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RESUMO

O género Burkholderia compreende um grupo de bactérias muito
diversificado, ocupando varios nichos ecoldgicos e possui espécies que causam
doencas, mas outras espécies apresentam habilidades importantes para os ramos
da agricultura, biotecnologia e do ambiente, como a biodegradacéo. Essas bactérias
sdo morfologicamente semelhantes e o género estd dividido em dezessete
genomovars, onde espécies semelhantes geneticamente sdo agrupadas, formando
o Complexo Burkholderia cepacia (CBC). Por meio de estudos moleculares do gene
16S rRNA e do gene recA foi possivel fazer a classificacdo adequada em espécies
dos 450 isolados obtidos da Terra Preta Antropogénica (TPA) e adjacentes, em
guatro sitios (TPA Caldeirdo Cultivado; TPA Caldeirdo Capoeira; TPA Hatahara e
TPA Mina-l), foram obtidos 177 isolados do género Burkholderia. Desses isolados,
pela andlise do gene 16S rRNA foi possivel classificar 157 isolados ao nivel de
espécie e pela analise do gene recA somente 105 isolados foram classificados neste
mesmo nivel. Esses isolados foram utilizados no teste de biodegradacdo dos
hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos poliaroméaticos (HPAs) sdo compostos
organicos resultantes da combustdo incompleta da matéria organica e dos derivados
de petroleo, sdo pouco soliveis em agua e muito téxicos para as células, por isso,
nao sao metabolizados por muitos micro-organismos e acabam contaminando e
inviabilizando os ambientes. Nos testes de biodegradacdo os substratos utilizados
foram o naftaleno, o fenantreno e o diesel, juntamente com o indicador redox 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPIP), que sofre descoloragcao (de azul para incolor) quando
as células utilizam os substratos como fonte de carbono para o crescimento celular,
gerando elétrons que védo reduzir o indicador. Pela andalise do teste, 19 isolados
degradaram o naftaleno, 16 degradaram o fenantreno e 126 degradaram o diesel,
gerando um total de 132 isolados do género Burkholderia que possuem a
capacidade de degradar pelo menos um dos trés substratos. Em destaque estao os
isolados BCM 48 — ADJ Caldeirdo-Cultivado (B. pyrrocinia), BCM 49 — ADJ
Caldeirdo-Cultivado (B. unamae), BCM 59 — ADJ Caldeirdo-Cultivado (B. glumae),
BCM 67 — ADJ Caldeirdo-Capoeira (B. cepacia), BCM 244 — TPA Mina-I (B. glumae),
BCM 254 — TPA Mina-l (B. sartisoli) e BCM 291 — TPA Mina-l (B. gladioli) que
degradaram os trés substratos (naftaleno, fenantreno e diesel) ao mesmo tempo.

Destes 132 isolados, 61 isolados foram obtidos de sitios de Terra Preta



Antropogénica, visto que a TPA é um horizonte pouco perturbado por atividade
agricola, porém rico em matéria organica oriunda das atividades humanas do
passado, como os dejetos e restos humanos, de animais e plantas, restos de
ceramica usados como utensilio e carvao pirogénico entre outros. As espécies de
Burkholderia mais eficientes na biodegradacdo dos compostos foram: B.
cenocepacia, B. cepacia, B. lata, B. glumae, B. tropica, B. caribensis, B. arboris, B.
pyrrocinia, B. seminalis, B. ambifaria, B. gladioli, B. ginsengisoli, Burkholderia sp., B.
unamae, B. mimosarum, B. phenazinium, B. sartisoli, B. anthina, B. bryophila, B.

heleia, B. multivorans, B. nodosa e B. phymatum.

Palavras chaves: Biodegradacdo; Terra Preta Antropogénica; Hidrocarbonetos
Poliarométicos; 16S rRNA; recA; DCPIP.



ABSTRACT

The genus Burkholderia comprises a very diverse group of bacteria occupying
various ecological niches and has species that cause disease, but other species
have important skills to the branches of agriculture, biotechnology and the
environment, as biodegradation. These bacteria are morphologically similar genus
and is divided into seventeen genomovars, where genetically similar species are
grouped together, forming the Burkholderia cepacia complex (BCC). Through
molecular studies of 16S rRNA and recA gene was possible to make the appropriate
classification of species in 450 isolates of Terra Preta Antropogénica (TPA) and
adjacent at four sites (TPA Caldeirdo Cultivado; TPA Caldeirdo Capoeira; TPA
Hatahara e TPA Mina-l) were obtained 177 isolates of the genus Burkholderia. These
isolates by 16S rRNA gene analysis was possible to classify 157 isolates to species
level and the recA gene analysis only 105 isolates were classified in the same level.
These isolates were used to test the biodegradation of hydrocarbons. Polyaromatic
hydrocarbons (PAHS) are organic compounds resulting from incomplete combustion
of organic matter and petroleum derivatives, are not very soluble in water and very
toxic to cells, therefore, are not metabolized by many microorganisms to contaminate
and render environments. In biodegradation tests the substrates used were
naphthalene, phenanthrene and the diesel, along with the redox indicator 2,6-
dichlorophenol-indophenol (DCPIP), who suffers discoloration (blue to colorless)
when cells use the substrates as a source of carbon for cell growth, generating
electrons that will reduce the indicator. By analysis of the test, 19 isolates degraded
naphthalene, phenanthrene degraded the 16 and 126 degraded diesel, generating a
total of 132 isolates of the genus Burkholderia that have the ability to degrade at least
one of the three substrates. Highlights are the isolated BCM 48 — ADJ Caldeirédo-
Cultivado (B. pyrrocinia), BCM 49 — ADJ Caldeirdo-Cultivado (B. unamae), BCM 59 —
ADJ Caldeirdo-Cultivado (B. glumae), BCM 67 — ADJ Caldeirao-Capoeira (B.
cepacia), BCM 244 — TPA Mina-I (B. glumae), BCM 254 — TPA Mina-I (B. sartisoli) e
BCM 291 - TPA Mina-l (B. gladioli) which degraded all three substrates
(naphthalene, phenanthrene and diesel) at the same time. Of these 132 isolates, 61
isolates were obtained from Terra Preta Antropogénica, since TPA is a horizon
somewhat disturbed by agricultural activity, but rich in organic matter from human

activities in the past, such as waste and human remains, animal and plants, the



remains of pottery used as a tool and coal pyrogenic among others. Burkholderia
species more efficient in the biodegradation of the compounds were: B. cenocepacia,
B. cepacia, B. tin, B. glumae, B. tropica, B. caribensis, B. arborea, B. pyrrocinia, B.
seminalis, B. ambifaria, B. gladioli, B. ginsengisoli, Burkholderia sp., B. unamae, B.
mimosarum, B. phenazinium, B. sartisoli, B. anthina, B. bryophila, B. heleia, B.

multivorans, B. nodosa and B. phymatum.

Key words: Biodegradation; Anthropogenic Dark Earth; Polyaromatic Hydrocarbons;

16S rRNA; recA; DCPIP.
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1 — INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 - Introducéao

O género Burkholderia vem sendo muito estudado por ser um potencial
biotecnoldgico ambiental e industrial, porém existem espécies que podem causar
doenca em seres humanos, animais ou vegetais. A espécie Burkholderia cepacia €
um exemplo que pode ser encontrada tanto em amostras ambientais como em
infeccBes de pacientes com fibrose cistica. Muitas espécies tém aplicacdo direta na
agricultura, como B. vietnamiensis e B. silvatlantica que nodulam leguminosas,
fixando o nitrogénio atmosférico e favorecendo o crescimento vegetal. Essas
bactérias estdo sendo exploradas também no ramo da biodegradacédo, visto que
algumas espécies sdo capazes de metabolizar certos compostos que estao poluindo
os ambientes, transformando-os em formas menos toxicas, ou simplesmente em
CO, (gés carbdnico) e agua. A biodegradacdo, que € a remocao de poluentes por
meio de seres vivos, geralmente bactérias, fungos, algas ou plantas, é uma forma
mais econdmica do que as convencionais e nao danificam o equilibrio natural do
ambiente.

Os isolados de Burkholderia utilizados neste estudo sao provenientes da
Terra Preta Antropogénica (TPA), solo de estudo do grupo de pesquisa do
Laboratério de Biologia Molecular e Celular - CENA/ USP, que visa compreender a

diversidade microbiana que torna o solo de TPA tdo fertii e sustentavel
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constantemente mesmo com grande rotacdo de culturas. A TPA possui coloragéo
mais escura, a umidade se mantém mesmo no periodo de seca, visto que a argila, o
carvdo e os artefatos de cer&mica auxiliam nessa caracteristica. Estudos estéo
sendo realizados para verificar a sustentabilidade da TPA e, assim, aplicar esses
conhecimentos em outros tipos de solo onde o manejo é inadequado, o0 que
diminuindo a produtividade. A partir de quatro sitios de TPA — Caldeirdo-Cultivado,
Caldeirdo-Capoeira, Mina-l e Hatahara, as bactérias do género Burkholderia foram
isoladas por meios de cultura especificos. Estudos anteriores com esses isolados
foram realizados para verificar a diversidade em solos de TPA, por meio da técnica
molecular de DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante) em
comparacao com solos adjacentes.

Visto que a TPA contém muita matéria organica em decomposi¢cao, carvao,
entre outras caracteristicas e mesmo ndo sendo um solo muito perturbado por
poluentes, este estudo visa obter espécies do género Burkholderia capaz de
degradar hidrocarbonetos, que sdo os poluentes mais persistentes no ambiente,

como o naftaleno, fenantreno e o diesel.

1.2 — Objetivos

Este trabalho tem como objetivos:

v Identificar e classificar os isolados da colecédo de bactérias do género
Burkholderia utilizando primers especificos para o gene 16S rRNA e

para o gene recA, mediante analises moleculares.

v' Avaliar o potencial desses isolados na biodegradacao de
hidrocarbonetos, utilizando o indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol
(DCPIP) e os substratos naftaleno, fenantreno e o diesel em bioensaios
para uso futuro na biorremediacdo de areas contaminadas com esses

poluentes.
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2 — REVISAO DA LITERATURA

2.1 — O género Burkholderia

Em 1950, o pesquisador William Burkholder estudando a podriddo mole da
cebola descobriu 0 micro-organismo causador desta doenca, classificando-o como
linhagem padrdo Pseudomonas cepacia (PALLERONI & HOLMES, 1981). Em 1992,
0 género Burkholderia foi sugerido por Yabuuchi et al. baseado na sequéncia do
gene 16S rRNA, homéloga a sequéncia do grupo Il do género Pseudomonas
(YABUUCHI et al., 1992), sendo que sete espécies desse género foram transferidas
para o novo género Burkholderia, que pertence a subdivisdo 3 do filo Proteobacteria,
e assim, a espécie padrdo passou a ser classificada como Burkholderia cepacia.
Vandamme et al. (1997) estudando diversos isolados de B. cepacia, demonstraram
gue estes eram subdivididos em cinco grupos genéticos distintos, designados
genomovars. A partir dai foi criado o termo Complexo Burkholderia cepacia — CBC,
gue compartilha espécies fenotipicamente e geneticamente semelhantes e
atualmente esta dividido em 10 genomovars que recebem o nome da espécie
padréo: | — B. cepacia; Il — B. multivorans; Ill — B. cenocepacia; IV — B. stabilis; V —
B. vietnamiensis; VI — B. dolosa; VII — B. ambifaria; VIII — B. anthina; IX — B.
pyrrocinia e X — B. ubonensis (VANDAMME et al. 1997; 2000; 2002; 2003; GILLIS et
al. 1995; VERMIS et al., 2002; 2004; COENYE et al., 2001). A partir da analise do
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gene recA, que é muito utilizado para a identificacdo de isolados do género
Burkholderia, pois abrange a sequéncia variada do gene, outros 7 genomovars
foram identificados (PAYNE et al., 2005): Grupo K; CBC 1; CBC 2; CBC 3; CBC 4;
CBC 5e CBC 6.

Por possuirem metabolismo muito versatil, as espécies do CBC apresentam
variedade fenotipica dependendo da fonte de carbono utilizada no meio de cultura,
adquirindo diversas formas e coloracdo, com isso, a identificacdo por meio de
métodos fenotipicos torna-se dificil e a analise genética de genes conservados
ganha maior importancia. A analise do gene 16S rRNA é muito utilizado em
sistemética de bactérias, porém, quando analisado parcialmente torna-se limitado
para a identificacdo das espécies do CBC, uma vez que os isolados sdo muito
parecidos geneticamente e a sequéncia nucleotidica desse gene néo € suficiente
para diferenciar os isolados. Para que a identificacdo seja valida é imprescindivel a
analise do gene recA, que possui sequéncia polimorfica entre os isolados,
codificando a proteina (recombinase A) essencial para reparar e recombinar o DNA
bacteriano (PAYNE et al., 2005; MAHENTHIRALINGAM et al., 2008).

Algumas espécies do CBC sao patogénicas oportunistas em seres humanos,
causando infec¢gBes pulmonares em pacientes com fibrose cistica, como as espécies
Burkholderia gladioli, B. cepacia, B. cenocepacia, B. dolosa, B. multivorans, B.
ambifaria, B. anthina, B. pyrrocinia, B. stabilis e B. viethamiensis. A fibrose cistica é
uma doenca genética recessiva que afeta a proteina CFTR (Fibrose Cistica
Reguladora de Condutancia Transmembrana) regulando o transporte dos ions cloro,
sédio e agua pelas membranas celulares. Assim, o paciente com fibrose cistica
produz maior quantidade de muco nos pulmdes, além de ser mais viscoso, 0 que
prejudica o fluxo dos gases respiratorios e, quando infectado pela bactéria do CBC,
esses sintomas se agravam e a transmissdo ocorre por meio do contato social
(GREEN et al., 2010). Uma caracteristica que torna essas bactérias tdo presentes
em infeccOes hospitalares € sua surpreendente habilidade de sobreviver em
condicbes limites, como em solugcdes com antibidticos, em produtos artificiais
farmacéuticos, solugdes salinas ou com o0 minino de nutrientes, gracas a
versatilidade desse grupo de bactérias Gram-negativas. Outra doenca que afeta o
homem é a Melioidose, causada por espécies como Burkholderia mallei e
Burkholderia pseudomallei, podendo ser uma infec¢do assintomatica ou evoluir para

pneumonia, bem como provocar tumores em 0Orgaos. Visto isso, essas espécies
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podem ser consideradas como agentes potenciais de bioterrorismo (LEE et al.,
2010).

O solo e a rizosfera abrigam diversas espécies do género Burkholderia que
podem estar associadas com plantas, geralmente gramineas e leguminosas, como
por exemplo, B. viethamiensis associada ao arroz; B. ambifaria encontrada em
raizes de ervilha; B. cepacia e B. cenocepacia em trigo; B. sacchari associada a
cana-de-acucar; B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. dolosa e B. pyrrocinia
em milho. Essas bactérias acabam promovendo o crescimento vegetal, interagem
com fungos produzindo vitaminas ou protegendo as mudas do ataque de fungos,
bactérias e nematdides fitopatogénicos, fixam o nitrogénio atmosférico, como é o
caso das espécies B. viethamiensis, B. unamae e B. tropica, hodulam leguminosas,
como B. mimosarum, B. nodosa, e B. phymatum, servem como biopesticidas no
controle biolégico de doencas de plantas, solubilizam o fosfato, podendo ser
utilizadas como biofertilizantes. Estudos recentes mostram que as mesmas espécies
gue sdo encontradas no meio ambiente também sdo encontradas em infeccdes
humanas e que possuem identidade genética, sendo indistinguiveis (COENYE et al.,
2001; VANDAMME et al. 2003; RAMETTE et al., 2005; DALMASTRI et al., 2007;
ELLIOTT et al.,, 2007; COMPANT et al.,, 2008). Por isso, qualquer aplicacdo na
agricultura e/ ou na biotecnologia utilizando espécies de Burkholderia é necessario
realizar uma avaliagc&o rigorosa dos potenciais riscos aos seres Vivos.

