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A INFLUENCIA DE IONS METALICOS SOBRE A BIOSSINTESE DE
EXOPOLISSACARIDEOS E POLIHIDROXIBUTIRATO DE Rhizobium tropici
LBMP-C0O1

RESUMO - Nas ultimas décadas, a sintese microbiana de biopolimeros com
propriedades biotecnolégicas tem atraido atencdo crescente. Este trabalho
relatou o efeito dos fons metdlicos cobre bivalente (Cu?*) e cromo hexavalente
(Cr®*) na biossintese de exopolissacarideo (EPS) e polihidroxibutirato (PHB),
produzidos pela bactéria Rhizobium tropici (LBMP-CO01). No ensaio de
concentragdo minima inibitéria (CMI), a rizobactéria apresentou sensibilidade as
concentracdes superiores a 0,1 mmol L para Cu?* e 0,05 mmol L™ para o ion
Cré*, O estudo do efeito destas concentracbes de ifons metdlicos sobre a
producado de EPS e PHB, este foi cultivado em meios PSYiiq sem a presenca dos
fons (controle) e suplementados com os ions separadamente (Cu?* e Cré*) e em
mistura (Cu?* + Cr®*). A curva de cultivo mostrou diferencas significativas entre o
meio PSYiiq controle e os demais tratamentos contendo os ions metalicos nas
concentracfes avaliadas. Apesar do efeito dos ions metalicos no cultivo, todos
os tratamentos apresentaram células viaveis. Quanto a acao dos ions metalicos
sobre a producéo de EPS e PHB, foi observado que os tratamentos contendo o
fon cromo e os ions em mistura (Cu?* + Cr®*) reduziram a producdo de ambos
os biopolimeros. No entanto, o tratamento suplementado com somente o ion
Cu?* induziu o aumento da producéo de até 48% de EPS e 46,66% de PHB em
relacdo ao controle, apds 144 horas. O estudo de FTIR indicou minimas
diferencas nos grupos funcionais presentes nas moléculas dos biopolimeros
produzidos nos meios suplementados com os ions metdlicos. As andlises de
expressao génica, mostraram que os ions metalicos influénciam a expressao dos
genes exoR e exoZ responsaveis pela sintese do biopolimero EPS, os
tratamentos com Cu?* ou Cu?* + Cr% apresentaram efeitos opostos sobre as
expressdes dos genes exoR e exoZ: para 0 exoR houve aumento na expressao,

enquanto para o exoZ houve reducao.

Palavras-chave: bioplasticos, biopolimeros, EPS, metais pesados, Rhizobium

tropici.
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THE INFLUENCE OF METAL IONS ON THE BIOSYNTHESIS OF Rhizobium
tropici EXOPOLYSACCHARIDES AND POLYHYDROXYBUTYRATE LBMP-
Co1

ABSTRACT - In the last decades, the microbial synthesis of biopolymers with
biotechnological properties has attracted increasing attention. This work reported
the effect of bivalent copper (Cu?*) and hexavalent chromium (Cré*) ions on
exopolysaccharide biosynthesis (EPS) and polyhydroxybutyrate (PHB),
produced by the bacterium Rhizobium tropici (LBMP-C01). In the minimum
inhibitory concentration (MIC) test, rhizobacteria showed sensitivity to
concentrations higher than 0.1 mmol L for Cu?* and 0.05 mmol L for the Cré*
ion. The study of the effect of these metal ion concentrations on EPS and PHB
production was carried out in PSYiiqg media without the presence of ions (control)
and supplemented with ions separately (Cu?* and Cr®") and in a mixture (Cu?*
Cr8%). The culture curve showed significant differences between the control PSYiiq
medium and the other treatments containing the metal ions at the concentrations
evaluated. Despite the effect of metal ions on the culture, all treatments had
viable cells. As for the action of the metal ions on the production of EPS and PHB,
it was observed that the treatments containing the chromium ion and the ions in
the mixture (Cu?* + Cr®*) reduced the production of both biopolymers. However,
the treatment supplemented with Cu?* alone induced an increase in the
production of up to 48% of EPS and 46.66% of PHB in relation to the control after
144 hours. The FTIR study indicated minimal differences in the functional groups
present in the molecules of the biopolymers produced in the media supplemented
with the metal ions. Gene expression analysis showed that the metal ions
influence the expression of the exoR and exoZ genes responsible for the
synthesis of EPS biopolymer, the Cu?* or Cu?* + Crb* treatments showed opposite
effects on exoR and exoZ: exoR increase in expression, while for exoZ there was

reduction.

