30 dias; 3: colénia em meio K1 isolada do tratamento 1 aos 30
dias; 4: colbnia em meio K1 isolada do tratamento 1 aos 75 dias; 5: colénia em meio K1 isolada do
tratamento 2 (s6 células) aos 30 dias; 6: colénia em meio K1 isolada do tratamento 2 aos 30 dias; 7:
coléniaem meio K1 isolada do tratamento 2 aos 75 dias; 8: coléniaem meio K1 isoladado tratamento
2 a0s 75 dias

1650 pb=>

Figura 12 - Gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio contendo produtos da amplificacdo do gene
ribossomal 16S. 1: Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 2: colénia em meio K1 isolada do
tratamento 1 (células + bifenilo) aos 30 dias. 3: colénia em meio K1 isolada do tratamento 1 aos 30
dias. 4: colénia em meio K1 isolada do tratamento 1 aos 75 dias. 5: colénia em meio K1 isolada do
tratamento 2 (s células) aos 30 dias. 6 colénia em meio K1 isolada do tratamento 2 aos 30 dias. 7:
coldnia em meio K1 isolada do tratamento 2 aos 75 dias. 8: col6nia em meio K1 isolada do tratamento
2 aps 75 dias. 9: controle negativo
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Figura 13 - Gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio contendo produtos da amplificagdo do gene fchA e
fcbB. 1: Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 2: colénia em meio K1 isolada do tratamento 1
(células + hifenilo) aos 30 dias — primer fchA. 3: colénia em meio K1 isolada do tratamento 1 aos 75
dias — primer fcbA. 4: controle positivo — isolado RHA1 (fcb). 5: controle negativo - Rhabdoderma
cosoide. 6: coléniaem meio K1 isolada do tratamento 1 aos 30 dias — primer fchB. 7: colénia em meio
K1 isolada do tratamento 1 aos 75 dias — primer fchB. 8: controle positivo — isolado RHA1 (fcb). 9:
controle negativo - Rhabdoderma cosoide. 10: marcador molecular 1Kb

123 456

650 pb
=D

Figura 14 — Gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio contendo produtos da amplificagdo do gene fchA e
fcbB. 1: Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 2: col6nia em meio K1 isolada do tratamento 2
(s6 células) aos 30 dias — primer para fcbA. 3: coldnia em meio K1 isolada do tratamento 2 aos 75 dias
- primer para fchA. 4: controle negativo - Rhabdoderma cosoide; 5: colénia em meio K1 isolada do
tratamento 2 aos 30 dias — primer fchB; 6: col6nia em meio K1 isolada do tratamento 2 aos 75 dias -
primer fchB

A partir destes resultados é possivel inferir que o DNA isolado das colénias dos
tratamentos 1 e 2 na turfa possivelmente pertencia a Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fcb), pois
continha os genes fchA e fcbB, sugerindo a presenca do operon fcb. Além disso, estes genes
foram detectados 75 dias apos a inoculacdo da bactéria no substrato, sugerindo que o operon fcb
se mantenha estével no isolado RHA1 (fcb) de Rhodococcus sp. na turfa dentro deste periodo e
nestas condigoes.
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2.3.2.3 Sequenciamento do gene 16S ribossomal

Os fragmentos do gene 16S rRNA amplificados do DNA das colbnias isoladas do
tratamento 1 (Rhodococcus sp isolado RHA1 (fcb) + bifenilo) e 2 (s6 o isolado) aos 30 e 75 dias
de ensaio foram sequenciados (as duas fitas). A andlise das seqiéncias feita através de BLAST
nos sites do NCBI e Ribossomal Database Project, apresentou 99% de identidade com a
seguéncia do gene ribossomal 16S de Rhodococcus sp. 871- Ano 40 (AF420421.1), 98% de
identidade com Rhodococcus fascians (AB211229.1) e Rhodococcus wratislaviensis isolate
OUCZ48 (AY785739.1). Estes resultados sugerem que as col6nias isoladas da turfa, pertenciam a
Rhodococcus sp isolado RHA1 (fcb).

Estudos sobre a producdo e formulacdo de inoculantes para aplicacdo comercial, tem
demonstrado que para um substrato ser considerado bom para ser comercializado, além do baixo
custo, 0 microrganismo deve sobreviver nele por um longo periodo de tempo (STEPHENS;
RASK, 2000). A partir dos resultados obtidos neste ensaio, € possivel inferir que este
recombinante foi viavel no substrato por cerca de 150 dias, mantendo o operon fcb de degradacéo
hidrolitica por pelo menos 75 dias. Devido a capacidade de adaptacdo que aparentemente o
recombinante possui neste substrato e aos baixos custos que a metodologia oferece, pode-se
sugerir que a turfa possui um bom potencial como inoculante deste isolado de Rhodococcus sp
para substratos solidos.