O género possui uma versatilidade metabdlica incrivel e isso se deve ao
grande genoma que varia de 6 a 9 Mb (megabases) de tamanho, o que gera maior
flexibilidade na expressao dos genes, desse modo as bactérias podem crescer em
mais de 200 tipos de substratos diferentes. Muitas espécies possuem potencial
biotecnolégico, e uma aplicacdo é na biorremediacdo, processo que, por meio de
agentes microbiolégicos, trata locais contaminados por poluentes quimicos e o0s
decompdem do ambiente. Um exemplo € a espécie B. vietnamiensis que é um
excelente degradador de tricloroetileno testado em aquiferos contaminados e a
espécie B. xenovorans que degrada os bifenilos policlorados (BPC) (DUA et al.,
2002). Algumas espécies desse género secretam enzimas extracelulares, como
toxinas, antibiéticos e sideréforos (composto organico que auxilia na captacao de
ferro) (VIAL et al., 2007; O’'SULLIVAN & MAHENTHIRALINGAM, 2005; O'SULLIVAN
et al., 2007). O impasse é que a0 mesmo tempo em que uma espécie pode ser

utilizada como potencial biotecnolégico no ambiente, a mesma pode causar
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infecgBes. Uma solucdo para esse problema € atenuar a viruléncia dessas linhagens

por meio da engenharia genética.

2.2 — A Terra Preta Antropogénica (TPA)

Os solos amazobnicos ndo possuem grande riqueza em nutrientes e muitos
sdo empregados na agricultura. A camada mais superficial do solo € que apresenta
muita matéria organica, conhecida como serapilheira, oriunda da prépria floresta:
como galhos, frutos, folhas, animais mortos, que vao sofrer a acdo de bactérias,
fungos e algas na reciclagem desses nutrientes, em conjunto com os fatores
ambientais que sdo de extrema importancia para esse processo, como a alta
umidade e a temperatura. No entanto, ha um tipo de solo que é considerado um dos
mais férteis do mundo, € a chamada Terra Preta Antropogénica (TPA), que cobre
pequena parcela entre 0,1 e 0,3% da area Amazoénica (SOMBROEK et al., 2003). A
denominacédo Terra Preta Antropogénica esta relacionada a sua coloracdo bem
escura e aos locais onde esse solo € encontrado, que geralmente sdo sitios
arqueoldgicos, que serviu de moradia para grupos indigenas pré-historicos. Esses
grupos modificaram as caracteristicas do solo original adicionando residuos
domeésticos e com as atividades agricolas, onde a floresta era derrubada e
gueimada, gerando um acumulo de carbono organico no solo. Na TPA sé&o
encontrados materiais arqueoldgicos como artefatos liticos e muitos fragmentos de
ceramica e carvao, também estdo presentes conchas e residuos de organismos
aguaticos, o que gera uma divergéncia na teoria da origem da TPA. A primeira
hipétese, e mais aceita atualmente, é a origem baseada em antigos assentamentos
indigenas e a segunda, € a origem causada por eventos geoldgicos, cinzas e rochas
vulcanicas ou sedimentos de lagos extintos (KAMPF et al., 2007).

A TPA é extremamente fértil e sustentavel quando comparada com solos
adjacentes, possui altas taxas de calcio, fosforo, potassio, magnésio, zinco,
manganés e carbono organico provenientes dos depdsitos de restos organicos,
vegetal e animal, pH entre 5 e 7, altos teores de argila e carvdo, o que aumenta a
retencdo da umidade e faz com que esse solo figue umido durante os periodos de
seca, possibilitando o cultivo de uma maior diversidade de culturas e sendo fonte da
alta diversidade microbiana (TSAI et al., 2003; LEHMANN et al., 2002). Com a alta
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diversidade, a TPA é fonte de micro-organismos nao identificados que podem ter
seu potencial biotecnologico explorado, possibilitando economia em varios setores
como agricultura, fertilizantes, pesticidas, bem como na recuperacdo de ambientes
contaminados. Estudar a Terra Preta é fundamental para a compreensao de como
esse tipo de solo se mantém fértil e com todas as caracteristicas exclusivas para a
sustentabilidade das culturas, podendo ser aplicada em outros solos pobres em

nutrientes.

2.3 — Biodegradacéo de Hidrocarbonetos

A biodegradacdo € um processo utilizado para tratar locais contaminados
mediante agentes vivos, geralmente microbiolégicos ou plantas, que decompdem
totalmente os poluentes quimicos do ambiente ou os transformam em formas menos
toxicas, sendo uma atividade mais econémica do que outras formas de remediacdo
do meio, e ndo afeta o equilibrio ecologico. Os micro-organismos Sao 0s mais
utilizados na biodegradacdo, como bactérias, fungos e algas, visto que possuem
diversidade metabdlica, reciclando as moléculas dos ecossistemas, onde o produto
gerado por um micro-organismo pode servir de substrato para outros (DUA et al.,
2002).

As moléculas organicas chamadas recalcitrantes sdo de dificil degradacédo e
podem ser naturais ou sintéticas, oriundas dos processos industriais, também
recebem a denominacéo de xenobidticas, por serem estranhas ao ambiente natural,
como corantes, agrotoxicos e plasticos. Algumas dessas moléculas sdo muito
toxicas aos seres vivos, podem causar mutacfes no cédigo genético, eliminado
individuos ou selecionando os mais adaptados, interferindo diretamente no equilibrio
natural do ambiente. Para todas as moléculas sintéticas disponibilizadas no
ambiente, ndo existem rotas enzimaticas que facam sua degradacdo. Assim, a
busca por organismos nao identificados e ndo cultivados é tdo importante para
ampliar a aplicagdo na biotecnologia, bem como entender como esses micro-
organismos sédo capazes de utilizar os compostos por meio da acdo de suas
enzimas (GAYLARDE et al., 2005).

Os hidrocarbonetos sdo compostos abundantes no petroleo e seus derivados,

sendo utilizados como indicadores de poluicdo em determinado meio ambiente,
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como &gua, solo e ar. Sdo classificados, pela diferenca molecular, em quatro
classes: aromaticos, alcanos, alcenos e cicloalcanos. Os hidrocarbonetos
aromaticos sao os mais toxicos, de biodegradacdo mais lenta, pois apresentam os
anéis aromaticos. Os hidrocarbonetos poliarométicos (conhecidos como HPAS)
apresentam dois ou mais anéis aromaticos e sao persistentes no ambiente, sendo
classificados como POP (Poluentes Organicos Persistentes). Os HPAs podem ser
incorporados a cadeia alimentar, sendo transferidos pelos diversos niveis troficos,
podem causar riscos a saude humana e precisam ser monitorados no ambiente, pois
sao carcinogénicos, toxicos e mutagénicos (BANFORTH & SINGLETON, 2005). Os
alcanos sao conhecidos como parafinas e possuem cadeia carbbnica simples e
ramificada, sendo a maior fracdo do petroleo e de biodegradacéo facil. Os alcenos
sdo os hidrocarbonetos de cadeia aberta com ligagdo dupla entre os carbonos,
sendo abundantes nos derivados do petroleo. Os cicloalcanos possuem cadeia
fechada e saturada, sendo a segunda maior fracdo do petréleo, sao téxicos e
resistentes a biodegradacdo (SOUZA, 2009; ALVES, 2007).

As fontes geradoras de HPAs séo petrogénica, ou seja, proveniente do
petréleo e seus derivados, como por exemplo, o naftaleno, o fenantreno (Figura 1) e
o diesel; pirogénica, obtidos a partir da combustdo incompleta da matéria organica,
dentre os quais se destacam o benzeno, tolueno e xilenos; ou biogénica, formados
naturalmente em reacdes geoldgicas térmicas, como atividade vulcanica ligada aos
combustiveis fésseis e minerais ou na queima de florestas (POTIN et al., 2004; SEO
et al., 2009; JONHSEN & KARLSON, 2004). Algumas atividades humanas
aumentam a disponibilidade dos HPAs no ambiente, como o tabagismo, o descarte
de produtos industriais em efluentes e os acidentes com derramamento de petréleo
em mares, como aconteceu na Plataforma British Petrolium, no Golfo do México em
Abril de 2010, onde o prejuizo calculado chegou a US$ 4 bilhdes.

A U.S. Environmental Protection Agency (EPA) classifica os HPAs a sequir,
como o0s principais poluentes ambientais: naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno, benzo[g,h,i]perileno,
indeno[1,2,3-dc]pireno e dibenz[a,h]antraceno. Dessa forma, surge o interesse em
entender o caminho e as formas de transformac&o dos HPAs no meio ambiente. O
género Burkholderia é descrito em varios estudos como capaz de degradar os HPAs

naftaleno, fluoreno, fenantreno, fluoranteno e pireno. As vias metabdlicas de
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clivagem dos HPAs mais estudadas sdo as aerobicas, realizadas por bactérias e
fungos onde ocorre a oxigenacdo dos anéis aromaticos por meio de complexos
enzimaticos conhecidos como oxigenases. Varias oxidacbes permitem a abertura
dos anéis e a formacao do piruvato, que é utilizado como fonte de carbono e energia
pelas células (JACQUES et al., 2007b; MISHRA et al., 2001).

Naftaleno Fenantreno

Figura 1. Exemplos de hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAS).

2.3.1 — Naftaleno

O naftaleno (CioHsg) € um composto utilizado em estudos de degradacéao de
HPAs por bactérias, por ser pouco solavel em 4gua e apresentar estrutura simples o
gue aumenta o risco de contaminacdo dos ambientes (GOYAL & ZYLSTRA, 1997).
Alguns géneros ja foram estudados e verificados como capazes de utilizar o
naftaleno como fonte de carbono para o desenvolvimento das células bacterianas,
como por exemplo, Alcaligenes, Burkholderia, Mycobacterium, Polaromonas,
Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus, Sphingomonas, e Streptomyces, sendo que
essas bactérias apresentam um sistema de enzimas, que rompem as ligacées dos
anéis aromaticos. O naftaleno é, entdo, convertido em salicilato, este em catecol e

subsequente em piruvato e acetaldeido (Figura 2).
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Figura 2. Vias catabdlicas do naftaleno realizado por bactérias (SEO et al., 2009).

No estado de Sdo Paulo ha uma legislacdo que trata da contaminacdo de
solos e agua por HPAs. Assim, para o0 naftaleno, em concentracfes iguais ou
menores que 0,2 mg/ Kg de solo, significa que o solo ainda pode ser utilizado. Os
valores de intervencdo indicam que ha riscos para a salde humana caso as
concentragbes dos compostos estejam acima desse valor. Para o naftaleno é de 0,2

mg em 25 m* de solo e 100 m® para a 4gua (JACQUES et al. 2007a).
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2.3.2 — Fenantreno

O fenantreno (CisHi0) apresenta trés anéis aromaticos e é utilizado na
producdo de corantes e explosivos. Varios géneros de bactérias apresentam a
estrutura genética capaz de expressar enzimas capazes de degradar esse
composto, tais como Acidovorax, Arthrobacter, Brevibacterium, Burkholderia,
Comamonas, Mycobacterium, Pseudomonas e Sphingomonas. O composto
contamina solos, sedimentos e 4gua e é utilizado em estudos visando compreender
as vias catabdlicas de degradacéo, por ser um HPA carcinogénico ao seres vivos. A

Figura 3 mostra as etapas da degradacao do fenantreno.
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Figura 3. Degradacéao do fenantreno (JACQUES, 2005).
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2.3.3 — Diesel

O diesel € uma mistura complexa de hidrocarbonetos formada de 40% de
alcanos, 39% de cicloalcanos, 20% de HPAs e o restante € enxofre, oxigénio e
nitrogénio, contém cadeias carbbnicas de 5 a 40 carbonos por moléculas e é
proveniente da destilacio do petroleo (VIEIRA et al., 2007). E considerado
medianamente téxico, inflamavel, volatil e de coloracdo variando do amarelo ao
ambar. No Brasil, dois tipos de diesel sdo comercializados como combustivel: o
diesel D (também chamado de urbano ou metropolitano) e o diesel B (comum), que
se diferenciam pelo teor de enxofre, o urbano contém somente 0,5% de enxofre,

reduzindo os impactos ambientais.

2.3.3.1 — Biodiesel

O biodiesel € um combustivel proveniente da biomassa renovavel, como 0s
Oleos vegetais e a gordura animal, que possa substituir os combustiveis de origem
fossil e mais poluentes. E produzido por meio de reacBes quimicas de
transesterificacdo (Figura 4) onde os triglicerideos sao transformados em ésteres de
acidos graxos. O biodiesel pode ser utilizado puro, recebendo a denominagcdo B100
ou misturado ao diesel, que no Brasil, em 2005, entrou em vigor a Lei 11.097 que
dispde a adicdo de um percentual de 5% ao diesel até 2012. Para a mistura, a
nomenclatura recebe o nimero que corresponde a quantidade de biodiesel que foi
adicionado ao diesel, por exemplo, uma mistura com 25% de biodiesel € chamada
B25. Hoje, o biodiesel comercializado é o B5 (Biodieselbr, 2011). O uso do biodiesel
leva a vantagens ecoldgicas, como a diminuicdo o0s poluentes no ar e é mais
facilmente degradado por micro-organismos, pois ndo apresenta o anel aromatico

em sua estrutura.
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Figura 4. Processo de formagé&o do biodiesel.

2.4 — Técnicas Moleculares — genes 16S rRNA e recA

A Biologia Molecular teve seu grande marco em 1953, com Watson e Crick
gue propuseram o modelo da dupla-hélice do DNA, a partir dai, varias técnicas
foram desenvolvidas baseadas na leitura do cédigo genético. Em 1975, Nathans e
Smith purificaram enzimas de restricdo que sao ferramentas para a manipulacéao,
isolamento e amplificacdo de DNA in vitro, assim, foi possivel fazer a clonagem
desses fragmentos de DNA, juntamente com a técnica descrita por Berg, em 1972,
do DNA recombinante. Ainda em 1975, a técnica Southern blotting foi desenvolvida
para a localizacdo de genes. Em 1977, a técnica de sequenciamento de DNA
permitiu a identificacdo das sequéncias especificas de genes de interesse. O
proximo passo na biologia molecular foi em 1987, quando Kary Mullis realizou a
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a qual utiliza a enzima DNA
polimerase, um par de oligonucleotideos iniciadores e nucleotideos para a
construcdo de novas copias do gene de interesse. A partir dessa técnica houve o
desenvolvimento de variagdes como a PCR-transcriptase reversa (RT-PCR), PCR
em tempo-real (QPCR) entre outras (REIS et al., 2002).

Diversas técnicas moleculares estdo disponiveis para estudos ecolégicos,
muitos utilizando a amplificacdo da regido do DNA que codifica a subunidade
ribossomal 16S por meio da técnica de PCR, que detecta os micro-organismos
presentes em amostras ambientas sem a necessidade do isolamento. A tentativa de
isolar micro-organismos, até o momento ndo-cultivados, muitas vezes ndo € bem
sucedida, visto que para alguns géneros, o estudo nutricional ndo é totalmente
elucidado. O estudo da diversidade microbiana em solo, por exemplo, por meio da

analise do 16S rRNA em bactérias nos fornece conhecimento sobre as relacdes
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filogenéticas existentes entre os micro-organismos, bem como a funcédo desse grupo
no meio ambiente, melhorando o0 manejo de areas agricolas e sustentaveis
(MACRAE, 2000).

A proteina RecAp bacteriana proveniente da expressdo do gene recA esta
relacionada a reparacdo do DNA durante o processo de recombinacdo (HOLMES et
al., 2004; MILLER & KOKJOHN, 1990). Dentro do complexo Burkholderia cepacia
(CBC) a analise do gene 16S rRNA se torna limitante, uma vez que os isolados sao
geneticamente semelhantes, assim, a andlise filogenética por meio do gene recA se
torna eficiente para distinguir as espécies por meio da sequéncia nucleotidica

polimérfica.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Linhagens Bacterianas

De um acervo de 542 isolados presentes na Colecdo do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/
USP), provenientes do isolamento de amostras ambientais do solo amazénico de
Terra Preta Antropogénica e adjacéncias, obtidos de projetos desenvolvidos
anteriormente por estudantes desta instituicdo, foram utilizados neste estudo.
Linhagens adicionais de referéncia foram obtidas do The DSMZ (German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures), sendo elas: DSMZ 291 - Pseudomonas putida,
DSMZ 6506 - Pseudomonas fluorescens, DSMZ 6899 - Pseudomonas putida, DSMZ
8369 - Pseudomonas fluorescens e DSMZ 11319 - Burkholderia vietnamiensis.