Key words: bioplastics, biopolymers, EPS, heavy metals, Rhizobium tropici.
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1. INTRODUCAO

Apesar das bactérias serem organismos unicelulares, estas desenvolveram
mecanismos biologicos como forma de protecéo, reserva de nutrientes entre
outros, proporcionando vantagem substancial para sobrevivéncia diante de
condigbes ambientais adversas. Dentre estes mecanismos, as bactérias séo
capazes de converterem eficientemente diferentes fontes de carbono, numa
variedade diversificada de polimeros com propriedades quimicas e biomateriais
variados. Embora as bactérias sintetizem apenas alguns polimeros
intracelulares, a gama de polimeros extracelulares que podem sintetizar é
grande (REHM, 2010). Existem vias reguladoras complexas para controlar a
biossintese e mesmo as propriedades materiais destes polimeros em resposta
aos estimulos externos (JANCZAREK, 2011; REHM, 2010).

As rizobactérias sdo capazes de sintetizar um amplo espectro de
polimeros, através do acumulo de glicogénio no citoplasma como um produto
dindmico de armazenamento de carbono (TRAINER & CHALES, 2006;
JANCZAREK, 2011; GETACHEW & WOLDESENBET, 2016). O
exopolissacarideo (EPS) é um dos biopolimeros produzidos por rizobactérias
comercialmente Util: para a producdo de géis e modificacdo das propriedades
reologicas de sistemas aquosos e possuirem potencial para aplicacdo em
processos de biorremediacdo (CASTELLANE et al., 2015, MORETTO et al.,
2015, SACCO et al., 2016; CASTELLANE et al., 2017). Essas bactérias também
sintetizam polihidroxibutirato (PHB) um polimero intracelular, capaz de
armazenar carbono como fonte de energia com aplicacdes industriais na sintese
de plastico biodegradavel. Por se tratar de recursos renovaveis e menor geracao
de residuos durante o processo de producdo, estas biomoléculas tém potencial
para substituir matérias-primas convencionais a base de combustiveis fosseis
(MOZUMDER et al., 2014; GETACHEW & WOLDESENBET, 2016)

A biossintese dos biopolimeros depende tanto de caracteristicas genéticas
como das condi¢coes de cultivo (STAUDT et al.,, 2012; CASTELLANE et al.,
2014). Ha trabalhos relatando a relacdo de fontes de carbono e nitrogénio
presente em meios de cultivo para a producao de EPS e PHB. No entanto, ndo
encontramos até a presente data relatos de estudos sobre o emprego de sais
metalicos aos meios de cultivos analisando as influéncias destes ions nas

biossinteses de EPS e PHB. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo geral
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analisar a sintese de EPS e PHB em diferentes condi¢des de cultivo, da estirpe
LBMP-CO01 de Rhizobium tropici. Sendo as condi¢cdes estudadas o efeito dos
fons cobre (Cu?*) e cromo (Crf*) separadamente e em mistura (Cu?* + Cr*). Para
isso, foram estudados a (i) determinacédo da concentracdo minima inibitoria; (ii)
curva de crescimento celular; (iii) viabilidade celular por citometria; (iv) produgéo
de EPS e PHB, (v) altera¢cbes dos grupos funcionais das moléculas de EPS e
PHB analisado por FTIR, (vi) alteragbes nos grupos monossacaridicos das
moléculas de EPS analisadas por RP-HPLC, (vii) expressédo dos genes exoR e

exoZ.

1.1. JUSTIFICATIVA

O emprego de biomoléculas produzidas por microrganismos destinadas
tanto a processos agricolas quanto industriais, demonstra a necessidade pela
busca de estirpes que apresentem maior capacidade de producédo destas
moléculas, quanto meios de cultivo que as estimulem. O grande desafio é a
busca por alternativas de producdo destas biomoléculas que sejam menos
onerosas. Neste sentido, estudos que investiguem condigbes ideais para
producéo de biomoléculas como: temperatura, aeracgdo, micronutriente, fonte de
carbono sao conhecimentos essenciais para a processos de producao em larga
escala. Outro aspecto é o aumento da aplicacdo de fungicidas cupricos, como
também outras fontes poluentes de metais pesados na agricultura tornando de
suma importancia estudos dos efeitos dos metais pesados na expressao génica
de rizobactérias, sendo os genes de producéo de EPS, intrinsecamente ligados
a importantes processos simbidticos com plantas. A rizobacteria Rhizobium
tropici (LBMP-CO01); demonstrou em estudos anteriores ser interessantes quanto
a producdo de biopolimeros; exopolissacarideos (EPS) e polihidroxibutirato
(PHB). Diante desses fatos é de fundamental importancia conhecer os efeitos
dos ions metalicos sob o fenétipo da rizobactéria na producéo de células, EPS e
PHB, ja que estes biopolimeros apresentam um amplo espectro de atuacdo no

setor agorindustrial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Rhizobium tropici