Existe uma caréncia de estudos com inoculacdo de bactérias recombinantes neste
substrato com finalidade comercial, tornando dificil & comparacdo deste estudo com outros.

2.3.3 Teste de sobrevivéncia de Rhodococcus sp. isolado RHAL (fcb), Escherichia coli e

Arthrobacter sp. em amostra ambiental irradiada
2.2.3.1 Avaliacdo do Crescimento através de contagem de UFCs

N&o foram observadas colbnias isoladas da amostra ambiental crescendo nas placas
contendo os meios NA, K1 e LB logo apds o processo de irradiacdo. Porém apos 10 dias
decorridos da inoculagéo dos isolados no sedimento, as UFC isoladas do tratamento controle
foram detectadas (Figura 15). Este fato pode ser justificado, uma vez que mesmo ausente ou

ocorrendo em baixa densidade neste substrato, estas bactérias podem ter sobrevivido gragas a
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capacidade de formar estruturas de resisténcia, como cistos, quando em condigdes estressantes
(BASHAN, 1986; BASHAN; HOLGUIN, 1997). Embora metodologias mais eficientes na
esterilizacdo de substratos solidos e liquidos tenham sido buscadas, ainda so detectados bactérias
contaminantes (MARAFU et a., 1995; SMITH, 1992). O processo de irradiagdo gama nesta dose
(50 KGy) aparentemente foi eficaz na eliminacdo parcial das bactérias nativas, permitindo o
crescimento destas apos 10 dias.

No tempo 0 foram detectadas: aproximadamente 10* UFC.g™* no tratamento que recebeu o
recombinante, 10° UFC.g™ no tratamento inoculado com E. coli e 10’ UFC.g™* no tratamento
inoculado com Arthrobacter sp. (Figura 15 e Tabela5). A densidade de células no tratamento que
recebeu o isolado RHA1 (fcb) correspondeu ao proposto na metodologia. Os meios de cultura
seletivos para Escherichia coli (LB) e Rhodococcus sp. isolado RHAL (fch) com antibiéticios
(ampicilina e rifampicina) selecionaram col6nias brancas, difusas, de tamanho médio (Figura 16)
aparentemente pertencentes a E.coli, e col6nias amarel adas pequenas, tipicas de Rhodococcus sp.
isolado RHA1 (fcb) (Figura 17). As colbnias crescidas no meio K1 (com adicéo de cristais de
bifenilo na tampa) possuiam coloracdo amarelo-escuro (Figura 17), o que pode ser devido a
presenca de um metabdlito resultante da atividade da dioxigenase, também observado por
WAGNER-DOBLER et a. (1998) em estudo com biodegradagéo de PCBs. As colonias isoladas

do tratamento inoculado com Arthrobacter sp. eram de cor marrom claro e grandes (Figura 18).
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Figura 15 — Curva de crescimento do recombinante Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fch) na amostra ambiental

irradiada (Cosipa) comparativamente ao crescimento de Arthrobacter sp. e E. coli

Tabela 5 - Dados obtidos para a curva de crescimento dos isolados RHA 1 (fcb), Arthrobacter sp. e E. coli naamostra

da Cosipa
Tempo Controle/meio NA RHA1 (fcb) Meio K1 Arthrobacter sp/meio NA E. coli/meio LB
(dias)
(log UFC.gY) (log UFC.g % (log UFC.gY) (log UFC.gY)
0 0+0 4,51+0,12 6,93 + 0,06 5,78 £ 0,07
10 0+0 4,55+0,12 7,85+ 0,06 5,84 +£ 0,07
20 4,18 + 0,10 6,54 +0,11 7,10 £ 0,09 544 +0,12
30 5,45+0,12 6,93+0,11 7,38 £ 0,09 514 +0,12
40 5,65+0,11 6,35+ 0,10 7,50 + 0,08 5,06 £ 0,10
50 6,72 +0,11 6,40 + 0,13 5,82+0,11 4,61+0,12
70 6,87 £ 0,13 6,28 + 0,16 0+0 0+0




Figura 16 — Placa de petri (90 x 15 mm) contendo meio LB (ampicilina 100 png.mL™) e colénias isoladas do
tratamento inoculado com E. coli — tempo O