Esses isolados estavam armazenados em glicerol 50%, em freezer -80°C e
50 pL de cada cultura foram transferidos para tubos de 50 mL contendo meio
Nutriente (Item 3.2), sendo submetidos a agitacdo orbital de 170 rpm, a uma
temperatura de 30°C por 24-48 horas. Ap0s 0 crescimento, uma aliquota foi
inoculada mediante uma estria em placa de Petri, contendo 0 mesmo meio de
cultivo, certificando-se da pureza da cultura. As culturas contaminadas foram
purificadas. A partir da analise morfoloégica da cor, foram obtidos 3 padrbes de
coloracdo, os isolados de coloragcdo amarelo (A) e creme (B) (Figura 5) foram

excluidos, visto que foram classificados pela analise do gene 16S rRNA como,
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respectivamente, Sphingomonas sp. e Microbacterium binotii, e as culturas

trabalhadas tem colorac&o branca-leitosa.

—
50 pL

Isolado \/

(Glicerol 50%) )
Meio

Nutriente

Figura 5. Procedimento para o crescimento dos isolados.

3.2 — Meios de Cultura

As bactérias foram rotineiramente mantidas em meio Nutriente, caldo e/ ou
agar, por ser um meio utilizado para a conservacado e manutencao de culturas, além
de ser simples e econdmico. O meio Nutriente é composto por (g.L™): extrato de
carne: 3,0; peptona: 5,0; agar (no caso de meio sélido): 20 g, pH = 6,8 (x 0,2). A
temperatura Otima para o crescimento das bactérias foi a 30°C, por 24-48 horas, e
guando utilizadas em meio liquido, com agitacdo orbital de 170 rpm. Para o teste de
biodegradacdo o meio utilizado foi o Bushnell-Hass (BH), composto por (g.L™):
MgSO,: 0,2; CaCly: 0,02; KH,PO4: 1,0; KoHPO,4: 1,0; NH4NOg: 1,0; FeCls: 0,05
(DIFCO MANUAL, 1984).
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3.3 — Extrac&o do DNA dos Isolados

A preparacdo do DNA dos 450 isolados foi realizada de acordo com Stirling
(2003), com modificacdes, onde 50 pL da cultura-estoque (glicerol 50%) de cada
isolado foram transferidos para tubos de 50 mL contendo 10 mL de meio nutriente
liqguido e, foram submetidos a agitacdo orbital (170 rpm) por 24-48 horas a 30°C. Da
suspensao celular, 1,5 mL foram transferidos para microtubos de 1,7 mL e
submetidos a centrifugacdo por 4 minutos, a 14000 rpm, sendo que essa operacao
se repetiu, em algumas amostras, pois a quantidade de precipitado ndo era
suficiente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e para romper as
células, acrescentou-se 400 puL do Tampédo A (Composicdo — suficiente para 50
amostras: 400 pL de Triton X-100; 2 mL de SDS 10%; 400 pL de 5 M NaCl; 200 pL
de 1 M Tris-HCI pH = 8,0; 40 pL de 0,5 M EDTA pH=8,0 e 16,960 mL de agua ultra-
pura esterilizada), 200 mg de pérolas de vidro 0,1 mm, 100 pL de fenol e 100 pL de
CIA (24 alcool isoamilico: 1 cloroférmio), sobre agitacdo horizontal por 3 minutos.
Foram adicionados 400 pL de tampao TE (Para um volume final de 50 mL: 500 pL
de 1 M Tris-HCI pH=8,0, 100 yL de 0,5 M EDTA pH=8,0 e agua ultra-pura) e
homogeneizado, por inverséo, 20 vezes. O material foi centrifugado por 5 minutos, a
14000 rpm e o sobrenadante foi transferido para novo microtubo, sendo adicionado
1 mL de etanol absoluto, homogeneizado e centrifugado por mais 5 minutos, a
14000 rpm. Nesta etapa, o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 400 pL de
tampédo TE e 10 pyL de 4 M de acetato de amonio, homogeneizado 20 vezes e
adicionado 1 mL de etanol absoluto, centrifugado por 5 minutos, a 14000 rpm. O
sobrenadante foi descartado por completo e o precipitado foi submetido a secagem
em concentrador de DNA, por 10 minutos a 30°C. ApoOs a secagem, foi adicionado
ao precipitado 40 pL de Tris-RNAse (Para um volume final de 10 mL: 100 pyL de
RNAse (10 mg/ mL), 100 pL de 1 M Tris-HCI pH=8,0 e agua ultra-pura) e incubado a
37°C durante 30 minutos em banho-maria. A Figura 6 esquematiza esse protocolo

de extracdo de DNA bacteriano.
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Figura 6. Esquema do protocolo de extracdo de DNA dos isolados de Burkholderia obtidos
da Terra Preta Antropogénica da Amazdnia e adjacentes.

A quantificagcdo do DNA foi realizada em espectrofotometro (NanoDrop 1000,
USA) utilizando-se 2 pL de cada solugdo. E apds a quantificacdo, cada solucao foi
padronizada com agua ultra-pura (Milli-Q) para 20 ng de DNA em 200 uL de volume
final. A nova solucdo de DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com GelRed™ em tamp&o TSB (BRODY & KERN, 2004). Como padrao de
tamanho e quantidade de DNA foi utilizado o marcador de massa Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen). Para as amostras que houve falha na diluicdo, foi realizada nova

guantificacdo em espectrofotdmetro e nova diluicdo do DNA concentrado.
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3.4 — Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo do gene 16S rRNA dos isolados foi realizada pela técnica de
PCR, segundo Weisburg et al. (1991). As rea¢Oes foram preparadas em placas de
96 pogos, para um volume final de 25 pL, contendo 1 pL de DNA (20 ng), 2,5 pL de
tampéo para PCR 10X, 0,75 pL de 50 mM MgCl,, 0,25 uL de 10 mM dNTPs, 1 pL de
cada primer D1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e rD1 (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) a 5 pmols, 0,2 uL de 5 U de Platinum® Tag DNA
Polimerase (Invitrogen) e 18,3 pL &gua Milli-Q autoclavada. A amplificacdo foi
realizada em termociclador com a programacéao de: 94°C por 4 minutos, 25 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, 55°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos,
seguido de extensédo final a 72°C por 10 minutos. A Figura 7 esquematiza este
protocolo da PCR e os procedimentos de purificagdo do produto da PCR.
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A andlise do produto amplificado foi em gel de agarose a 1% com marcador
molecular Low DNA Mass ladder (Invitrogen) submetido a corrida eletroforética a
90 V por 30 minutos e, logo em seguida foi fotodocumentado. As amostras
amplificadas foram purificadas, acrescentando 20 pL de agua Milli-Q (autoclavada) e
60 uL de isopropanol 100%, homogeneizadas e incubadas por 2 horas a -20°C.
Apbés esse tempo, a solucdo foi centrifugada por 90 minutos a 4000 rpm,
temperatura ambiente. O sobrenadante foi totalmente descartado por inversdo da
placa e foram adicionados 200 pL de etanol 70% ao precipitado, homogeneizado e
centrifugado novamente por 90 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco em termociclador por 10 minutos, 40°C. Apds a secagem, foram
adicionados ao precipitado 20 pL de agua Milli-Q esterilizada. Apos
homogeneizagcdo, 3 pL foram analisados novamente em gel de agarose 1%,
conforme descrito acima. O produto de PCR foi estocado em freezer -20°C.

Pela analise do gene 16S rRNA, foi possivel identificar 177 isolados de
Burkholderia. Estes foram submetidos a PCR de amplificacdo do gene recA que foi
realizada de acordo com Mahenthiralingam et al. (2000) modificando a quantidade
de primer e do cloreto de magnésio. Para uma reacdo de volume final de 25 pL,
foram adicionados 2,5 pL de buffer PCR 10X, 1,0 pL de 50 mM MgCl,, 0,25 pL de
10 mM dNTPs, 1,0 pL de cada primer BCR 3 (5-GTCGCAGGCGCTGCGCAA- 3) e
BCR 4 (5-GCGCAGCGCCTGCGACAT-3) (5pmols), 0,2 yL Platinum® Taq DNA
Polimerase (5 U/ uL) (Invitrogen), 14,55 uL de agua Milli-Q (autoclavada) e 40-50 ng
de DNA de cada amostra por reacao. A amplificacéo foi realizada para 25 ciclos de
30 segundos a 94°C, 45 segundos a 58°C e 1 minuto a 72°C, com extensdo final de
10 minutos a 72°C. Apos a amplificacdo, o produto de PCR foi purificado com
isopropanol e etanol, como descrito acima, e foi quantificado em gel de agarose 1%,
utilizando o marcador molecular Low DNA Mass ladder (Invitrogen).

3.5 - Reacédo de Sequenciamento

ApoOs a precipitacdo dos produtos de PCR do gene 16S rRNA foi preparada a
reacdo de sequenciamento parcial desse gene, utilizando o kit DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing (Amersham, Biosciences GE), em placa de 96 pocos,

onde cada reacéo continha 2 puL de tampéo Save Money 2,5X (2 mL de 1 M Tris-HCI
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pH=9,0; 50 uL de 1 M MgCl, e 7,95 mL de agua ultra-pura autoclavada), 1 yL de
primer fD1 (5pmols), 2 pL de DYEnamic, 1 pL de DNA por amostra
(aproximadamente 75 - 90 ng) e 4 yL de agua ultra-pura autoclavada. A amplificacao
ocorreu em 25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 55°C e 60 segundos a
60°C.

Para a precipitacdo dos produtos das reacdes de sequenciamento, foram
adicionado 2 pL de acetato de sodio/ EDTA (Para uma solucdo de 50 mL: 6,15
gramas de acetato de sddio, 25 mL de EDTA 0,5 M pH=8,0, ajuste do pH para 8,0 e
completar o volume com agua ultra-pura e autoclavar a solucdo) em cada amostra e
60 pL de etanol 100%, centrifugados por 90 minutos, a 4000 rpm. O sobrenadante
foi descartado invertendo a placa, em seguida foram adicionado 150 pL de etanol
70% e a placa foi centrifugada por mais 90 minutos, a 4000 rpm. O sobrenadante foi
novamente descartado e o precipitado, seco a 40°C por 10 minutos, em
termociclador. Ao pellet foram adicionados 10 yL de Hi-Di Formamide (Applied
Biosystems), homogeneizado e submetidos ao sequenciador ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A Figura 8 esquematiza este protocolo de

sequenciamento.
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Para a reagdo de sequenciamento do gene recA dos 177 isolados, o
protocolo foi 0 mesmo descrito acima, modificando somente os primers utilizados,
BCR 3 e BCR 4 (5 pmols) e a temperatura de anelamento para 58°C. A purificacédo
do produto da reacdo de sequenciamento procedeu-se da mesma maneira, como

descrito acima.

3.6 — Analises das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas usando o programa
Phred/Phrap/Consed (Linux), onde as bases de baixa qualidade (< 20) foram
removidas. As sequéncias editadas foram comparadas com sequéncias depositadas
no GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI -
www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando o programa nucleotide blast do Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1997) e com o bando de dados

do Ribosomal Database Project (RDP — www.rdp.cme.msu.edu), determinando a

identidade das sequéncias dos isolados com as sequéncias do banco de dados.

O numero de UTOs (Unidades Taxondmicas Operacionais) foi determinado
pelo programa Mothur (SCHLOSS & HANDELSMAN, 2005), considerando o nivel de
similaridade de 0,03. O alinhamento das sequéncias génicas foi efetuado
empregando-se o programa Clustal W (THOMPSON et al., 1997). A partir do
alinhamento, foi construida a arvore filogenética pelo método de Neighbour-Joining
baseados no método de Jukes-Cantor e valor de “bootstrap” de 1000 repeti¢cbes,

utilizando o software MEGA, versao 4.0.

3.7 — Teste de Biodegradacao de Hidrocarbonetos

O teste de biodegradacéao foi realizado conforme Hanson et al. (1993), com
algumas modificacbes. Esse teste é utilizado para a detec¢cdo de linhagens
bacterianas com a capacidade de biodegradacdo e baseia-se na aplicacdo do
indicador redox DCPIP (2,6-diclorofenol-indofenol) a solugdo contendo os HPAs/
Diesel, bem como os isolados. Conforme as bactérias utilizam os substratos como

fontes de carbono, ocorre a liberagdo de elétrons que sao transferidos ao indicador,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.rdp.cme.msu.edu/
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gue sofre reducgéo e sua consequente descoloracéo (de azul para incolor), conforme

Figura 9.

N Cl H Cl
/O/ + 2HT 4 207 i /O/
HO o HO OH
Cl Cl

Figura 9. Processo de reduc¢éo do indicador DCPIP.

Um teste foi realizado com quatro linhagens de referéncia DSMZ (291, 6899,
6506 e 8369) para verificar o tempo de biodegradacdo dos substratos, a linhagem
mais eficiente e a concentracdo mais adequada dos substratos para o teste de
biodegradagdo com os isolados de Burkholderia. Assim, quatro placas foram
preparadas com os padrbes DSMZ e os trés substratos (Naftaleno, fenantreno e
diesel), em diferentes concentracdes. Para o naftaleno e fenantreno foram utilizadas
as concentragbes: 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; e 1%; e para o diesel, foram
utilizadas as seguintes concentragcdes no experimento: 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 20%. O
teste foi realizado em triplicata sendo os padrbes utilizados: DSMZ 291 -
Pseudomonas putida; DSMZ 6899 - Pseudomonas putida; DSMZ 6506 -
Pseudomonas fluorescens e DSMZ 8369 — Pseudomonas fluorescens.

Assim, para a realizacdo dos testes de biodegradacdo com os isolados de
Burkholderia o padrao utilizado foi o DSMZ 6506 - P. fluorescens e a concentragéo
final dos substratos naftaleno e fenantreno foi 0,2% e, para o diesel, foi de 8%.

Em seguida, um segundo teste foi realizado com 15 isolados de Burkholderia
escolhidos aleatoriamente. Esses isolados foram cultivados em tubos de 50 mL
contendo 10 mL de meio de cultura BH (descrito no item 3.2) e 1% de glicose, porém
esse teste foi considerado falso-positivo, visto que ocorreu 0 consumo da glicose
contida no meio BH e a consequente descoloracao do indicador DCPIP.

Um novo teste foi programado com os 174 isolados (visto que trés isolados -
1, 10 e 246 - estavam com as células inviaveis) que foram incubados em tubos com
10 mL de meio BH esterilizado sem glicose, mantidos por 72-96h a 30°C, 170 rpm.
Apébs o crescimento, a absorbancia de cada amostra foi medida e ajustada para 0,3-
0,4 a 600nm (LELLIOTT & STEAD, 1987), que corresponde a 10%-10° unidade
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formadora de colénia (UFC)/ mL. O teste foi realizado em placas de 96 pocgos
dividida em CN (controle negativo), N (naftaleno), F (fenantreno), D (diesel) e CP
(controle positivo), sendo o volume final de 300 pL/ po¢co. Em cada poco da placa, foi
adicionado meio BH (estéril) nos seguintes volumes: CN — 294 uL, N - 266 uL, Fe D
— 250 pL, com excecao do CP que foi adicionado 274 pL de meio BH com 1% de
glicose, para verificar a vitalidade dos isolados. O segundo passo foi a adicdo, em
todos os pocos, de 6 pL do indicador DCPIP 0,2% (preparado na hora do uso,
protegido da luz e filtrado), e em cada coluna referente aos compostos, foram
adicionados 8 pL de naftaleno 5% (dissolvido em acetona), 24 pL de fenantreno
2,5% (dissolvido em acetona) e o 24 uL de diesel (Distribuidora Shell — 3% de
biodiesel). Os in6culos (20 pL) foram adicionados em todos 0s po¢os, com excecao
do controle negativo, sendo distribuidos por linhas nas placas. As placas foram
mantidas em estufa, 30°C, com agitacdo orbital a 170 rpm por uma semana, e
diariamente a absorbancia das placas foi medida e fotografadas. A Figura 10

esquematiza este protocolo.

.
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Figura 10. Protocolo simplificado do teste de biodegradacdo dos substratos: naftaleno,
fenantreno e diesel, por isolados de Burkholderia.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Extracao do DNA dos Isolados

A extragdo do DNA dos isolados foi realizada com sucesso, obtendo
guantidade e qualidade suficiente para as analises moleculares. As amostras foram
guantificadas por espectrofotbmetro e a seguir diluiu-se o DNA para
aproximadamente 20 ng por amostra. Ap0s a diluicdo, preparou-se um gel de
agarose 1% (Figura 11) para verificar a eficiéncia da diluicdo e a qualidade do DNA
de cada amostra.
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Figura 11. Quantificagdo das amostras de DNA diluido dos 450 isolados.