Rhizobium tropici € uma bactéria gram-negativa, pertencente a classe a
proteobactéria, € habitante de solo e possui a capacidade de associar-se
simbioticamente com plantas leguminosas, convertendo o nitrogénio atmosfeérico
em compostos assimilaveis como a amodnia, o0 que para a planta é extremamente
benéfico pois ela necessita deste composto para seu desenvolvimento.
Amplamente utilizadas em inoculantes comerciais para aplicacdo em feijao
comum (Phaseolus vulgaris), exibem resisténcia intrinseca a varias condicdes
estressantes abidticas, como pH baixo do solo e altas temperaturas, que séo
comuns em ambientes tropicais (RIBEIRO et al., 2012; MARTINEZ et al., 1991).
Estirpes de R. tropici mostram uma forte resisténcia aos pesticidas utilizados na
agricultura como mostra alguns trabalhos descritos na literatura (BERNAL et al.,
2012; ORMENO-ORRILLO et al., 2008). Estas caracteristicas genéticas s&o
determinadas pela vasta colecdo de genes de resisténcia que esta espécie
possue. O genoma sequenciado da estirpe R. tropici CIAT 899 tem 6.686.337 pb
€ composto de um cromossoma e trés plasmideos com sistema de replicacdo
tipo rep, contendo genes necessarios para a simbiose, revelando que possuem
um plasmideo altamente conservado (pSym) que esta também presente em
Rhizobium leucaenae CFN 299 e exibe uma gama de hospedeiro semelhante.
Foi encontrado em seu genoma genes nodA que contribuem para essa
diversidade, genes de fixacdo de nitrogénio (nif / fix) e genes de sintese de
polissacarideos (ORMENO-ORRILLO et al., 2012). O sequenciamento de
Rhizobium tropici CIAT 899 mostrou uma gama de genes envolvidos na resposta
a estresses, revelando uma grande variedade de caracteristicas que permite o
sucesso na colonizacéo das raizes dos seus hospedeiros; para isto, genes que
comandam a sinteses de polissacarideos de superficie, transportadores de
captacdo, enzimas catabdlicas para nutrientes, fazem parte de seu vasto
genoma (ORMENO-ORRILLO et al., 2012).
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2.2. Exopolissacarideos (EPS) de Rizobactérias

Rhizébio é um grupo diversificado de bactérias que fixam o nitrogénio,
pertencentes as subclasses a e B das Proteobacterias, sdo membros de varios
géneros incluindo Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyhizobium,
Azorhizobium e Methilobacterium (a- rhizobia), bem como as Burkholderia e
Cupriavides (B-rhizobia). (JANCZAREK, 2011). Estas bactérias possuem
diversos biopolimeros com propriedades quimicas diferentes, a partir da
utilizacdo de substratos complexos, que sé&o influénciados por fatores
nutricionais como disponibilidade de enxofre, nitrogénio e fosfato (PEIX et al.,
2010), alguns apresentam a mesma funcdo, enquanto outros sdo mais
especificos. Os EPSs ajudam na captacdo de nutrientes e também na
competicdo em diferentes ambientes, protegendo as células de condi¢cbes
adversas (SAMIRAN et al.,, 2012). Quando em simbiose com as plantas
(leguminosas), para que ocorra a fixacéo biolégica de nitrogénio, é necessaria a
troca de diversos sinais entre as rizobactérias e a planta. Esta interacao
simbidtica € um processo muito complexo que envolve a participacdo dos
flavonoides secretados pelas raizes da planta e oligossacarideos lipoquitina
rizobiana (fatores Nod) que possuem um papel de grande relevancia para a
simbiose, além da participacao da superficie celular das bactérias, que consiste
de polissacarideos complexos, entre eles lipossacarideos (LPS), capsular (CPS),
e extracelular (EPS), todos estes envolvidos no processo simbidtico eficaz.
(JANCZAREK, 2011). Basicamente existem dois principais tipos de EPSSs,
encontrados na superficie extracelular que séo liberados, as p-glicanas ciclicas,
sendo o de maior interesse e, os EPSs devido a sua facil obtengdo (FRAYSSE
et al., 2003; DONOT et al., 2012).