Figura 17 — Placa de petri (90 x 15 mm) contendo meio K1 e coldnias isoladas do tratamento inoculado com
Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fcb) - tempo 0. Observa-se uma colorag8o amarelada em torno das
colénias indicando a presenca da enzima dioxigenase. A cor roxa do meio ocorre devido a mistura de
rifampicina (vermelho escuro)

Figura 18 — Placa de petri (90 x 15 mm) contendo meio NA e colénias isoladas do tratamento inoculado com
Arthrobacter sp. —tempo 0
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As col6nias isoladas do tratamento contendo E. coli cresceram a 37°C em uma noite. As
colOnias referentes ao tratamento com Arthrobacter sp. cresceram dentro de 3 — 4 dias a 28°C,
apos o plagueamento. Porém, ao contrario do que foi observado no teste anterior (no substrato
turfoso), as colénias em meio K1, isoladas do tratamento inoculado com o isolado RHA1 (fch)
demoraram cerca de 10 dias para crescer nas placas a 28°C.

Houve estabilidade no nimero de UFC isoladas dos tratamentos contendo E. coli e
Arthrobacter sp até o quinto dia apds a inoculagdo. Uma queda lenta no nimero de UFC no
tratamento contendo a E. coli foi observado apds este periodo. Enquanto aparentemente o nimero
de células no tratamento contendo Arthrobacter sp., teria se mantido estavel por cerca de 40 dias.

Observou-se apods os 50 dias uma queda muito intensa no niumero de UFC nos tratamentos
inoculados com E. coli e Arthrobacter sp. Sugerindo a morte muito repentina de células no
substrato ou um estado no qual elas ndo podiam ser recuperadas. Em estudo com microcosmo
utilizando E. coli com gene AtzA para degradacéo de atrazina clorohidrolase, foi obtido grande
sucesso no processo degradativo, sugerindo que esta bactéria seria capaz de adaptar-se ao
substrato, uma vez que Ihe sgja dado condicdes fisiologicas para isto (STRONG et al., 2000).
HENSCHKE et a. (1991) efetuaram monitoramento do crescimento de um recombinante de E.
coli em solo (microcosmo) através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Constataram que
apos 28 dias ndo havia mais células da bactéria alvo na amostra. Entretanto, RECORBET et al.
(1993), encontraram 5 x 10° cdulas.g™ do recombinante de E. coli apés 40 dias com uso de
imunofluorecéncia e somente 10° UFC.g™* ap6s 15 dias. Usar outra metodol ogia em conjunto com
a de contagem de UFC, para deteccdo da E. coli neste estudo, seria necessario para se concluir
com mais precisio se este isolado sobrevive por mais tempo na amostra da Cosipa. E preciso
considerar também a seguinte possibilidade: os recombinantes inoculados tém tendéncia a
agregar-se no solo para tornarem-se mais estéveis. As bactérias inoculadas que ndo se agregam
podem morrer (RICHAUME et al., 1992), o que pode também justificar a morte delas
rapidamente no substrato. A bactéria Arthrobacter sp. em estudos anteriores, cresceu em
microcosmos contendo diuron, mas eventualmente ndo podia ser cultivada (WIDEHEM et al.,
2002), sugerindo que neste estudo o fato de ndo conseguir nimero de UFC suficiente ndo

signifigue que ela ndo esteja mais presente na amostra.
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O numero de UFC do tratamento contendo o isolado RHA1 (fcb) aumentou durante os primeiros 30 dias,
seguido de uma estabilizacdo até o Ultimo ponto de coleta de dados aos 70 dias (2 x 10° células.g™) (Figura 10).

2.2.3.2 Amplificacao do gene 16S rRNA e dos genes fcbA e fcbB por PCR

Colébnias foram isoladas dos tratamentos (exceto o Controle) logo no primeiro dia (tempo
0) apos a inoculacdo para a extragdo de DNA (Figura 19). Porém, devido a qualidade do DNA
extraido das col6nias isoladas dos tratamentos inoculados com Rhodococcus sp. isolado RHA1
(fcb) e Arthrobacter sp. no tempo 0, ndo foi possivel a amplificagcdo do gene 16S rRNA (Figura
20). Embora a qualidade do DNA total extraido das col6nias isoladas do tratamento contendo E.
coli ndo estivesse em boa qualidade, o gene 16S rRNA foi amplificado (Figura 20). No ponto de
coleta 50 e 70 dias, também foi extraido DNA de col6nias isoladas do tratamento inoculado com
o recombinante (Figura 19), do qua foi amplificado por PCR o gene 16S rRNA (Figura 20).
Porém, ndo foi possivel obter DNA com qualidade o suficiente para amplificagdo do gene 16S
rRNA das colbnias isoladas do tratamento inoculado com Arthrobacter sp. em nenhum ponto de
coleta de dados.