43

4.2 — Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apoés a extracdo dos DNAs dos isolados, foi realizada a amplificacdo do gene
16S rRNA através da PCR utilizando os primers fD1 e rD1. Logo em seguida, 0s
produtos da PCR foram purificados, quantificados em gel de agarose 1%, como
mostra a Figura 12. A quantidade e qualidade da amplificacdo foram suficientes para
realizar a reacdo de sequenciamento, para obtencdo das sequéncias do gene 16S
rRNA
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Figura 12. Amplificacdo do gene 16S rRNA dos 450 isolados. P é o padrdo DSMZ 11319 —
B. viethamiensis e Br é a reacdo em branco.
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Apds a amplificacéo e sequenciamento do gene 16S rRNA, foram obtidos 177
isolados identificados como sendo do género Burkholderia. E para esses isolados,
foi feita a PCR para a amplificacdo de gene recA, por meio dos primers BCR3 e
BCR4. Ap6s a amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados e quantificados
em gel de agarose 1%, como mostra a Figura 13.
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Figura 13. Amplificagcdo do gene recA dos 177 isolados de Burkholderia. P € o padrao
DSMZ 11319 — B. vietnamiensis e Br é o branco da reac¢éo.
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4.3 — Andlise Molecular dos Isolados

4.3.1 — Gene 16S rRNA

O Complexo Burkholderia cepacia apresenta linhagens fenotipicamente
semelhantes, porém geneticamente diferentes. Assim a analise genética desses
micro-organismos é muito importante para os estudos taxonémicos, bem como para
0 conhecimento e aplicacdo de suas atividades metabdlicas no ramo econémico e
ambiental. Através dos bancos de dados do NCBI e do RDP, as sequéncias obtidas
pelo sequenciamento de gene 16S rRNA dos 450 isolados foram comparadas e
classificadas numa variacdo de identidade de 91% a 100%. Os isolados
85 — Burkholderia unamae (93%); 140 - Staphylococcus aureus (91%);
201 - Paenibacillus sp. (96%); 219 - Pectobacterium cacticida (91%) e
241 — Bacillus thuringiensis (96%) foram o0s Unicos isolados que apresentaram
similaridade abaixo de 97%. O isolado 85 que foi classificado como o género de
interesse, pode ter apresentado baixa similaridade devido aos novos isolados pouco
estudados até o momento. Desses 450 isolados da colecao, 177 foram identificados
como sendo do género Burkholderia.

Na comparacdao entre os bancos de dados do NCBI e do RDP, utilizados para
identificar os isolados, houve diferenca entre eles, devido ao fato de que o banco de
dados do NCBI possui uma quantidade enorme de sequéncias que podem ser
depositadas sem muito critério, ao contrario do bando de dados do RDP, que possui
ferramentas especializadas. Na comparacdo, 92 sequéncias foram igualmente
classificadas pelos dois bancos de dados, 84 sequéncias foram identificadas até o
nivel de espécie pelo banco do RDP e, ao nivel de género pelo NCBI, e apenas uma
sequéncia foi classificada ao nivel de espécie pelo NCBI e ao nivel de género pelo
RDP. Sendo assim, as 177 sequéncias obtidas do sequenciamento do gene 16S
rRNA foram processadas no programa Mothur que agrupou as sequéncias
semelhantes, correspondentes a mesma UTO (Unidade Taxondmica Operacional)
por niveis de similaridade de 0,03. A Tabela 1 expressa as sequéncias que foram

consideradas semelhantes.
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Tabela 1 — Sequéncias semelhantes agrupadas em Unidades Taxondmicas Operacionais
(UTOs) pelo programa MOTHUR.
UTOs Isolados

A 1; 10

B 2:3:4:5:6;14; 17; 21; 22; 23; 24: 27: 36; 37; 39; 43; 44; 45: 46; 48; 58;
60; 63; 67; 69

C 7:9; 18;: 20; 28; 29; 38: 59; 94: 244; 246: 251; 256; 260; 286; 289; 290:

291: 299; 301; 302; 310; 314; 318; 322; 324; 326; 327; 328; 329; 360;
377; 406; 407; 450

D 12; 32; 33; 34; 41; 87; 217; 223; 284; 287; 288; 292: 293; 295; 296; 298:;
304; 306; 308; 309; 311; 315; 321; 323; 325; 330; 351; 359; 366; 370;
393; 400:; 402; 404:; 405; 409:; 418; 441; 443; 445; 447; 448

26; 64; 300; 305; 312; 355; 357; 361; 412; 413; 415; 416; 417; 419; 424;
425: 433; 437

30; 40

42: 49; 53; 57; 74

50; 51; 52; 61, 68; 72; 79; 237
70

85

379; 392; 396; 397; 399

236; 243; 250; 385; 388, 218; 227; 232; 240; 247; 249; 254; 257; 331;
352; 381; 387; 389; 395; 401; 403; 423; 430; 431; 440; 442

228; 252; 356
353; 354

369

376

- I @ M m

r X «

T O Z2 Z

A partir do resultado do sequenciamento do gene 16S rRNA e do
agrupamento por similaridade, as sequéncias foram alinhadas com auxilio do
programa MEGA e a arvore filogenética foi construida (Figura 14). O nimero sobre
0s bragcos séo valores de bootstrap obtidos em 1000 repeticdes, expressos em
porcentagem. A andlise da arvore revelou grupos compostos por linhagens
diferentes entre si. A UTO nomeada como A, que estd representada na arvore
filogenética pelo isolado BCM 10 (Burkholderia sp.), apresentou 47% de similaridade
com Burkholderia glathei. O grupo B, representado por BCM 27 (B. ambifaria),
apresentou 33% de semelhanca evolutiva com o grupo formado por essa espécie,
porém, apresenta algumas caracteristicas exclusivas. O grupo C, representado pelo

isolado BCM 310 (B. gladioli), apresentou 99% de similaridade com essa espécie,
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porém foi agrupado com 59% de semelhanca com a espécie B. glumae. O
representante da UTO D, BCM 287 (B. multivorans), é uma espécie considerada
patogénica, formou um grupo externo ao clado que contém as espécies ditas
patogénicas, como B. cepacia e B. cenocepacia. Para o grupo E, o representante na
arvore € BCM 415 (B. tropica), apresentando 67% de similaridade com B. tropica. O
grupo F, representado por BCM 30 (B. ferrariae), apresentou 58% de semelhanca
com B. ferrariae. Neste clado, o representante do grupo M, BCM 228 (B.
mimosarum), esta presente sendo semelhante com B. mimosarum. Para o grupo G,
gue tem como representante o isolado BCM 42 (B. unamae), apresentou uma
distancia evolutiva do clado formado por linhagens como B. mimosarum e B.
silvatlantica. Neste clado também estad presente o isolado BCM 70 (B. nodosa),
representante do grupo | e BCM 85 (B. unamae), representante do grupo J,
possuindo caracteristicas exclusivas. O isolado BCM 72 (Burkholderia sp.), que é o
representante do grupo H, apresentou 37% de similaridade com a espécie B.
sacchari. O representante do grupo K, BCM 396 (B. phenazinium), apresentou 46%
de similaridade com B. ginsengisoli, enquanto que o grupo L, representado por BCM
250 (B. lata), apresentou 100% de semelhanca com B. caribensis. O representante
do grupo N, BCM 353 (B. lata), apresentou 90% de semelhanca com B. tuberum. O
grupo O, representado pelo isolado BCM 369 (B. arboris), esta localizado num braco
externo ao clado formado por espécies patogénicas, indicando que esse grupo
possui caracteristicas distintas. O grupo P, representado por BCM 376 (B.
phymatum) apresentou 97% de similaridade com essa mesma espécie. Foi utilizado
a espécie Pandoraea pulmonicola formando um grupo externo a todos os clados.
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Figura 14. Arvore filogenética construida usando o método Neighbour-Joining, baseada nas



4.3.2 - GenerecA
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Apoés o0 sequenciamento das 177 amostras, classificadas pelo gene 16S rRNA

como sendo do género Burkholderia, essas amostras foram preparadas para o

sequenciamento do gene recA. Apds esse sequenciamento, as amostras foram

analisadas e editadas no programa phred/Phrap/consed, onde as bases de baixa

gualidade foram excluidas das sequéncias. Pelo programa Mothur, as sequéncias

semelhantes foram agrupadas por niveis de similaridade de 0,05. A Tabela 2 agrupa

as 177 sequéncias em 30 UTOs.

Tabela 2 — Sequéncias do gene recA semelhantes agrupadas pelo programa Mothur.

UTOs Isolados

Al 2;14; 30; 45; 87; 291; 302

B1 4:51; 328; 395

C1 6; 20; 38; 49; 70; 327; 385; 424
D1 9: 67; 227; 304; 357; 387; 393; 441
E1l 5;12;53; 69; 300; 351; 425

F1 18; 21; 59; 228; 326; 396

Gl 9; 23; 52; 218; 305; 415

H1 26; 27; 63; 244; 356; 403; 442
11 10; 33; 64; 240; 389; 397; 437
J1 7; 39; 46; 72; 355; 376; 433
K1 24; 40; 68; 247; 361; 412; 440
L1 1; 42; 48; 85; 312; 413; 450
M1 22;43;58; 79; 290; 423

N1 28; 37; 217; 306; 352; 409

o1 50; 223; 249; 388

P1 57;94; 251; 329; 401

Q1 60; 252; 301; 354; 430

R1 3; 36; 232; 256; 293; 370; 445
S1 236; 260; 284; 308; 392; 405
T1 243; 286; 295; 360; 366; 402; 418; 448
Ul 17; 34; 44; 287; 311; 325; 400; 447
V1 237; 246; 288; 309; 404; 443
W1 32; 289; 292; 353; 419

X1 41; 296; 299; 381; 406

Y1l 29; 298; 324; 369; 417

Z1 61; 310; 315; 379; 431

A2 257; 321; 331; 399

B2 250; 314; 323

C2 254; 322; 330; 407; 416

D2 74; 318; 359; 377

O alinhamento foi realizado no programa BioEdit, pela ferramenta Clustal W,

juntamente com sequéncias de referéncias obtidas do banco de dados do FunGene



51

(http://fungene.cme.msu.edu/index.spr) e, a arvore filogenética (Figural5) foi

construida no programa MEGA.
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Figura 15. Arvore filogenética construida usando o método Neighbour-Joining, baseada nas
sequéncias do gene recA dos isolados de Burkholderia.
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A analise da arvore filogenética, construida com base nas sequéncias obtidas
pelo sequenciamento do gene recA, nos mostra que varios isolados néao
apresentaram parentesco evolutivo com nenhuma das sequéncias de referéncia,
tendo caracteristicas genéticas distintas. O grupo de isolados na base da é&rvore,
formado por 223, 296, 251, 217, 292, 260, 9, 286 e 288 € um exemplo desta
distancia genética.

O segundo grupo sem similaridade genética com as sequéncias de
referéncias esté localizado no topo da arvore, formado pelos isolados: 18, 40, 33, 39,
4,298, 6, 2, 12, 27, 43, 23 e 42. Nesses dois grupos, alguns isolados apresentaram
similaridade entre si, como € o caso do isolado 33 e 39, ambos identificados como
Burkholderia sp.

Para os isolados 2, 6, 9, 12, 18, 33, 39 e 40 que foram identificados como
sendo Burkholderia sp., pela analise do sequenciamento, e estdo agrupados na
arvore sem similaridade com as sequéncias de referéncias, podem, ap6s muitos
estudos genéticos e também bioquimicos, ser classificados como novas espécies
desse género.

Os isolados 252, 256, 287 e 321 apresentam caracteristicas genéticas
semelhantes a Burkholderia contaminans. Para os isolados 323, 330 e 359
apresentam caracteristicas comuns a Burkholderia mana. O isolado 315 foi o Unico
a estar no mesmo clado da arvore que Burkholderia lata. No grupo das patogénicas,
os isolados 23 e 42 se assemelham com Burkholderia cepacia e os isolados 27 e 43,
com Burkholderia cenocepacia.

Visto que os isolados de Burkholderia utilizados neste estudo foram obtidos
de zonas tropicais e que o primer utilizado para a amplificacdo do gene recA foi
desenhado com base na sequéncia génica de linhagens bacterianas européias, a
falta de similaridade pode ser explicada diante desse fato, uma vez que as
sequéncias dos isolados ndo se agruparam com as sequéncias de referéncias.
Assim, ha a necessidade de muitos estudos nas regides tropicais para conhecer

melhor as linhagens bacterianas bem como a biodiversidade local.
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4.2 — Teste de Biodegradacao de Hidrocarbonetos

As placas com os padrées DSMZ 291, 6506, 6899 e 8369, utilizados no teste
de biodegradacao foram mantidas em estufa com agitagéo orbital por uma semana.
As Figuras 16; 17; 18 e 19 expressam a evolugao do teste com esses padroes.

1 08 04 0,2 0,1 0,050,025

CP CN 08 04 02 0,10,050025CP CN 1

N
=
D
20 16 8 4 2 1 05 20 16 8 4 2 1 05
T =0h T =168h

Figura 16. Teste de biodegradacdo com o padrdo DSMZ 291 — Pseudomonas putida.

CkP CN 1 08 04 02 010050025CP CN 1 08 04 02 0,1 0,050,025

20 16 8 4 2 1 05 20 16 8 4 2 1 05

T=0h T =168h
Figura 17. Teste de biodegradacdo com o padrdao DSMZ 6506 — Pseudomonas fluorescens.
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Figura 18. Teste de biodegradacdo com o padrdo DSMZ 6899 — Pseudomonas putida.

cCP CN 1 08 04 02 010,050025CP CN 1 08 04 0,2 0,1 0050025

20 16 8 4 2 1 05 20 16 8 4 2 1 05

T=0h T=168h
Figura 19. Teste de biodegradacdo com o padrdo DSMZ 8369 — Pseudomonas fluorescens.
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A realizacéo do teste de biodegradacéo do naftaleno, fenantreno e diesel com
0s padrdes DSMZ, mostrou que todos os controles positivos (CP) apresentaram
células ativas, visto que houve o consumo da glicose contida no meio BH e a
consequente descoloracéo do indicador DCPIP (de azul para incolor).

Para o teste com os padroes DSMZ 291 e 6899 (ambos P. putida), ndo houve
uma descoloracdo acentuada do indicador DCPIP, assim pode-se concluir que nao
houve degradacéo dos substratos. O padrdo DSMZ 8369 (P. fluorescens) consumiu
somente o naftaleno e o fenantreno com eficiéncias, nas concentragdes 0,2-0,4%,
porém para o diesel ndo houve variacao significativa.

O padrao DSMZ 6506 (P. fluorescens) foi 0 mais eficiente na degradagao dos
trés substratos. Para o naftaleno, houve a degradacaonas concetracfes entre 0,1-
1%. Ja para o fenantreno, por ser pouco sollvel e téxico para as células, nas
concentracbes maiores que 0,4%, ndo houve a degradacdo do substrato, sendo
verificada nas concentracdes entre 0,05-0,2%. Para o diesel, por possuir cadeias
alifaticas mais facil de serem quebradas pelo metabolismo celular, pode ser
verificada a degradacdo nas concentracdes finais entre 2-16%. Nas baixas
concentracoes, 0,5 e 1%, ndo houve degradacdo desse substrato e um dos fatores
pode ter sido devido a evaporacao.