Outros fatores que influénciam na composicdo do EPS sédo: os fatores
ambientais, aléem de mudancas no ambiente bacteriano (BECKER et al., 1998;
KARR et al.,, 2000; FRAYSSE et al., 2003). Por exemplo, as variagbes nas
condicdes de cultivos, acrescidos com ions metalicos, alteraram a producgéo de
EPS e biomassa bacteriana (MORETTO, 2014), alteracbes nas fontes de
carbono, também interferem na producao de EPS (BECKER et al., 1998; KARR
et al., 2000; CASTELLANE, 2007).
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2.3. Polihidroxibutirato (PHB) de Rizobactérias

Muitas espécies bacterianas sintetizam polihidroxibutirato (PHB) como
fonte de carbono intracelular para o armazenamento de energia em condi¢cdes
de limitac@o de nutrientes. Mais de 90 géneros de bactérias, isoladas de varias
fontes, foram encontradas com uma grande variedade de PHBs com
propriedades diferentes (MINO et al., 1998). Espécies de rizobios, como R.
leguminosarum e S. meliloti, sintetizam glicanas ciclicas (BREEDVELD et al.,
1993).

Desde a década passada, esfor¢os visando preservar o ecossistema tem
levado a busca de novos materiais poliméricos que possam substituir
parcialmente os materiais sintéticos (CARASCHI et al., 2002; ROSA et al., 2002;
QUINES, 2010) e que minimizem 0s impactos causados principalmente por
materiais a base de petroleo, como os plasticos. Estudos apontam alternativas
para a substituicdo matériais platicos convencionais sendo uma dessas 0 uso
dos polimeros biodegradaveis como o PHB que possuem muitas aplicacdes, ndo
ficando restrito a area ambiental, mas também muito aplicada a 4era biomédica
(DUARTE et al.,, 2004), devido as suas propriedades como plasticidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e sua capacidade de ser sintetizado a
partir recursos renovaveis (YASHOTHA et al., 2006).

2.4. Metais pesados e 0s microrganismos

Os metais pesados (Pb?*, Cr?*/Cr3*, Cd?*, Ni?*/Ni**, Zn?*, Cu?*, Hg®" etc.)
sao constituintes naturais que possuem uma densidade relativamente maior ao
ser comparado com a agua (TCHOUNWOU et al., 2012); sdo comumente
encontrados em diversos habitats incluindo os microbianos, devido a processos
naturais e industriais (TCHOUNWOU et al., 2012). A contaminagao por estes
metais € frequente devido as aplica¢des industriais (produtos farmacéuticos,
pesticidas, plasticos, borrachas, curtumes, etc.), (LAKHERWAL, 2014). Alguns
efeitos toxicolégicos podem surgir devido a capacidade de bioacumulacao e
biomagnificacdo, destes ions metalicos como por exemplo o Cromo VI que pode
causar danos ao DNA (JAISHANKAR et al., 2014).

Os metais em quantidades tracos sdo essenciais para o funcionamento

de numerosos processos biologicos vitais, porém em altas concentracées séo
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altamente toxicos para todos os ramos da vida. Visando a adaptacdo e
sobrevivéncia, os microrganismos desenvolveram diversos mecanismos de
defesas a estes ions, (por efluxo, complexacéo ou reducao de ions metalicos), a
maioria destes microrganismos se adaptaram e utilizam estes metais para o
funcionamento de seu metabolismo (SPAIN et al.,, 2003). Em cepas de
Pseudomonas syringae estudos observaram que estas bactérias possuiam um
mecanismo de sequestro do cobre, desta forma adquiriram resisténcia a este
metal (COOKSEY et al.,, 1990), o operon de resisténcia ao cobre codifica
proteinas, que € regulado por um promotor indutivel por cobre, sugerindo que P.
syringae emprega um sistema sensorial transducdo para alterar a expressao
génica em resposta aos estimulos ambientais e regula a expressao de genes de
resisténcia ao cobre (COOKSEY, 1994), fato este também observado na estirpe
FB24 Arthrobacter sp. que também contém um gene de resisténcia ao cromato
(crD), este codifica uma proteina putativa de efluxo, e trés genes com
similaridades de aminoacidos com os terminais amino e carboxi de ChrB, uma

proteina reguladora putativa. (HENNE et al., 2009).