9 10 11 12 13

Figura 19 — Géis de agarose (1%) corados com brometo de etidio contendo produtos da extragcdo de DNA total. 1:
Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 2: Marcador de peso molecular pGEM (6,5uL= 100ng). 3
e 4: colénia em meio K1 isolada do tratamento inoculado com RHA1 (fcb) - O dias. 5 e 6: colénia em
meio NA isolada do tratamento inoculado com Arthrobacter sp. - O dias. 7 e 8: colénia em meio LB
isolada do tratamento inoculado com E. coli - 0 dias. 9: Marcador molecular Low Mass (4ulL). 10 e 11:
colénia em meio K1 isoladas do tratamento inoculado com RHA1 (fcb) — 50 dias. 12 e 13: coléniaem
meio K1 isoladas do tratamento inoculado com RHA1 (fcb) — 70 dias
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Figura 20 - Gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio contendo produtos da amplificacdo do gene 16S
ribossomal. 1: Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 2: controle positivo RHA1 (fcb). 3 e 4:
colénia em meio K1 isolada do tratamento inoculado com RHA1 (fcb) — 50 dias. 5 e 6: coldnia em
meio K1 isolada do tratamento inoculado com RHA1 (fcb) — 70 dias. 7: coléniaem meio K1 isolada do
tratamento inoculado com RHA1 (fcb) - 0 dias. 8: coléniaem meio LB isolada do tratamento inoculado
com E. coli - 0 dias. 9: colénia em meio NA isolada do tratamento inoculado com Arthrobacter sp. - O
dias

Os fragmentos (500 pb) correspondentes aos genes fcbA e fchB do operon fcb foram
amplificados por PCR nas coldnias isoladas aos 50 e 70 dias do tratamento inoculado com

Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fcb) (Figura 21). Indicando a presenca do isolado RHA1 (fcb)

nestas colénias. Estes genes ndo foram detectados através de Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) no DNA extraido de Arthrobacter sp. antes da inoculagdo na amostra da Cosipa, indicando

que esta bactéria ndo possui 0s genes de degradacdo hidrolitica de acido 4-clorobenzéico (4-

CBA).
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Figura 21 - Géis de agarose (1%) corados com brometo de etidio contendo produtos da amplificacdo do gene fcbA (2
a 7)e fchB (9 a 13). 1 e 8: Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 2 e 13: controle negativo -
Rhabdoderma cosoide. 3: controle positivo RHA1 (fcb). 4, 5, 9 e 10: colénia em meio K1 isolada do
tratamento inoculado com RHA1 (fcb) — 50 dias. 6, 7, 11 e 12: col6nia em meio K1 isoladas do
tratamento inoculado com RHA1 (fcb) — 70 dias
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2.2.3.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA

Os fragmentos do gene 16S rRNA amplificados das coldnias isoladas (tempo 0) do
tratamento inoculado com E. coli e do tratamento inoculado com Rhodococcus sp. isolado RHA1
(fcb) (50 e 70 dias) foram sequenciados (as duas fitas: F e R). A andlise das seguéncias
pertencentes as colonias isoladas aos 50 e 70 dias do tratamento inoculado com o isolado RHA1
(fcb) feita através de BLAST nos sites do NCBI e Ribossomal Database Project, apresentou 99%
de identidade com a sequéncia do gene ribossoma 16S de Rhodococcus sp. isolado ZC-3
(AMO076672.1) (Figura 22) e 97% de identidade com o gene ribossomal 16S de Rhodococcus sp.
isolado 3-1 (AY451325.1) (Figura 23). A andise das sequéncias pertencentes as coldnias
isoladas no tempo 0 do tratamento inoculado com E. coli, apresentou 99% de identidade com a
sequéncia do gene ribossomal 16S de E. coli isolado K-12 MG 1655 (U00096.2) (Figura 24).
Estes resultados sugerem que as colOnias isoladas desses tratamentos, pertenciam a Rhodococcus
sp. isolado RHA1 (fcb) e E. coli, corroborando com os resultados obtidos na amplificacdo dos
genes fcbA e fcbB nos mesmos.