A Tabela 3 expressa a absorbancia obtida no tempo Oh e no tempo 168h dos
padrées DSMZ pela descolora¢éo do indicador DCPIP por meio da degradacao dos
hidrocarbonetos.
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Tabela 3 — Absorbancia medida no tempo Oh e 168h de experimento com as padrées DSMZ

(C(,/‘z)”ce””a‘?ao 0,025 0,05 0,1 02 04 05 08 1 2 4 8 16 20
Padrdo DSMZ 291 - Pseudomonas putida

N (Oh) 2,37 2,42 255 2,70 2,85 3,03 3,20

N(168h) 1,97 195 1,76 2,13 2,56 2,97 3,02

F (Oh) 2,38 2,43 2,70 3,01 - - -

F (168h) 2,00 2,05 2,58 3,16 - - -

D (0Oh) 2,34 2,39 2,39 2,37 2,34 2,40 2,38
D (168h) 1,76 1,87 1,97 192 1,85 1,93 1,87
Padrdo DSMZ 6506 - Pseudomonas fluorescens

N (Oh) 2,33 2,46 2,49 2,59 2,66 2,98 2,97

N(168h) 1,18 1,18 0,80 0,71 0,95 0,60 0,57

F (Oh) 2,34 254 2,63 3,15 3,34 - -

F (168h) 2,06 1,27 0,89 0,72 3,18 - -

D (Oh) 2,43 2,45 252 2,48 2,46 2,50 2,49
D (168h) 1,28 1,29 0,99 0,85 0,77 0,81 1,11
Padrdo DSMZ 6899 - Pseudomonas putida

N (Oh) 2,46 2,44 255 258 2,57 3,01 3,04

N(168h) 2,35 2,22 2,21 2,23 2,41 2,90 2,77

F (Oh) 2,45 257 2,89 3,46 3,23 - -

F (168h) 1,45 1,38 1,79 1,75 2,38 - -

D (Oh) 2,34 2,42 2,43 2,38 2,41 2,44 2,53
D (168h) 0,44 145 151 1,32 150 1,30 1,51
Padrao DSMZ 8369 - Pseudomonas fluorescens

N (Oh) 2,39 239 250 2,72 2,74 3,03 2,90

N(168h) 2,35 2,22 1,11 0,83 0,71 2,90 2,85

F (Oh) 2,66 2,79 3,15 3,34 - - -

F (168h) 1,45 1,38 2,79 275 - - -

D (Oh) 2,48 2,54 253 2,54 2,49 247 2,67
D (168h) 1,81 2,02 2,02 195 1,75 153 1,66

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — Diesel.

Visualmente, a descoloracéo do indicador DCPIP ndo é tao evidente para os
padroes DSMZ 291 e 6899, nas diferentes concentracdes. Porém, analisando a
absorbéancia medida no decorrer de 168 horas, observa-se que houve uma ligeira
gueda no valor, com excecdo para o substrato fenantreno, para o padrdo DSMZ 291
na concentracao 0,2% que teve seu valor ligeiramente aumentado.

Para o padrdao DSMZ 8369, houve diminuicdo nos valores da absorbancia
para todos 0s substratos e em todas as concentragfes, porém, para o naftaleno, nas
concentracbes entre 0,2-0,4% o valor quase zerou, confirmando a degradacao
eficiente desse padréo para esse substrato.

O padrdo DSMZ 6506 — P. fluorescens — 0 mais eficiente na biodegradacéo,
observa-se queda acentuada nos valores da absorbancia no decorrer de 168h para
os trés substratos: naftaleno, fenantreno e diesel, confirmando a coloracao incolor de
DCPIP.
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Apoés os testes com os padrées DSMZ e escolhido o padrdo DSMZ 6506 —
Pseudomonas fluorescens, foram realizados os testes com os 174 isolados de
Burkholderia. Doze placas foram preparadas para o bioensaio, mantidas em estufa,
com agitagao orbital e verificadas diariamente, por uma semana (tempos 0, 24, 48,
72, 96, 120, 144 e 168 horas), conforme figuras abaixo. A Figura 20 representa a
Placa 1 com 15 isolados de Burkholderia, no decorrer de uma semana. Esses
isolados estdo descritos na Tabela 4, que também resume qual substrato
determinado isolado degradou, marcado com o tempo dessa degradacao, ou se nao
foi possivel degradar o substrato, marcado com um trago (-). A tabela também
mostra a sua origem: TPA — Terra Preta Antropogénica ou ADJ — Adjacente a Terra
Preta e os respectivos sitio: Hataraha; Caldeirdo Cultivado (Cal-Cult); Caldeirdo

Capoeira (Cal-Cap) e Mina-|.

Tabela 4 — Isolados utilizados no teste de biodegradacéo — Placa 1.

Isolado  Descricéo Origem N F D

2 Burkholderia pyrrocinia TPA Cal-Cult - - 48h
3 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cult - - 96h
5 Burkholderia ambifaria TPA Cal-Cult - - 168h
7 Burkholderia glumae TPA Cal-Cult - - 168h
12 Burkholderia cenocepacia  TPA Cal-Cult - 48h  48h
18 Burkholderia sp. TPA Cal-Cap - - 168h
30 Burkholderia ferrariae TPA Cal-Cap - - -

32 Burkholderia lata TPA Cal-Cap - - -

42 Burkholderia unamae ADJ Cal-Cult - - 48h
64 Burkholderia tropica ADJ Cal-Cult - - -

70 Burkholderia nodosa ADJ Cal-Cap - - 168h
87 Burkholderia anthina ADJ Cal-Cap - - 168h
218 Burkholderia bryophila TPA Hatahara - - 168h
227 Burkholderia caribensis TPA Mina-I - - 168h
228 Burkholderia mimosarum TPA Mina-I - - 96h

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacao.
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Figura 20. Teste de biodegradacao referente a Placa 1 com isolados de Burkholderia e 0
padrao (P) analisados em uma semana. (CP — Controle Positivo, D - diesel, F — fenantreno,
N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Analisando a Placa 1, nota-se que todos os controles positivos (CP) sofreram
descoloracdo, portanto as células bacterianas estavam ativas e consumiram a
glicose presente na solucdo. Quanto ao controle negativo (CN), nenhum foi
degradado, mostrando que o teste ndo teve contaminacdo por outros micro-
organismos ou que o indicador DCPIP sofre descoloragéo devido a fatores externos
ao bioensaio.

O padrdao DSMZ 6506 — Pseudomonas fluorescens, representado na figura
acima como P, consumiu o substrato naftaleno (N) em 24 horas, verificado pela
descoloracgao do indicador redox DCPIP (de azul para amarelo claro), uma vez que o
consumo do substrato gera elétrons que reduzem o indicador, descolorindo-o.
Porém, visualmente, nenhum dos isolados analisados nesta placa foram capazes de
assimilar o naftaleno como fonte de carbono. Para o fenantreno (F), o padréo
consumiu totalmente esse substrato em 96 horas e o isolado 12 (Burkholderia
cenocepacia) foi o Unico que degradou o substrato, em 48 horas, sendo mais
eficiente que o padrdo. Para o diesel (D), o padrdao degradou esse substrato em 48
horas. Nesse mesmo tempo, os isolados 2, 12 e 42 degradaram esse substrato, em
96 horas os isolados 3 e 228 degradaram o diesel e em 168 horas os isolados 7, 70,
87, 218 e 227 degradaram o diesel.

A absorbancia da placa foi medida diariamente e o grafico 1 demonstra que
houve diminuicdo nos valores da absorbancia desta placa para os substratos:

naftaleno, fenantreno e diesel.
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Gréfico 1. Variacdo da absorbéancia na biodegradacéo dos substratos no tempo Oh e 168h
para os isolados da Placa 1.
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Pelo Gréfico 1-A, que expressa a variagdo da absorbancia medida no tempo O
hora e depois de 168 horas de experimento para a degradacédo do naftaleno, nota-se
gue para os 15 isolados analisados, houve diminuicdo nos valores da absorbancia,
porém, nenhum valor inferior ao do padrdo. O Grafico 1-B, que representa a
variacdo da absorbancia no mesmo intervalo de tempo para o fenantreno, observa-
se que houve queda dos valores da absorbancia em todos os casos, com excecao
do controle negativo (CN). Para os isolados 3 (Burkholderia cepacia), 5
(Burkholderia ambifaria) e 18 (Burkholderia sp.) os valores foram inferiores ao valor
obtido pelo padréo e ndo houve descoloracéo total do indicador DCPIP. Outro fato
observado, é que para o padrdo, ao degradar o fenantreno, houve multiplicacdo
celular e sua consequente morte, ficando acumulada no fundo da placa, isso pode
ter mantido o valor da absorbancia superior aos trés isolados citados acima, aos
guais nao nota-se esse acumulo celular. No Gréfico 1-C, referente aos valores da
absorbéancia no tempo 0 hora e 168 hora para o diesel, verifica-se que houve

diminuicao para todos os isolados e que nenhum valor ficou abaixo do padrao.
A segunda placa (Placa 2) preparada para o teste de biodegradacdo esta
representada na Figura 21 , foi registrada diariamente e os outros 15 isolados de

Burkholderia testados estao descritos na Tabela 5, bem como sua origem.

Tabela 5 — Isolados utilizados no teste de biodegradacdo — Placa 2.

Isolado  Descricao Origem N F D

4 Burkholderia arboris TPA Cal-Cult - 48h  48h
6 Burkholderia ambifaria TPA Cal-Cult - 48h  24h
9 Burkholderia glumae TPA Cal-Cult - - 24h
14 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cult - - 48h
17 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cap - - 96h
20 Burkholderia sp. TPA Cal-Cap - - 72h
21 Burkholderia pyrrocinia TPA Cal-Cap - - 48h
22 Burkholderia pyrrocinia TPA Cal-Cap - - 48h
23 Burkholderia ambifaria TPACal-Cap 72h - -

24 Burkholderia ambifaria TPACal-Cap 72h - 48h
240 Burkholderia sartisoli TPA Mina-I| - - 144h
247 Burkholderia ginsengisoli ADJ Mina-I - - 144h
287 Burkholderia multivorans TPA Mina-I - - 48h
376 Burkholderia phymatum TPA Mina-I - - 144h
395 Burkholderia phenazinium  TPA Mina-I - - 120h

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacao.
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Figura 21. Teste de biodegradacao referente a Placa 2 com isolados de Burkholderia e o

padrao (P) analisados em uma semana. (CP — Controle Positivo, D - diesel, F — fenantreno,
N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Ao analisar a Placa 2, observa-se que todos os controles positivos (CP) ficaram
incolores, visto que houve o consumo da glicose pelas células bacterianas e com
isso, a descoloracdo do indicador DCPIP. Entretanto, os controles negativos (CN)
nao perderam sua coloracdo, mostrando que a solugdo do bioensaio nao foi
contaminada. O padrao degradou o naftaleno e o diesel em 24 horas, enquanto que
o fenantreno foi degradado em 96 horas.

Os isolados 23 e 24 (ambos classificados como Burkholderia ambifaria) foram
0s Unicos capazes de degradar o naftaleno, num tempo de 72 horas, sendo menos
eficientes que o padrédo. Ja os isolados 4 (Burkholderia arboris) e 6 (Burkholderia
ambifaria) degradaram o fenantreno em 48 horas, sendo mais eficiente que o
padrdo. Para o substrato diesel, os isolados 6 e 9 (Burkholderia glumae) degradaram
esse substrato em 24 horas, como o padrdao e somente o isolado 23 n&o foi capaz
de degradar o diesel, os outros isolados analisados nesta placa foram eficientes na

biodegradacao do diesel.

A partir dos valores da absorbancia medida ao longo de uma semana, o
Gréfico 2 foi construido com base nos dados referentes ao tempo 0 hora e 168 horas

para os trés substratos analisados: naftaleno, fenantreno e diesel.



A
Naftaleno - Placa 2
__ 4,000
€
§ 3,000
A
— 2,000
0
=
S 1,000
=
2 0,000
-]
< 0 168
Tempo (horas)
B
Fenantreno - Placa 2
__ 4,000
E
S 3,000
A
— 2,000
R
£
S 1,000
£
2 0,000
o
< 0 168
Tempo (horas)
C .
Diesel - Placa 2
_ 4,000
£ 3,000
S
O
v 2,000
0
g 1,000
<«
£ 0,000
2
fi' 0 168
Tempo (horas)
ECN @ DSMZ 6506 - Pseudomonas fluorescens
| 4 - Burkholderia arboris i 6 - Burkholderia ambifaria
1 9 - Burkholderia glumae M 14 - Burkholderia cepacia
M 17 - Burkholderia cepacia W 20 - Burkholderia sp.
B 21 - Burkholderia pyrrocinia & 22 - Burkholderia pyrrocinia
i 23 - Burkholderia ambifaria W 24 - Burkholderia ambifaria
W 240 - Burkholderia sartisoli W 247 - Burkholderia ginsengisoli
11 287 - Burkholderia multivorans 376 - Burkholderia phymatum
B 395 - Burkholderia phenazinium

63

Grafico 2. Variacdo da absorbancia na biodegradacéo dos substratos no tempo Oh e 168 h
para os isolados da Placa 2.
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Nota-se, pelo Gréfico 2-A, que expressa a variacdo da absorbancia para o
naftaleno, que o Unico isolado em que o valor ficou acima do padrdo foi o 17 (B.
cepacia). Os isolados 22 (B. pyrrocinia) e 376 (B. phymatum) apresentaram valores
praticamente idénticos ao padrédo, enquanto que o0s outros isolados apresentaram
absorbancia menor que o padrao.

O Grafico 2-B que expressa os dados da absorbancia para o substrato
fenantreno, observa-se que os isolados 9 (Burkholderia glumae) e 247 (Burkholderia
ginsengisoli) apresentaram um valor inferior ao padréo, sendo mais eficientes na
degradacéo desse substrato.

O Gréfico 2-C representa a variacdo da absorbancia em 168 horas para o
substrato diesel. O isolado 9 apresentou desempenho na degradacédo similar ao
padréo e para os isolados 20, 21, 24, 240, 247 e 376 o valor da absorbancia foi
inferior ao padréo, sendo o isolado 240 (Burkholderia sartisoli) o que apresentou 0

menor valor da absorbancia.

Os isolados utilizados na terceira placa estdo descritos na Tabela 6, que
também resume o tempo de degradacao de cada isolado, para cada substrato, e sua
origem. O teste foi registrado diariamente por uma semana, sendo representada na

Figura 22.

Tabela 6 — Isolados utilizados no teste de biodegradacéo — Placa 3.

Isolado  Descrigéo Origem N F D

26 Burkholderia tropica TPA Cal-Cap - - 168h
27 Burkholderia ambifaria TPA Cal-Cap - - 48h
28 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cap - - 48h
29 Burkholderia arboris TPA Cal-Cap - - 48h
41 Burkholderia lata ADJ Cal-Cult - - 96h
43 Burkholderia pyrrocinia ADJ Cal-Cult - - 72h
49 Burkholderia unamae ADJ Cal-Cult  168h 168h 168h
59 Burkholderia glumae ADJ Cal-Cult  144h - 24h
85 Burkholderia unamae ADJ Cal-Cap - - 24h
217 Burkholderia cenocepacia  TPA Hatahara - - 24h
232 Burkholderia caribensis TPA Mina-I| - - 48h
252 Burkholderia seminalis TPA Mina-I - - 48h
254 Burkholderia sartisoli TPA Mina-I 72h  96h  48h
291 Burkholderia gladioli TPA Mina-I| 72h  72h  48h
396 Burkholderia phenazinium  TPA Mina-I 48h - 48h

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacao.
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Figura 22. Teste de biodegradacao referente a Placa 3 com isolados de Burkholderia e 0
padrao (P) analisados em uma semana. (CP — Controle Positivo, D - diesel, F — fenantreno,

N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Pela analise visual da Placa 3, observa-se que todos os controles positivos
ficaram incolores, revelando que os isolados foram capazes de utilizar a glicose
como fonte de carbono, descolorindo o indicador DCPIP e que nenhum controle
negativo foi descolorido, o que indica que nenhuma solucdo estava contaminada. O
padrdo DSMZ 6506 (Pseudomonas fluorescens) degradou o diesel e o naftaleno em

48 horas, ja o fenantreno foi degradado em 72 horas.

Nessa placa, nota-se que cinco isolados foram capazes de utilizar o naftaleno
como fonte de carbono para o crescimento celular, sendo eles 49 (Burkholderia
unamae) e 59 (B. glumae), em 144 horas; 254 (B. sartisoli) e 291 (B. gladioli) em 72
horas e o isolado 396 (B. phenazinium) em 48 horas, sendo esse com desempenho
similar ao padrédo. Para o fenantreno, quatro isolados foram capazes de degrada-lo:
49 em 168 horas, 59 em 144 horas, 254 em 120 horas e 291 em 72 horas, sendo
esse isolado apresentando desempenho na degradacdo do substrato igualmente ao
padrdo. Para o diesel, todos os isolados degradaram esse substrato, porém o0s
isolados 28, 59, 85 e 217 foram mais rapidos na degradacdo que o padrédo, que

ocorreu em 24 horas.

A absorbancia da Placa 3 foi medida diariamente e o Gréaficos 3 expressa a
variacdo da absorbéncia para os trés substratos: naftaleno, fenantreno e diesel,
medida em 0 hora e ap6s 168 horas. Verifica-se que houve diminuicdo em todos os

valores da absorbancia para os trés substratos.
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Grafico 3. Variacdo da absorbancia na biodegradacéo dos substratos no tempo 0 e 168h
para os isolados da Placa 3.
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O Gréfico 3-A, expressa a variacdo da absorbancia medida no tempo 0 e 168
horas, referente ao substrato naftaleno, para os 15 isolados. Nota-se que, para 0s
isolados 26; 49; 59; 85; 217 e 232 o valor da absorbancia foi inferior ao do padréo.

No Gréfico 3-B, que representa a variacdo da absorbancia para o fenantreno,
observa-se que os isolados 49; 59; 85 e 254 apresentaram valores inferiores que o
padrdo DSMZ 6506. E para o diesel, Grafico 3-C, os mais eficientes na degradacéo
do substrato foram 27; 28; 29; 85; 217; 252 e 396.

Outros 15 isolados de Burkholderia foram utilizados na Placa 4 para o
bioensaio de degradacéo dos substratos: diesel, fenantreno e naftaleno, no decorrer
de uma semana, sendo que os valores da absorbancia foram registrados
diariamente e a placa foi fotografada (Figura 23). Esses isolados estdo descritos na
Tabela 7 que também resume a origem dos isolados e o tempo de degradacdo dos

substratos.

Tabela 7 — Isolados utilizados no teste de biodegradacéo — Placa 4.

Isolado  Descricéo Origem N F D

33 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cap - - 48h
39 Burkholderia sp. TPA Cal-Cap - - 48h
44 Burkholderia cepacia ADJ Cal-Cult - 120h 48h
45 Burkholderia ambifaria ADJ Cal-Cult - - 96h
79 Burkholderia tropica ADJ Cal-Cap - - 96h
94 Burkholderia seminalis TPA Mina-I - - 144h
249 Burkholderia caribensis ADJ Mina-I - - 144h
257 Burkholderia lata ADJ Hatahara - 168h 72h
286 Burkholderia glumae TPA Mina-I - - 24h
292 Burkholderia lata TPA Mina-I - - 24h
293 Burkholderia pyrrocinia TPA Mina-I 120h - 48h
301 Burkholderia seminalis ADJ Mina-I - - 48h
302 Burkholderia gladioli ADJ Mina-I 144h - 48h
352 Burkholderia ginsengisoli ADJ Mina-I 120h - 72h
356 Burkholderia mimosarum ADJ Mina-I 120h - 48h

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacao.
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Figura 23. Teste de biodegradacao referente a Placa 4 com isolados de Burkholderia e o
padrao (P) analisados diariamente durante uma semana. (CP — Controle Positivo, D - diesel,

F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Pela anadlise visual da Placa 4, pode-se observar que todos os controles
positivos (CP) foram capazes de utilizar a glicose como fonte de crescimento celular,
descolorindo, assim, o indicador DCPIP. Para os controles negativos (CN) nenhum
sofreu descoloracéo, o que mostra que o bioensaio estava livre de contaminacao. O
padrao DSMZ 6506 (P) degradou o naftaleno em 24 horas. O substrato diesel foi
degradado em 48 horas e para o fenantreno, por ser pouco sollavel e toxico para as
células bacterianas, a degradacao foi em 120 horas.

Ao analisar os isolados de Burkholderia, nota-se que para o naftaleno, quatro
isolados foram capazes de utilizar esse substrato como fonte de carbono, sendo
eles: 293; 352; 356 em 120 horas e 302 em 144 horas, porém, nenhum foi mais
eficiente que o padréao.

Para o substrato fenantreno, o isolado 44 foi capaz de metabolizar esse
substrato em 120 horas, mesmo tempo que o padréo, e o isolado 257 degradou o
substrato em 168 horas.

O diesel, por ter uma estrutura mais simples, foi metabolizado por um maior
namero de isolados, sendo que os isolados 286 e 292 foram mais eficientes que o
padréo, pois o tempo de degradacédo foi de 24 horas. Os isolados 33, 39, 44, 293,
301, 302 e 356 degradaram o diesel em 48 horas, mesmo tempo que o padrao. No
tempo de 72 horas, os isolados 257 e 352 degradaram esse substrato. Dois isolados
degradaram o diesel em 96 horas, sendo eles 45 e 79. E em 144 horas, os isolados
94 e 249 degradaram esse substrato.

A absorbancia da placa foi medida diariamente por uma semana e, a partir

dos valores no tempo 0 hora e no tempo 168 horas o Grafico 4 foi construido.
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Grafico 4. Variagdo da absorbancia na biodegradagéo dos substratos no tempo 0 e 168
horas para os isolados da Placa 4.
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Pelo Gréfico 4-A, que representa a variacdo da absorbancia no bioensaio com
0 naftaleno, registrou-se que para todos os isolados houve diminuicdo dos valores,
exceto para os isolados 94, que teve valor muito préximo do padrdo e, para os

iIsolados 286 e 301 que apresentaram valores acima do padréo.

O Grafico 4-B que representa a variacdo da absorbancia para o substrato
fenantreno, observou-se que houve uma queda nos valores para todos os isolados,
porém, nenhum foi menor que o padrdo. Para o diesel, Grafico 4-C, todos os valores
foram menores depois de 168 horas de experimento e para os isolados 286, 292,

352 e 356 a absorbancia foi menor do que o padrao.

Uma quinta placa foi preparada utilizando mais 15 isolados da colecdo e
estdo descritos na Tabela 8, que também revela o local de origem desses isolados e
um resumo do tempo de degradacdo de cada um dos substratos: naftaleno,

fenantreno e diesel.

Tabela 8 — Isolados utilizados no teste de biodegradacéo — Placa 5.

Isolado  Descricao Origem N F D
34 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cap - - -
36 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cap - - -
40 Burkholderia heleia ADJ Cal-Cult - - -
46 Burkholderia pyrrocinia ADJ Cal-Cult - - -
48 Burkholderia pyrrocinia ADJ Cal-Cult  72h  48h  96h
50 Burkholderia seminalis ADJ Cal-Cult - - -
58 Burkholderia ambifaria ADJ Cal-Cult - - -
60 Burkholderia seminalis ADJ Cal-Cult - - -
236 Burkholderia caribensis TPA Mina-I - 168h -
244 Burkholderia glumae TPA Mina-I 168h 120h 48h
284 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-| - 168h 72h
300 Burkholderia tropica TPA Mina-I - - -
310 Burkholderia gladioli ADJ Mina-I - 168h 48h
392 Burkholderia sartisoli TPA Mina-I - - -
397 Burkholderia ginsengisoli TPA Mina-I| - - -

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacéao.

Diariamente a placa 5 foi fotografada e sua absorbancia medida por
espectrofotometria. A Figura 24 mostra o decorrer de uma semana (168h) para esse

teste de biodegradacdo com os isolados descritos acima.
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Figura 24. Teste de biodegradacao referente a Placa 5 com isolados de Burkholderia e 0
padrao (P) analisados diariamente durante uma semana. (CP — Controle Positivo, D - diesel,
F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Analisando a Figura 24, observa-se que todos os controles positivos ficaram
incolores no decorrer de uma semana, Visto que as células bacterianas consumiram
a glicose e através desse metabolismo, gerou elétrons que se associaram ao
indicador DCPIP, descolorindo-o. Para os controles negativos, o indicador nao
perdeu sua coloracao, indicando que o teste foi realizado sem contaminacao das
solucoes.

O padrdao (Pseudomonas fluorescens) foi capaz de assimilar os trés
compostos: diesel (D) em 24 horas, fenantreno (F) em 72 horas e naftaleno (N) em
48 horas.

Para o substrato naftaleno, cinco isolados de Burkholderia foram capazes de
degradar esse substrato: 48 em 72 horas; 36, 40 e 46 em 120 horas e 244 em 144
horas. Nenhum desses isolados foram mais eficiente, visualmente, que o padrao.

Para o substrato fenantreno, mais insolavel e de dificil degradagdo, cinco
isolados degradaram esse composto, sendo eles: 48 em 72 horas de experimento,
mesmo tempo que o padrdo utilizou para degradar esse substrato; 236 e 244, em
144 horas; e 284 e 310 em 168 horas.

O diesel foi degradado por quatro isolados apenas, sendo eles: 244 e 310 em
48 horas; 284 em 72 horas, os isolado 48 em 96 horas e os isolados 236, 300 e 397
em 168 horas.

A absorbancia foi medida diariamente e o Grafico 5 demonstra a variagédo
dessa absorbancia nos tempos 0 e 168 horas, para os trés substratos: naftaleno,

fenantreno e diesel.
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Gréfico 5. Variacdo da absorbéancia na biodegradacéo dos substratos no tempo 0 e 168
horas para os isolados da Placa 5.
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Ao analisar o Gréfico 5-A, que representa a variagdo da absorbancia no
tempo 0 hora e 168 horas para o substrato naftaleno, observa-se que, para todos os
isolados, o valor da absorbancia diminuiu ao longo do experimento, comprovando a
degradacdo desse substrato. Porém, para os isolados 36, 48, 244 e 300 o valor da
absorbancia foi menor do que o valor atingido pelo padréo.

Para o Grafico 5-B, que representa os valores da absorbancia para o
substrato fenantreno, observa-se que para todos os isolados houve queda nos
valores da absorbancia no decorrer de uma semana e os isolados 48, 244, 284 e
310 apresentaram um valor abaixo do valor apresentado pelo padréo.

Os valores da absorbancia obtido para o diesel estdo expressos no Grafico
5-C, nos tempos 0 e 168 horas. O valor da absorbancia dos isolados 36, 40, 58 e
392 aumentou apés 168 horas. Entretanto para o isolado 34, o valor permaneceu
praticamente idéntico e para os outros isolados o valor diminuiu, porém, para 0s
isolados 48, 236, 244 e 300 o valor da absorbancia foi abaixo do valor obtido pelo

padréo.

A sexta placa preparada para o teste de biodegradacdo contém os quinze
isolados descritos na Tabela 9, que também descreve os sitios de origem desses
isolados, bem como o resumo da biodegradacdo. A Figura 25 expressa o decorrer

de uma semana para a Placa 6

Tabela 9 — Isolados utilizados no teste de biodegradacéo — Placa 6.

Isolado  Descri¢éo Origem N F D
37 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cap - - -
38 Burkholderia cepacia TPA Cal-Cap - - -
51 Burkholderia arboris ADJ Cal-Cult - - -
52 Burkholderia sp. ADJ Cal-Cult - - -
63 Burkholderia ambifaria ADJ Cal-Cult - - -
69 Burkholderia ambifaria ADJ Cal-Cap - - -
243 Burkholderia caribensis TPA Mina-I| - - -
250 Burkholderia lata ADJ Mina-I - - -
251 Burkholderia glumae ADJ Mina-I - - 48h
256 Burkholderia glumae TPA Hatahara - - 48h
288 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-I - - 48h
314 Burkholderia gladioli ADJ Mina-I - - 144h
401 Burkholderia ginsengisoli TPA Mina-I - - -
443 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 72h
450 Burkholderia sp. TPA Mina-| - 120h 48h

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacao.
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Figura 25. Teste de biodegradacao referente a Placa 6 com isolados de Burkholderia e o
padrao (P) analisados diariamente durante uma semana (168h). (CP — Controle Positivo, D -
diesel, F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Ao analisar visualmente a Placa 6, verificou-se que todos os controles
positivos (CP) sofreram descoloracéo de azul para incolor no decorrer de 168 horas.
Isso demonstra que todos os isolados tinham células viaveis para a realizacdo do
teste de biodegradacao e que utilizaram a glicose como fonte de carbono. Todos os
controles negativos (CN) da placa 6 ndo sofreram descoloracdo, comprovando a
auséncia de contaminantes no teste.

Desses isolados, nenhum foi capaz de degradar o naftaleno. Para o substrato
fenantreno, somente o isolado 450 utilizou esse substrato como fonte de carbono.
Para o diesel, sete isolados foram capazes de degradar esse substrato, sendo eles:
251; 256; 288 e 450 degradaram o diesel em 48 horas, tempo similar ao padréao. O
isolado 443 degradou o substrato em 72 horas e os isolados 250 e 314 degradaram
o diesel em 96 horas.

O Gréfico 6 expressa a variacdo dos valores obtidos da absorbancia no

decorrer de 168 horas para os trés substratos: naftaleno, fenantreno e diesel.
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Grafico 6. Variacdo da absorbéancia na biodegradacgéo dos substratos no tempo 0 e 168
horas para os isolados da Placa 6.
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O Grafico 6-A que expressa a variacdo dos valores da absorbancia para o
substrato naftaleno, em 168 horas de experimento, mostra que para todos os
isolados houve diminuicdo nos valores da absorbancia apoés 168 horas e para os
isolados 37 e 314, esse valor foi inferior que o valor atingido pelo padréo.

O Grafico 6-B representa os valores da absorbéncia para o substrato
fenantreno, e para todos os isolados, houve queda nos valores apds 168 horas.

O Grafico 6-C expressa os valores da absorbancia medida ao longo de 168
horas para o substrato diesel e constata-se que para todos os isolados o valor

diminuiu, exceto para o isolado 52, que houve aumento nesse valor.

A Placa 7 foi preparada para o teste e os isolados utilizados estdo descritos
na Tabela 10. A Figura 26 representa fotograficamente a diminuicdo da cor do
indicador DCPIP no decorrer de 168 horas de experimento.
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Figura 26. Teste de biodegradacao referente a Placa 7 com isolados de Burkholderia e o

padrdo (P) analisados diariamente durante uma semana (168h). (CP — Controle Positivo, D -

diesel, F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Visualmente, para todos os controles positivos (CP) da Placa 7 foram
descoloridos, devido ao consumo de glicose pelos isolados. Para os controles
negativos (CN) ndo houve descoloracdo. O padrao DSMZ 6506 degradou o
naftaleno e o diesel em 48 horas de experimento, enquanto para o fenantreno, o
tempo de degradacéo foi de 120 horas.

Dos 15 isolados utilizados nesta placa, somente o isolado 67 foi capaz de
degradar o naftaleno e o fenantreno, em 168 horas. Esse mesmo isolado foi mais
eficiente na degradacdo do diesel que o padrao, sendo o tempo de degradacgéo de
24 horas. Outros isolados que degradaram o diesel foram: 296 em 48 horas; 223;
260 e 289 em 72 horas e o isolado 331 em 96 horas.

Tabela 10 — Isolados utilizados no teste de biodegradacdo — Placa 7.

Isolado  Descricao Origem N F D
53 Burkholderia sp. ADJ Cal-Cult - - -
57 Burkholderia seminalis ADJ Cal-Cult - - -
67 Burkholderia cepacia ADJ Cal-Cap 168h 168h 24h
223 Burkholderia seminalis TPA Hatahara - - 72h
260 Burkholderia glumae ADJ Hatahara - - 72h
289 Burkholderia lata TPA Mina-I - - 72h
295 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-| - - -
296 Burkholderia lata TPA Mina-I - - 48h
312 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - -
331 Burkholderia caribensis ADJ Mina-I - - 96h
355 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - -
377 Burkholderia ambifaria TPA Mina-I - - -
381 Burkholderia caribensis TPA Mina-I - - -
403 Burkholderia sartisoli TPA Mina-I - - -
423 Burkholderia ginsengisoli ADJ Mina-I - - -

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacdao.

Diariamente a absorbancia da Placa 7 foi medida e a partir desses dados, 0
Gréfico 7 foi construido, expressando a variacdo da absorbancia no tempo 0 e 168

horas para os trés substratos: naftaleno, fenantreno e diesel.