Verificou-se que o isolado RHA1 (fcb) de Rhodococcus sp. sobreviveu neste sedimento e
nestas condicdes de armazenamento durante 70 dias. ANGLE et al. (1996) em estudo com
inoculacéo de recombinante (Pseudomonas aureofaciens 3732 RN - L11) em solo, verificou que
a bactéria sobreviveu aproximadamente 63 dias em solo peneirado e 96 dias na rizosfera,
concluindo que em solos impactados o recombinante sobreviveria menos. WAGNER — DOBLER
et a. (1998) verificaram que as bactérias biodegradadoras de PCB sobreviveram até cerca de 180
dias em microcosmo enriquecido com bifenilo (60 mg.Kg™). RONCHEL et al. (1995) em estudo
com a bactéria Pseudomonas putida degradando alkylbenzoatos em solo, concluiram que o tempo
de sobrevivéncia da bactéria no substrato, recombinante ou ndo, foi influenciado pela presenca do
composto téxico na amostra. A bactéria biodegradadora sobrevive por mais tempo na amostra
com o0 agente téxico e quando ela é inoculada em densidade baixa (10° a 10° UFC.g™).
Entretanto, em densidade baixa (10* UFC.g™), mas na auséncia do contaminante, o crescimento
estabilizou-se em 10° UFC.g* dentro de 30 dias. RODRIGUES et a. (2001) inoculou
Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fch) em solo contendo ou ndo 4-CB e concluiu que a bactéria
cresce em solo ndo estéril e estéril. Porém na auséncia de 4-CB este isolado ndo cresce em solo

ndo estéril. RODRIGUES et al. (2001) alerta para dois componentes importantes para se obter
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sucesso na tecnologia de remediacéo: eficiéncia na inoculacéo de baixa densidade de células e
crescimento no substrato contaminado. Analisando-se os resultados obtidos neste teste e
comparando-se com os estudos anteriores, pode-se observar que o isolado RHA1 (fcb) de
Rhodococcus sp. (tendo sido inoculado em baixa densidade (10* células.g?)), teve o crescimento
estabilizado em 10° UFC.g™* apds 40 dias, sugerindo que os PCBs presentes na amostra (253,74
ng.g"%) ndo influenciaram o crescimento do recombinante. E preciso considerar a hipétese de que
estes compostos ja hdo estavam mais disponiveis para a bactéria biodegradadora, uma vez que
estaamostrafoi coletada ha 5 anos atras.

N&o foi possivel comparar a viabilidade de Rhodococcus sp. isolado RHAL (fcb) na
amostra da Cosipa em relacdo a Arthrobacter sp. devido a auséncia de DNA total extraido das
colbnias isoladas do tratamento inoculado com este isolado. Entretanto, Rhodococcus sp. isolado
RHA1 (fcb) aparentemente € mais vidvel nesta amostra e dentro destas condic¢des, em relagdo aE.
coli. Foi observado que a umidade nos frascos foi diminuindo no decorrer dos dias, o que pode
ter influenciado a sobrevivéncia do isolado de E. coli. Porém, as bactérias do tratamento controle,
parecem ndo ter sido influenciadas por este parametro, tendo sido observado aumento no nimero
de UFC mesmo na auséncia de umidade (Figura 15). Uma vez que a amostra deste ponto de
coleta (Cosipa) possui aspecto lodoso, pode-se questionar o crescimento das bactérias nativas e
de Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fch) em ambiente com umidade ndo controlada. NAIK et al.
(1994) examinaram a sobrevivéncia e a transferéncia génica em microrganiSmos em sol0s Secos
antes da inoculag&o nos microcosmos, concluindo que estes morreram muito mais rapidamente
em relacdo aos que estavam agregados nos solos umidos. No solo seco podem ser liberados ions
inorganicos como 0 manganés, 0s quais podem ser toxicos para as bactérias (WOLF et al., 1989).

Pode-se inferir que, a partir dos resultados obtidos na amplificacdo dos genes fchB e fchA
por PCR nas colonias isoladas do tratamento com o recombinante, que houve estabilidade do
operon fch até os 70 dias. Porém, estudos sdo necessarios analisando-se a presenca destes genes
em um numero maior de colbnias, se ocorre a expressao destes genes e se ha degradacéo do PCB
no substrato. RONCHEL et al. (1995) verificou que o plasmidio introduzido em Pseudomonas
putida foi transferido no solo entre os isolados de Pseudomonas, porém os genes de degradacéo
presentes ndo foram capazes de metabolizar os contaminantes. RODRIGUES et a. (2001) em

estudo com o isolado RHA1 (fch) de Rhodococcus sp. verificou que o operon fch parece ser
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estavel em solo estéril e ndo estéril, tendo detectado os genes fchA e fcbB em 700 colbnias
isoladas dos tratamentos durante 60 dias de ensaio.