A
Naftaleno - Placa 7
__ 4,000
£
S 3,000
R
- 2,000
8
2
S 1,000
2
2 0,000
Q9
< 0 168
Tempo (horas)
B
Fenantreno - Placa 7
__ 4,000
£
S 3,000
R
- 2,000
o
2
S 1,000
=2
2 0,000
)
< 0 168
Tempo (horas)
C .
Diesel - Placa 7
__ 4,000 -
£
& 3,000 -
o
1)
= 2,000 -
(%)
c
:‘E“ 1,000 -
o
4 0,000 -
<
0 168
Tempo (horas)
ECN B DSMZ 6506 - Pseudomonas fluorescens
W 53 - Burkholderia sp. W 57 - Burkholderia seminalis
167 - Burkholderia cepacia W 223 - Burkholderia seminalis
M 260 - Burkholderia glumae W 289 - Burkholderia lata
W 295 - Burkholderia cenocepacia M 296 - Burkholderia lata
1312 - Burkholderia tropica @ 331 - Burkholderia caribensis
M 355 - Burkholderia tropica W 377 - Burkholderia ambifaria
11381 - Burkholderia caribensis 403 - Burkholderia sartisoli
W 423 - Burkholderia ginsengisoli

Grafico 7. Variagdo da absorbancia na biodegradacgéo dos substratos no tempo 0 e 168

horas para os isolados da Placa 7.
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Pela analise do Grafico 7-A, que representa a variacdo da absorbéancia para o
substrato naftaleno, observa-se que para todos os isolados houve uma queda no
valor da absorbancia. Somente os isolados 53, 57 e 260 tiveram o valor acima do
valor do padrao.

O Grafico 7-B analisa os valores da absorbancia para o substrato fenantreno,
nota-se que para todos os isolados os valores ficaram abaixo ap6s 168 horas de
experimento, porém nenhum isolado teve valor inferior ao padrao.

O Gréfico 7-C representa a variacdo da absorbancia para o diesel, nota-se
gue para todos os isolados houve diminuicdo no valor da absorbancia, porém o
isolado 377 teve valor inferior ao padréo e o isolado 312 teve valor muito similar ao

valor atingido pelo padréo.

A Placa 8 foi registrada diariamente por uma semana, como mostra a Figura
27. A descoloragcdo do indicador DCPIP (azul para incolor) indica que o substrato
utilizado foi degradado. Os isolados utilizados nessa placa estdo descritos na Tabela
11.

Tabela 11 — Isolados utilizados no teste de biodegradacdo — Placa 8.

Isolado  Descricéo Origem N F D
61 Burkholderia lata ADJ Cal-Cult - - -
68 Burkholderia sp. ADJ Cal-Cap - - -
72 Burkholderia sp. ADJ Cal-Cap - - -
290 Burkholderia glumae TPA Mina-I - - 72h
298 Burkholderia arboris TPA Mina-I - - 72h
299 Burkholderia lata TPA Mina-I - - 96h
304 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 48h
306 Burkholderia cepacia ADJ Mina-I - - 72h
311 Burkholderia cepacia ADJ Mina-I - - 72h
318 Burkholderia lata ADJ Mina-I - - 72h
325 Burkholderia cepacia ADJ Mina-I - - 48h
357 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - -
361 Burkholderia tropica ADJ Mina-I 120h - -
385 Burkholderia caribensis TPA Mina-I 96h - -
387 Burkholderia caribensis TPA Mina-I| - - -

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacao.
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Figura 27. Teste de biodegradacéo referente a Placa 8 com isolados de Burkholderia e o

padrdo (P) analisados diariamente durante uma semana (168h). (CP — Controle Positivo, D -
diesel, F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Analisando a Placa 8, observa-se que todos os controles positivos (CP)
perderam a coloracédo, devido ao fato de que as células dos isolados foram capazes
de utilizar a glicose presente na solucdo e ocorreu a liberacdo de elétrons que
reduziram o indicador DCPIP, descolorindo-0. Para os controles negativos (CN)
nenhum teste sofreu descoloracdo, verificando que o teste estava sem
contaminagao. O padréo (P) — Pseudomonas fluorescens degradou o naftaleno (N) e
o diesel (D) em 48 horas e para o substrato fenantreno (F) a degradacéo ocorreu em
72 horas.

Os isolados 361 e 385 foram os Unicos que degradaram o substrato naftaleno,
em 120 e 96 horas, respectivamente. O substrato fenantreno néo foi degradado por
nenhum isolado desta placa, possivelmente por ser pouco soluvel e mais téxico que
0S outros substratos.

O diesel foi 0 substrato metabolizado por um nimero maior de isolados entre
eles: 304, 306 e 325 em 48 horas, tempo similar ao obtido pelo padréo; 290, 298,
311 e 318 em 72 horas e o isolado 299 que degradou o diesel em 96 horas.

A absorbancia da placa foi medida diariamente por uma semana e a partir
desses valores, o Gréfico 8 foi construido para cada substrato no tempo 0 e 168

horas.
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Grafico 8. Variagdo da absorbancia na biodegradacéo dos substratos no tempo 0 e 168
horas para os isolados da Placa 8.
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O Grafico 8-A expressa os valores da absorbancia no tempo 0 e 168 horas,
referente ao substrato naftaleno. Para todos os isolados houve queda nos valores da
absorbéancia e somente o isolado 357 apresentou valores abaixo que o padréo.

Para o substrato fenantreno, Gréfico 8-B, todos os isolados tiveram seus
valores de absorbancia diminuidos, mas nenhum abaixo do padrdo. Para o diesel,
Grafico 8-C, todos os isolados também apresentaram queda nos valores da
absorbéancia, porém os isolados 290 e 298 apresentaram valores abaixo que o

padréo.

A nona placa preparada para o teste de biodegradacdo contém os 15 isolados
descritos na Tabela 12 que também expressa a origem desses isolados e um
resumo do teste de biodegradacao. Por outro lado, a Figura 28 mostra a evolugéo do
experimento da descoloragéo do DCPIP da Placa 9 no decorrer de 168 horas.

Tabela 12 - Isolados utilizados no teste de biodegradacao — Placa 9.

Isolado  Descricao Origem N F D

74 Burkholderia lata ADJ Cal-Cap - - 168h
237 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-| - - 168h
308 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 48h
309 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 48h
315 Burkholderia lata ADJ Mina-I - - 48h
322 Burkholderia glumae ADJ Mina-I - - 72h
324 Burkholderia arboris ADJ Mina-I - - 72h
326 Burkholderia glumae ADJ Mina-I - - 72h
353 Burkholderia lata ADJ Mina-I - - 120h
370 Burkholderia cepacia ADJ Mina-I - - 120h
388 Burkholderia seminalis TPA Mina-I - - -
389 Burkholderia caribensis TPA Mina-I| - - -
400 Burkholderia cepacia TPA Mina-I - - 48h
412 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - 168h
413 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - -

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacéao.
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Figura 28. Teste de biodegradacao referente a Placa 9 com isolados de Burkholderia e o
padréo (P) analisados diariamente durante uma semana (168h). (CP — Controle Positivo, D -
diesel, F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Na analise da Placa 9, observa-se que todos os controles positivos, que tem
como fonte de carbono a glicose, teve o indicador DCPIP descolorido, confirmando
gue as células bacterianas estavam ativas para o bioensaio. Os controles negativos
nao foram degradados, concluindo que a placa nao foi contaminada e que o
indicador DCPIP néo sofre descoloracao via ambiente. O padrédo (P) DSMZ 6506
degradou o diesel e o naftaleno em 48 horas e o fenantreno em 96 horas.

Nenhum dos isolados foram capazes de utilizar, como fonte de carbono para
o crescimento celular, o naftaleno e o fenantreno.

Para o substrato diesel, em 48 horas de experimento os isolados 308, 309,
315 e 400 conseguiram degradar esse substrato, utilizando-o como fonte de
carbono. Os isolados 322, 324 e 326 degradaram o diesel em 72 horas, os isolados
353 e 370 em 120 horas e em 168 horas, os isolados 237 e 412 degradaram o
substrato.

A absorbancia foi medida diariamente da placa por uma semana e o Grafico 9

expressa a variacdo no tempo 0 e 160 horas para cada substrato.
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Grafico 9. Variacdo da absorbéancia na biodegradacgéo dos substratos no tempo 0 e 168
horas para os isolados da Placa 9.
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A partir da andlise do Gréfico 9-A, que representa a variacdo da absorbancia
para o substrato naftaleno, percebe-se uma queda nos valores para todos o0s
isolados e também o valor é inferior ao atingido pelo padréo, exceto para o isolado
353.

O Gréfico 9-B representa a variagcdo da absorbancia para o substrato
fenantreno e nota-se que para todos os isolados os valores diminuiram, porém
nenhum abaixo do padréo.

O Gréfico 9-C representa a variacao para o substrato diesel e os valores da
absorbéancia para os isolados 388 e 389 aumentaram em 168 horas, visto que eles
ndo conseguiram degradar o diesel, para os outros isolados o valor diminuiu, mas

nenhum abaixo do valor do padrao.
A Placa 10 utilizou os isolados, para o teste de biodegradagcao dos substratos,
descritos na Tabela 13. Essa tabela também apresenta a sitios de origem desses

isolados e o resumo da biodegradacéo.

Tabela 13 — Isolados utilizados no teste de biodegradacéo — Placa 10.

Isolado  Descricéo Origem N F D
321 Burkholderia lata ADJ Mina-I - - 48h
323 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 48h
327 Burkholderia glumae ADJ Mina-I - - 72h
328 Burkholderia arboris ADJ Mina-I - - 48h
329 Burkholderia seminalis ADJ Mina-I - - 72h
330 Burkholderia lata ADJ Mina-I - - 48h
351 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-| - - 72h
354 Burkholderia seminalis ADJ Mina-I - - 168h
369 Burkholderia arboris ADJ Mina-I - - 48h
409 Burkholderia cepacia ADJ Mina-I - - 72h
415 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - 168h
416 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - 120h
430 Burkholderia caribensis ADJ Mina-I - - -
431 Burkholderia caribensis ADJ Mina-I - - 72h
445 Burkholderia cepacia ADJ Mina-I - - 96h

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacao.

A Figura 29 apresenta a evolucédo da degradacdo dos trés substratos pelos

isolados da Placa 10.
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T=72h T=168h
Figura 29. Teste de biodegradacao referente a Placa 10 com isolados de Burkholderia e o
padrao (P) analisados diariamente durante uma semana (168h). (CP — Controle Positivo, D -
diesel, F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).
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Analisando a Placa 10, observa-se que todos os controles positivos (CP)
sofreram descoloracdo do indicador DCPIP, o que indica que os isolados estavam
ativos e metabolizaram a glicose. Para o controle negativo, nenhum sofreu
descoloragao, visto que a placa nao estava contaminada. O padréo (P) utilizado —
Pseudomonas fluorescens degradou os trés substratos em 48 horas de experimento.

Nenhum dos isolados foi capaz de degradar os substratos naftaleno (N) e o
fenantreno (F), e para o diesel (D) os isolados 321, 323, 330, 351 e 369 degradaram
esse substrato no mesmo tempo que padrdo, 48 horas. Em 72 horas, os isolados
327, 328, 329, 409 e 431 degradaram o diesel. O isolado 445 degradou em 96 horas
de experimento, o isolado 416 em 120 horas e os isolados 43, 354 e 415 em 168
horas.

A absorbancia foi medida diariamente e a partir dos dados no tempo O e 168
horas, foi construido o Grafico 10, a seguir discriminado.

O Gréfico 10-A representa a variagcdo da absorbancia para o substrato
naftaleno e observa-se que para todos os isolados analisados, o valor diminuiu ap6s
168 horas de experimento e para os isolados 351 e 369 o valor foi inferior ao valor
obtido pelo padréo.

O Gréfico 10-B expressa a variagcdo para o substrato fenantreno, e para todos
os isolados houve reducdo dos valores da absorbancia e nenhum ficou abaixo do
padréo.

O Gréfico 10-C mostra a variacdo da absorbéncia para o substrato diesel e
para todos os isolados os valores foram reduzidos apdés 168 horas e nenhuma

abaixo do padréo.
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Grafico 10. Variacdo da absorbancia na biodegradagéo dos substratos no tempo 0 e 168

horas para os isolados da Placa 10.
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A décima primeira placa foi preparada com mais 15 isolados, escolhidos

aleatoriamente, que estdo descritos na Tabela 14 abaixo. Nesta tabela também

estdo expressos os sitios de origem dos isolados e o resumo da degradacéo desses

isolados.

Tabela 14 — Isolados utilizados no teste de biodegradacéo — Placa 11.

Isolado  Descricao Origem N F D
359 Burkholderia lata ADJ Mina-I - - 48h
360 Burkholderia glumae ADJ Mina-I - - 72h
366 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 48h
379 Burkholderia lata TPA Mina-I - - -
393 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-I - - -
399 Burkholderia lata TPA Mina-I - - -
402 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-| - - 72h
406 Burkholderia glumae TPA Mina-I| - - 72h
407 Burkholderia lata ADJ Mina-I - - 48h
417 Burkholderia arboris ADJ Mina-I - - -
419 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - -
424 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - -
440 Burkholderia caribensis ADJ Mina-I - - -
447 Burkholderia cepacia ADJ Mina-I - - 72h
448 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 72h

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacao.

A Figura 30 mostra a evolucdo do experimento em uma semana. A Placa 11

foi fotografada diariamente e a absorbancia foi medida por espectrofotometria. Ao

analisar a Placa 11, verifica-se que para todos os controles positivos (CP) houve a

descoloracdo do indicador, confirmando que as células bactérias estavam ativas e

metabolizaram a glicose. Para o0s controles negativos (CN) nenhum sofreu

descoloracédo, o que mostra que a placa ndo estava contaminada e que o indicador

DCPIP néo sofre descoloracdo naturalmente. O padréo (P) degradou o naftaleno em

24 horas e, para o fenantreno e diesel a degradacé&o foi em 48 horas.

Os isolados utilizados ndo foram capazes de degradar o naftaleno e o

fenantreno. Ja para o diesel, os isolados 359; 366; 407 degradaram em 48 horas, 0s
isolados 360; 402; 406; 447 e 448 em 72 horas e os isolados 379 e 417 degradaram

em 168 horas.
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Figura 30. Teste de biodegradacao referente a Placa 11 com isolados de Burkholderia e o
padrdo (P) analisados diariamente durante uma semana (168h). (CP — Controle Positivo, D -
diesel, F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).




98

A absorbancia foi medida diariamente e o Grafico 11 expressam a variagao no

tempo 0 e 168 horas de experimento para cada substrato.
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Grafico 11. Variacdo da absorbancia na biodegradacgéo dos substratos no tempo 0 e 168

horas para os isolados da Placa 11.
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Pela analise do Grafico 11-A, que representa a variagdo da absorbancia para
o naftaleno, nota-se que todos os isolados tiveram o valor diminuido e somente os
isolados: 359; 366; 379; 402; 406; 407 e 448 ficaram com valores abaixo do padrao.

O Grafico 11-B expressa os valores para o fenantreno e observa-se que, para
todos os isolados, o valor foi reduzido, e em relagdo ao padrao os isolados 379, 393
e 448 tiveram valora semelhante e os isolados 359 e 407 ficaram com valores
abaixo que o padréo.

O Gréfico 11-C representa a variacao para o diesel, nota-se que os valores
para todos os isolados tiveram uma reducéo e os isolados 359, 366, 379, 399, 402,
447 e 448, esses valores ficaram abaixo que o valor obtido pelo padréo. Ja o isolado

417 teve o valor muito similar ao padrao.

A Placa 12 foi a ultima placa preparada para o teste de biodegradacdo e

contou com os 9 isolados restantes, que estao descritos na Tabela 15.

Tabela 15 — Isolados utilizados no teste de biodegradacéo — Placa 12.

Isolado  Descricao Origem N F D
305 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - 48h
404 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-| - - 48h
405 Burkholderia cenocepacia  TPA Mina-| - - 48h
418 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 96h
425 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - 96h
433 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - 96h
437 Burkholderia tropica ADJ Mina-I - - 120h
441 Burkholderia cenocepacia  ADJ Mina-I - - 168h
442 Burkholderia caribensis ADJ Mina-I - - 168h

Legenda: N — naftaleno; F — fenantreno; D — diesel; (-) auséncia de degradacéao.

A Placa 12 foi fotografada diariamente por uma semana e sua absorbancia
também foi medida neste periodo. A Figura 31 representa essa evolucdo do

experimento.
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Figura 31. Teste de biodegradacao referente a Placa 12 com isolados de Burkholderia e o
padréo (P) analisados diariamente durante uma semana (168h). (CP — Controle Positivo, D -
diesel, F — fenantreno, N — naftaleno, CN — Controle Negativo).

Visualmente a Placa 12, apresenta resultados indicando que todos os
controles positivos sofreram a descoloragédo do indicador DCPIP, mostrando que as
células estavam viaveis para o teste e foram capazes de metabolizar a glicose. Para
0s controles negativos, nenhum sofreu a descoloracdo de azul para incolor. O
padréo (P) degradou o naftaleno (N) em 48 horas e para o fenantreno (F) e o diesel
(D) essa degradacéo ocorreu em 96 horas de teste.