BELLICANTA (2005), encontraram em sedimentos da regido do Estu&rio de Santos,
sequéncias similares aos genes alkB4 de Rhodococcus sp., sugerindo a presenca desta bactéria
neste local. Neste ensaio, observou-se que o meio seletivo K1 contendo rifampicina, selecionou
colénias as quais continham o operon fcb, indicando que elas provavelmente pertenciam ao
recombinante inoculado e recuperado do sedimento.

Estudos com microcosmos e microrganismos recombinantes (POPOVA et al., 1999) tem
concluido que o desenho do microcosmo afeta a sobrevivéncia e o crescimento do microrganismo
no solo, o que torna dificil a comparacéo de resultados obtidos em estudos elaborados de forma
muito diferentes. Porém, os estudos com microcosmos adequados devem buscar as informactes

necessarias de forma simples e barata, tais como neste ensaio.

5" TGGECGEECGT GCTTACACAT GCAAGT CGAGCGGT AAGGCCCT TCGGGGTACACNA
GCGGCGAACGEGET GAGT AACACGT GGGTGATCTGCCCTGCACT TCGGGATAAGCCT G
GGAAACT GGGT CTAATACCGGATATGACCT TCGGCT GCAT GGCTGAGGGT GGAAAGG
TTTACTGGT GCAGGAT GGECCCECGECCTATCAGCT TGT TGGT GGGGTAATGGCCTA
CCAAGGCGACGACGGGT AGCCGACCT GAGAGGGT GACCGGCCACACT GGGACT GAGA
CACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAAT GGECGAAAG
CCTGATGCAGCGACGCCGCGT GAGGGAT GACGGCCT TCGEGT TGAAACCTCTTTCAC
AGGACAACGAAAGT GACGGACCT GCAAAAACACCG 3’

Figura 22 - Seguiéncia do fragmento do gene 16S rRNA de col 6niaisolada do tratamento inoculado com RHA (fcb)
aos 50 dias, com 99% identidade com Rhodococcus sp. isolado ZC-3 (AM076672.1)

5’ TTCGGTNGGCTNCT TGT TCGNCT TCGT CCNNATCGCCGATCCCACCTTCGAC
GGCTCCCTCCCACAAGGEGT TAGECCACCGECT TCGEGTGT TACCGACTTTCAT
GACGT GACGGEECAEGET GT GTACAAGGECCCEGGAACGTATTCACCGCAGCGT TGCT
GATCTGCGATTACTAGCGACT CCGACT TCACGEGEGT CGAGT TGCAGACCCCGAT
CCGAACTGAGACCACGCTTTAAGGGAT TCGCT CCACCT CACGGT CTCGCAGCCCT
CTGTACTGGCCATTGTAGCATGI GTGAAGCCCT GGACATAAGGGGECATGATGAN
TTGACGT CGTCCCCACCTTCCTCCGAGT TGACCCCGEENAGTCTCTTACGAGTNC
CCACCATTACGT GCTGGNAANAT AAGACAAGGGT TGCCCTCGT TGNGGNACTTA
ACCCAANATCTCACGACNTG 3’

Figura 23 - Seqiiéncia do fragmento do gene 16S rRNA de col6niaisolada do tratamento inoculado com RHA1 (fcb)
a0s 70 dias, com 97% identidade com Rhodococcus sp. isolado 3-1(AY 451325.1)
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5’ TGGTTTCTTGI TGCTTCACCCAGT CATGAATCACAAAGT GGTAAGCGCCCTCCC
GAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACT CCCATGGT GT GACGEGECAEET
GTI'GTACAAGGCCCGCGAACGTAT TCACCGT GGCATTCTGATCCACGATTACTAGC
GATTCCGACTTCATGGAGT CGAGT TGCAGACT CCAATCCGGACTACGACGCACTT
TATGAGGTCCGCTTGCTCTCCCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGC
ACGTGT GTAGCCCTGGT CGTAAGGGECCATGATGACT TGACGT CATCCCCACCTTC
CTCCAGITTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGT TCCCGEECCCGACCGCT GECAACA
AAGGATAAGGGT TGCGCT CGT TGCGGEGACT TAACCCAACATTTCACAACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGT CTCACGGT TCCCGAAGGCACATTCTCATCTC
TGAAAACTTCCGT GGATGT CAAGACCAGGTAAGGT TCTTCGCGT TGCATCAATTA
ACCACATGCTCCACCGCCTTGECEECCCCGATTCATTTGAGT TTAA 3

Figura 24 - Sequéncia do fragmento do gene 16S rRNA de coldniaisolada do tratamento inoculado com E. coli - 0
dias, com 99% identidade com E. coli isolado K-12 MG 1655 (U00096.2)

2.2.3.4 Deteccdo de bactéria nativa com potencial biodegradador de PCB

Observou-se o crescimento de colénias (2,3 x 10* células.g™ durante os 10 primeiros dias
de ensaio) no meio K1 contendo bifenilo, antes da amostra ser submetida a irradiagdo. Algumas
destas col6nias foram isoladas e crescidas em meio K1 liquido contendo acido 4-clorobenzéico (2
mM). As culturas foram precipitadas para extracdo de DNA (Figura 25), amplificagcdo dos genes
fcbA e fcbhB por PCR . O gene 16S rRNA foi amplificado com uso dos seguintes conjuntos de
primers: 341 -357F 5'CCT ACG GGA GGC AGC AG 3 e357R 5 CTG CTG CCT CCC GTA
GG 3, 685-704F 5 GTA GSG GTG AAA TSC GTA GA 3 e 704R 5 TCT ACG SAT TTC
ACC SCT AC 3, 1099-1114F 5° GCA ACG AGC GCA ACCC3 e1114R5 GGG TTG CGC
TCG TTG C 3. As seqguiéncias dos fragmentos foram analisadas qualitativamente e montadas no
programa Phred/Phrap/Consed.

Os resultados observados demonstraram que as colOnias crescidas no meio K1 com 4-
CBA pertenciam realmente a bactérias (Figura 26) e além disso, possivelmente possuem 0s
genes fchA e fchB para degradacdo de é&cido 4-clorobenzéico (Figura 27). Em locais
contaminados, a presenca dos genes que codificam as enzimas de degradacdo dos compostos
xenobidticos pode indicar o potencial genético para os processos de biodegradacdo
(BELLICANTA, 2004).



52

A andlise das sequiéncias (das duasfitas: F e R) feitaatravés de BLAST nos sites do NCBI
e Ribossomal Database Project, apresentaram 98% de identidade com a seqiiéncia do gene 16S
ribossomal de Exiguobacterium aurantiacum (NCDO 2321) (EA16RNAA). Esta bactéria qual ja
possui registros anteriores de ata capacidade de degradacdo de compostos xenobidticos em
amostra de lago oligotrofico na Europa (LOPEZ et al., 2005). Porém, ndo foram encontrados na
literatura registros deste microrganismo em amostras ambientais nacionais.

Estes resultados ndo apenas sugerem a presenca de bactérias biodegradadoras de PCBs na
amostra de sedimento da Cosipa, como também que estas bactérias potencialmente podem
degradar &cido 4-clorobenzdico (uma vez que foi verificado crescimento destas em meio liquido
K1 com 4-CBA). Porém, mais estudos deverdo ser feitos apos o isolamento destas bactérias do

sedimento para a obtencdo de informacfes mais confiavel s acerca deste potencial biodegradador.

Figura 25 - Gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio contendo produtos da extracdo de DNA total. 1:
Marcador molecular Low Mass (4ulL). 2 —5: col6niaisolada do sedimento da Cosipa antes de irradiada,
crescidaem meio K1 com 4-CBA
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Figura 26 - Gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio contendo produtos da amplificago do gene 16S
rRNA. 1: Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 2 — 5: colénia isolada do sedimento da Cosipa
antes deirradiada, crescidaem meio K1 com 4-CBA. 6: controle negativo
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Figura 27 - Géis de agarose (1%) corados com brometo de etidio contendo produtos da amplificagdo do gene fcbA (2
ab) efcbB (9 a 11) das colénias isoladas do sedimento da Cosipa (tempo 0) e crescidas em meio K1
com 4-CBA. 1 e 7: Marcador molecular 1Kb DNA Plus Ladder; 6 e 12: controle negativo -
Rhabdoderma cosoide. 13: controle negativo H,O