Quanto aos isolados, nenhum foi capaz de degradar o naftaleno e o
fenantreno. Ja para o diesel, os isolados 305; 404 e 405 degradaram o substrato em

48 horas, sendo mais eficiente que o padrao, os isolados 418; 425 e 433 em 96
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horas. O isolado 437 foi 0 Unico a degradar o diesel em 120 horas e ap6s 168 horas,

os isolados 441 e 442 degradaram esse substrato.

Pelos resultados da andlise da absorbancia no decorrer do experimento, foi

construido o Gréafico 12.
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Grafico 12. Variacdo da absorbancia na biodegradacgéo dos substratos no tempo 0 e 168
horas para os isolados da Placa 12.
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O Grafico 12-A representa a variagcdo da absorbancia para todos os isolados
referente ao substrato naftaleno. Observa-se que, para todos os isolados os valores
diminuiram apos 168 horas e nenhum isolado indicou valor abaixo do padrao.

O Gréfico 12-B expressa os valores para o fenantreno e apds 168 horas de
teste, os valores para todos os isolados foram minimizados. E para os isolados 404,
405 e 425 esse valor ficou abaixo do valor atingido pelo padrao.

O Grafico 12-C representa os valores da absorbancia e verificou-se que para
todos os isolados os valores diminuiram apés 168 horas e nenhum ficou abaixo que

0 padréo.

Em resumo, dos 174 isolados do género Burkholderia obtidos da Terra Preta
Antropogénica (TPA) e Adjacéncia (ADJ) nos quatro sitios: Caldeirdo-Cultivado (Cal-
Cult), Caldeirdo-Capoeira (Cal-Cap), Hatahara e Mina-I, utilizados no teste de
biodegradacdo dos substratos naftaleno, fenantreno e diesel, 19 isolados foram
capazes de degradar o naftaleno, 16 isolados degradaram o fenantreno e 126
isolados degradaram o diesel, gerando um total de 132 isolados capazes de
degradar pelo menos um dos trés substratos, visto que alguns isolados foram
capazes de degradar mais de um substrato. O fenantreno, por ser mais toxico e
pouco soluvel em &gua, foi o substrato que um namero menor de isolados conseguiu
metabolizar e utilizar como fonte de carbono para o crescimento celular, trata-se de
uma substancia que contém 3 anéis aromaticos, sendo que o isolado necessita ter
um aparato enzimético disponivel para clivar os anéis. Algumas bactérias
apresentam potencialmente o complexo enzimatico, porém este ndo é expresso e
assim ndo ocorre a degradacdo do substrato. Para o naftaleno, o namero de
isolados que degradaram esse substrato também foi pequeno, justamente por ser
pouco solavel em agua, como o fenantreno, contudo o naftaleno apresenta dois
anéis aromaticos, o que pode tornar a biodegradacdo um pouco mais facil e por ser
menos toxico para a célula. O diesel foi o substrato mais metabolizado pelos
isolados, visto que € uma mistura de varios hidrocarbonetos e que possui cadeia
carbdnica aberta, assim, a degradacéo necessita de um complexo enzimatico menos
complexo, em relagéo aos outros dois substratos.

Em destaque estdao os isolados que degradaram pelo menos 2 dos 3
compostos, sendo eles: 4 — TPA Cal-Cult (Burkholderia arboris), 6 — TPA Cald-Cult
(Burkholderia ambifaria), 12 — TPA Cal-Cult (Burkholderia cenocepacia), 24 — TPA
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Cal-Cap (Burkholderia ambifaria), 44 — ADJ Cal-Cult (Burkholderia cepacia), 236 —
TPA Mina-| (Burkholderia caribensis), 257 — ADJ Hatahara (Burkholderia lata), 284 —
TPA Mina-I (Burkholderia cenocepacia), 293 — TPA Mina-I (Burkholderia pyrrocinia),
302 — ADJ Mina-I (Burkholderia gladioli), 310 — ADJ Mina-I (Burkholderia gladioli),
352 — ADJ Mina-l (Burkholderia ginsengisoli), 356 — ADJ Mina-lI (Burkholderia
mimosarum), 396 — TPA Mina-l (Burkholderia phenazinium) e 450 — TPA Mina-I
(Burkholderia sp.).

Os isolados descritos a seguir, foram o0s Unicos que degradaram os trés
compostos no bioensaio: 48 — ADJ Cal-Cult (Burkholderia pyrrocinia), 49 — ADJ Cal-
Cult (Burkholderia unamae), 59 — ADJ Cal-Cult (Burkholderia glumae), 67 — ADJ Cal-
Cap (Burkholderia cepacia), 244 — TPA Mina-l (Burkholderia glumae), 254 — TPA
Mina-1 (Burkholderia sartisoli), 291 — TPA Mina-I (Burkholderia gladioli).

Com relacdo aos sitios de Terra Preta e adjacentes, verificou-se que para o
sitio TPA Caldeirdo Cultivado, 8 isolados obtidos desse sitio foram capazes de
degradar pelo menos um dos substratos, sendo eles: 2 (Burkholderia pyrrocinia); 3
(Burkholderia cepacia); 4 (Burkholderia arboris); 6 (Burkholderia ambifaria); 7; 9
(ambos Burkholderia glumae); 12 (Burkholderia cenocepacia) e 14 (Burkholderia
cepacia). Os isolados 4; 6 e 12 degradaram, ao mesmo tempo, o fenantreno e o
diesel e os outros isolados foram responsaveis pela degradacdo somente do diesel.
Para o sitio adjacente, ADJ Caldeirdo Cultivado, 10 isolados foram capazes de
degradar pelo menos um dos substratos, sendo eles: 41 (Burkholderia lata); 42
(Burkholderia unamae); 43 (Burkholderia pyrrocinia); 44 (Burkholderia cepacia); 45
(Burkholderia ambifaria); 46; 48 (ambos Burkholderia pyrrocinia); 49 (Burkholderia
unamae) e 59 (Burkholderia glumae). Os isolados 48, 49 e 59 degradaram os trés
substratos; e isolados 44 foi o Unico a degradar o fenantreno e o diesel, o isolado 46
degradou somente o naftaleno e para os demais isolados, somente o diesel foi o
substrato degradado.

Para o sitio TPA Caldeirdo Capoeira, 13 isolados foram capazes de degradar
pelo menos um dos substratos, sendo eles: 17 (Burkholderia cepacia); 20
(Burkholderia sp.); 21; 22 (ambos Burkholderia pyrrocinia); 23; 24 (Burkholderia
ambifaria); 26 (Burkholderia tropica); 27 (Burkholderia ambifaria); 28 (Burkholderia
cepacia); 29 (Burkholderia arboris); 33; 36 (Burkholderia cepacia) e 39 (Burkholderia
sp.). Desses isolados, somente o isolado 24 foi capaz de degradar, ao mesmo

tempo, o naftaleno e o diesel. Os isolados 23 e 36 degradaram somente o naftaleno
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e 0s outros isolados foram capazes de degradar somente o diesel. O sitio adjacente,
ADJ Caldeirdo Capoeira, 5 isolados foram capazes de utilizar pelo menos um dos
substratos como fonte de carbono para o crescimento celular, sdo eles: 67
(Burkholderia cepacia); 70 (Burkholderia nodosa); 79 (Burkholderia tropica); 85
(Burkholderia unamae) e 87 (Burkholderia anthina). O isolado 67 foi capaz de
degradar os trés compostos e 0s outros, degradaram somente o diesel.

Do sitio TPA Hatahara somente quatro isolados foram capazes de degradar o
diesel, sendo eles: 217 (Burkholderia cenocepacia); 218 (Burkholderia bryophila);
223 (Burkholderia seminalis) e 256 (Burkholderia glumae). Para o sitio adjacente,
ADJ Hatahara, dois isolados apenas foram capazes de utilizar um dos substratos
aromaticos, sendo eles 257 (Burkholderia lata) que degradou o fenantreno e o diesel
e o isolado 260 (Burkholderia glumae) que degradou somente o diesel.

O dultimo sitio, TPA Mina-1 foi o que apresentou o maior nimero de isolados,
36 no total, com a capacidade de biodegradar pelo menos um dos substratos. Os
isolados séo: 94 (D); 227 (D); 228 (D); 232 (D); 236 (D/ F); 237 (D); 240 (D); 244 (D/
F/ N); 252 (D); 254 (D/ F/ N); 284 (D/ F); 286 (D); 287 (D); 288 (D); 289 (D); 290 (D);
291 (D/ FI N); 292 (D); 293 (N/ D); 296 (D); 298 (D); 299 (D); 300 (D); 351 (D); 376
(D); 379 (D); 385 (N); 395 (D); 396 (N/ D); 397 (D); 400 (D); 402 (D); 404 (D); 405
(D); 406 (D) e 450 (F/ D), as letras significam qual substrato o isolado degradou:
Diesel (D), Naftaleno (N) e Fenantreno (F). O sitio adjacente, ADJ Mina-I também foi
0 que apresentou o maior numero de isolados biodegradadores de um dos
substratos, 54 no total sendo eles: 247 (D); 249 (D); 250 (D); 251 (D); 301 (D); 302
(N/ D); 304 (D); 305 (D); 306 (D); 308 (D); 309 (D); 310 (F/ D); 311 (D); 314 (D); 315
(D); 318 (D); 321 (D); 322 (D); 323 (D); 324 (D); 325 (D); 326 (D); 327 (D); 328 (D);
329 (D); 330 (D); 331 (D); 352 (N/ D); 353 (D); 354 (D); 356 (N/ D); 359 (D); 360 (D);
361 (N); 366 (D); 369 (D); 370 (D); 407 (D); 409 (D); 412 (D); 415 (D); 416 (D); 417
(D); 418 (D); 425 (D); 431 (D); 433 (D); 437 (D); 437 (D); 441 (D); 442 (D); 443 (D);
445 (D); 447 (D) e 448 (D).

Dos isolados obtidos da Terra Preta, 61 foram capazes de metabolizar pelo
menos um dos substratos utilizados no teste, enquanto que para os solos adjacentes
(ADJ), 71 isolados degradaram pelo menos um dos trés substratos. A TPA
apresenta altos teores de matéria organica, muito mais do que os solos adjacentes,
porém esse fator ndo foi Unico para obter um maior nimero de isolados com a

capacidade de biodegradacéo. Os solos adjacentes, por serem mais perturbados do
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gue a TPA pode ter micro-organismos mais adaptados e com atividades metabdlicas
mais ativas do que os isolados de TPA.

Quanto as espécies, a Burkholderia cenocepacia apresentou 18 isolados com
a capacidade de degradar pelo menos um dos substratos. Em seguida a espécie
Burkholderia cepacia apresentou 16 isolados; Burkholderia lata 15 isolados;
Burkholderia glumae 14 isolados; Burkholderia tropica 11 isolados; Burkholderia
caribensis 8 isolados; Burkholderia arboris e Burkholderia pyrrocinia foram espécies
gue apresentaram 7 isolados cada, com a capacidade de biodegradar; Burkholderia
seminalis 6 isolados; Burkholderia ambifaria 5 isolados; Burkholderia gladioli 4
isolados; Burkholderia ginsengisoli, Burkholderia sp. e Burkholderia unamae com 3
isolados cada com a capacidade de degradar; Burkholderia mimosarum,
Burkholderia phenazinium e Burkholderia sartisoli sdo espécies que apresentaram 2
isolados cada uma que degradaram pelo menos um dos substratos utilizados e as
espécies Burkholderia anthina, Burkholderia bryophila, Burkholderia heleia,
Burkholderia multivorans, Burkholderia nodosa e Burkholderia phymatum
apresentaram apenas um isolado cada uma que teve a capacidade de degradar um

dos substratos.
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5 — CONCLUSOES

O género Burkholderia possui espécies que sao muito parecidas
geneticamente, ficando inviavel a classificacdo somente pela analise do gene 16S
rRNA, mesmo sendo uma regiao conservada do genoma. Dos 450 isolados da
colecao de bactérias, 177 isolados foram classificados como Burkholderia, mediante
da analise do gene 16S rRNA. As sequéncias dos 177 isolados foram comparadas
com sequéncias presentes no banco de dado do NCBI e do RDP. Pelo RDP foram
obtidas somente 23 sequéncias classificadas até género. Por outro lado, pelo NCBI,
104 sequéncias foram classificadas até género. A andlise do gene recA foi menos
eficiente, visto que das 177 sequéncias, 103 foram nomeadas até género. As Unicas
espécies obtidas pela andlise do gene recA foram: Burkholderia lata, Burkholderia
arboris, Burkholderia cenocepacia, Burkholderia cepacia, Burkholderia seminalis e
Burkholderia sp. Portanto, mesmo sendo uma regido polimorfica para os isolados
pertencentes ao complexo Burkholderia cepacia, o gene recA foi menos eficiente
gue o gene 16S rRNA na classificacdo dos isolados, visto que os isolados de
Burkholderia foram isolados de um ambiente tropical, submetidos a caracteristicas
ambientais diferentes e possuem metabolismo distinto das bactérias européias que
serviram de base para o desenho dos primers do gene recA. Assim, estudos
especificos sdo necessarios visando o conhecimento e o aperfeicoamento de

técnicas para a compreensao desse ecossistema.
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Pelo teste de biodegradacéo realizados com os isolados de TPA e ADJ foi
possivel identificar 19 isolados que degradaram o naftaleno, 16 que degradaram o
fenantreno e 126 que degradaram o diesel, gerando um total de 132 isolados de
Burkholderia que degradaram pelo menos um dos trés substratos. Para os
substratos naftaleno e fenantreno, verificou-se que poucos isolados foram capazes
de degradar esses substratos, visto que sdo toxicos para as células bactérias, pouco
soliveis em agua, tornando o metabolismo celular mais dificil e possuem dois e trés
anéis aromaticos, respectivamente, o que torna mais complexa a degradacdo em
virtude da exigéncia enzimatica complexa para a quebra dos anéis. O diesel foi o
substrato facilmente degradado por mais isolados, visto que é uma mistura de
hidrocarbonetos que possuem cadeia carbonica aberta, ndo necessitando de um
aparato enzimatico complexo. Os isolados que degradaram os trés substratos:
naftaleno, fenantreno e o diesel foram: 48 — ADJ Cal-Cult (Burkholderia pyrrocinia),
49 — ADJ Cal-Cult (Burkholderia unamae), 59 — ADJ Cal-Cult (Burkholderia glumae),
67 — ADJ Cal-Cap (Burkholderia cepacia), 244 — TPA Mina-l (Burkholderia glumae),
254 — TPA Mina-I (Burkholderia sartisoli) e 291 — TPA Mina-I (Burkholderia gladioli).

Em relacdo aos sitios de TPA e ADJ, 61 isolados que degradaram pelo
menos um dos trés substratos, foram obtidos da Terra Preta, enquanto que 71
isolados foram obtidos de solos adjacentes (ADJ). A TPA apresenta altos teores de
matéria organica, porém nao € um solo muito perturbado como os solos adjacentes,
assim, os isolados obtidos da ADJ podem ter uma versatilidade mais acentuada em
metabolizar os substratos do meio ambiente. Os isolados de TPA podem até
apresentar o maquinario enzimatico capaz de degradar os substratos disponiveis,
porém, pode nao ser expresso.

A espécie Burkholderia cenocepacia foi a mais eficiente na degradacédo, com
18 isolados sendo capaz de degradar pelo menos um dos trés substratos. Outras
espécies como, B. cepacia; B. lata; B. glumae; B. tropica; B. caribensis; B. arboris; B.
pyrrocinia; B. seminalis; B. ambifaria; B. gladioli; B. ginsengisoli; B. unamae; B.
mimosarum; B. phenazinium; B. sartisoli; B. anthina; B. bryophila; B. heleia; B.
multivorans; B. nodosa; B. phymatum e Burkholderia sp. foram as que apresentaram
capacidade de degradar os substratos presentes no teste de biodegradacao.

O teste de biodegradacgao utilizando o indicador DCPIP foi muito eficiente

para selecionar espécies dentro do género Burkholderia capazes de metabolizar
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substratos téxicos e poluentes de ambientes. Este teste pode ser utilizado em outros

grupos bacterianos visando a aplicacdo em ambientes contaminados.
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