5’ GACGTI CGCATGCT CCCEECCCCCAT GEGCGECCECEEGAAT TCGATTAAGG
AGGTGATCCAGCCGCACCT TCCGATACGCCTACCTTGT TACGACTTCACC
CCAATCATCTGT CCCACCT TCGECEECTGEECTCCCTAAGGT TACCTCACC
GACTTCGGEGTGI TACAAACT CTCGT GGT GT GACGGEECGGT GT GTACAAGA
CCCGCGEGAACGTATTCACCGCAGTATGCTGACCTGCGATTACTAGCGATTC
CGACTTCATGCAGGCGAGT TGCAGCCT GCAAT CCGAACT GAGAACGCECTT
TCTGEGATTGECTCCACCT CGCGECT TCGCTGCCCTTTGTACCGTCCATT
GTAGCACGT GT GTAGCCCAACT CATAAGGGCCATGATGATTTGACGT CAT
CCCCACCTTCCTCCGGT TTGI CACCGECAGT CTCCTTAGAGT GCCCAACT
AAATGCTGECAACT AAGGACAAGGEGT TECECT CGT TGCGEGACT TAACCC
AACATCTCACGACACGAGCT GACGACAACCATGCACCACCT GTCcACCcCT
GCCCCCGAAGCGEGAAGGTACATCTCTGTACCGGT CAGGGGGATGTCAAGA
GITGGTAAGGT TCTTCGCGT TGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
TTGIGCGEGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGT TTCAGCCT TGCGACCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGT TAGCT TCAGCACT GAAGGGCGGAAAC
CCTCCAACACCTAGCACTCATCGT TTACGGCGT GGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGI TTGCTCCCCACGCT TTCGCGCCT CAGCGT CAGT TATAGGCCA
AAGAGT CCCCTTCGCCACTGGTGI TCCTCCACATCTCTACGCATTTCACC
GCTACACGTGGAATTCCACTCTTCTCTCCTATACTCAAGCCTCCCAGTTT
CCAATGGECCCTCCCCAEET TGAGCCCEEEECT TTCACATCAGACT TAAGAG
GCCCCCTGCCCECECT TTACGCCCAATAAT TCCGGACAACCCTTGCCACC
TACGTATTACCGCGECTCCTGECACGTAGI TAGCCGTGGCTTTCTCGCAA
GGTACCGT CAAGGT GCCGCCAT TGCCTGCGECACTTGITCTTCCCTTACA
ACAGAACT TTACGACCCGAAGGCCTTCATCGI TCACGCGECGT TGCTCCA
TCAGACTTTCGT CCATTGT GGAAGAT TCCCTACT GCTGCCTCCCGTAGGA
GTI'CTGGEECCGT GTCTCAGT CCCAGT GTGECCGATCACCCT CTCAGGT CGG
CTATGCATCGT CGCCT TGGT GEGCCAT TACCCCACCAACTAGCTAATGCA
CCGCAAAGCCAT CCCCAGGCGACGCCGAAGCGCCTTTCATCCTCGGACCA
TGCGGTCCGATGACCCATCCGGTATTAGCCCCGATTTCTCGTGGTTATCC
CAGACCTGAGGEGECAGGT TCTTTACGT GI TACT CACCCGT CCGCCGCTCAT
TCCATCGACT TCCCCCCGAAGGGT TCCGTCGACTTCCTGCGCTCGACT TG
CATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGT TCGT CCTGAGCCAGGATCAAACTCT
AATCACTAGT GAAT TCGCGEECCECCT GCAGGT CGACCATAT GGGAGAGCT
CCCAACCCGT TGGATGCATAGCTTGA 3°

Figura 28 - Seqiiéncia do gene 16S rRNA de coldnia isolada do Sedimento da Cosipa - 0 dias, crescida em meio K1
com 4-CBA. Possuindo 98% identidade com o gene ribossomal 16S de Exiguobacterium aurantiacum
(NCDO 2321) (EA16RNAA) e 1676 pb
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3 CONCLUSOES

e Rhodococcus sp. isolado RHA1L (fcb) sobrevive e cresce na turfa irradiada, na presenca e

auséncia de 200 mg.K g 'de bifenilo até 150 dias.

¢ Rhodococcus sp. isolado RHAL (fcb) sobrevive e cresce na amostra de sedimento da Cosipa
irradiada até 70 dias.

¢ O operon fcb foi estavel durante 70 dias no recombinante Rhodococcus sp. isolado RHA1 (fcb)

inoculado neste sedimento nestas condicdes.

e As bactérias Escherichia coli e Arthrobacter sp. isolado de um solo de Terra Preta de indio da

Amazobnia, ndo sobreviveram no sedimento coletado naregido do Estuario de Santos.

¢ Foi observada a ocorréncia de bactérias nativas do sedimento coletado na regido do Estuério de

Santos, com potencial degradador de écido 4-clorobenzdico.
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Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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