2.5 Controle genético da sintese EPS em Rizo6bios

A sintese de EPS em rizébios é um processo gque exige muitas etapas e
a atividade coordenada de diversas proteinas enzimaticas, do mesmo modo
acontece em outras bactérias. Os genes envolvidos no processo de sintese de
EPS geralmente estdo agrupados em grandes clusters (~ 35 kb) localizados em
cromossomos ou megaplasmideos (FINAN et al., 2001; KANEKO et al., 2002).
Estas estruturas contém genes responsaveis por codificarem enzimas
indispensaveis para a sintese de precursores de aclUcares e nucleotidicos,
enzimas envolvidas na montagem e modificacédo de proteinas responsaveis pela
polimerizacdo de unidades repetidas e também no transporte do EPS para o
exterior da rizobactéria (SKORUPSKA et al., 2006). Foram localizados 28 genes
exo, organizados em varios operons, COmo genes essenciais na sintese de
precursores de agucares (exoC), genes envolvidos na regulagéo da producao de
EPS | (exoD, exoR, exoS e mucR) estdo ligados a esta regido e dispersos por
todo o cromossomo (KELLER et al.,, 1995; UTTARO et al., 1990). Enzimas
envolvidas na montagem da unidade (ExoY, ExoF, ExoA, ExoL, ExoM, ExoO,

ExoU e ExoW) e modificacdo (ExoZ, ExoH e ExoV) e proteinas responsaveis
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pela polimerizagédo de unidades repetitivas e transporte de EPS | (ExoP, ExoT,
ExoQ e ExsA) (GLUCKSMANN et al., 1993; JOFREET al., 2009).

A figura 1 mostra a interacdo de todos os genes que estédo ligados ao
processo de sintese do EPS, incluindo os genes repressores que afetam a
producdo do EPS como o exoR, responsavel pelo inicio da sintese de EPS em
rizobios. Mutacdes neste gene (exoR) exibe o aumento da producado de EPS | e
uma maior expressao nos genes exo (JANCZAREK, 2011).
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Figura 1. Modelo de correlacdo das vias metabdlicas de producdo de exopolissacarideos,

quorum sensing e repressao catabolica em S. meliloti.

As condicBes nutricionais e de estresse, bem como a limita¢des de algum
nutriente que ndo seja carbono, como por exemplo, nitrogénio e/ou enxofre,
influéncia de maneira direta na biossintese de EPS. A producdo de EPS | &

estimulada quando ha a limitacdo de fosfato ou baixa pressdo osmotica

(DOHERTY et al., 1998).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo estudar a influéncia dos ions metalicos
(Cu?* e Cr®*) no crescimento celular da rizobactéria Rhizobium tropici; e o efeito
destes na producdo dos biopolimeros EPS (exopolissacarideos) e PHB
(polihidroxibutirato), observando as alteragbes dos grupos funcionais e
monossacaridicos das moléculas, e também a expressao dos genes exoR e
exoZ relacionados com a biossintese de EPS, possibilitando assim verificacdo

da influéncia destes ions metalicos na producéo de EPS e PHB.

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laborat6rio de Bioquimica de Microrganismos
e Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP de Jaboticabal. As técnicas utilizadas
neste trabalho ndo oferecem risco para 0 meio ambiente e salde humana,

encaixando-se nos padrdes de biosseguranca.
4.1. Condicdes e meios de cultivo

O Rhizobium tropici, foi cultivado em meio liquido PGY (1,4 g de K2HPOg;
1,0 g de KH2PO4; 0,2 g de MgSO4 7H20; 10,0 g de glicerol e 3,0 g de extrato de
levedura por litro) & 29°C, com agitacdo 150 rpm, durante 48 horas. Em seguida
foi retirada uma aliquota de 800 mL deste meio de cultivo, e adicionada em 200
mL de glicerol, sendo congelada rapidamente com nitrogénio liquido e estocada
a -80°C, sendo este o estoque definitivo do trabalho. Para todos os testes
realizados neste trabalho foi utilizado o meio liquido PGY e PSY (1,2 g de
K2HPO4; 0,8 g de KH2POg4; 0,2 g de MgSO4 7H20; 30,0 g de Sacarose e 1,0 g de
extrato de levedura por litro) conforme descrito por Castellane et al. (2017).
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4.2. Determinacdo da Concentracdao Minima Inibitoria (CMI)

Visando conhecer a toxicidade dos metais cobre (Cu?*) e cromo (Cr¢*)
para a rizobactéria R. tropici foram realizados testes para verificar a
concentracdo minima inibitoria destes metais. Para tanto solucfes estoques, de
CuS04.5H20 e K2Cr207 na concentracdo de 1,0 M, preparadas com &gua
deionizada e em seguida autoclavada a 121°C e 1 atm, durante 15 min. O rizébio
foi multiplicado em 50 mL de meio PSYiiqa 28 °C e 150 rpm de agitacdo até o
platd da fase log. Aliquotas da cultura correspondente a 10% (v/v) foram
transferidas para os tubos de vidro Sigmaware (Sigma CAT N° 5916) contendo
5,0 mL do meio PSYiq adicionados dos metais pesados (Cu?* e Crf%),
separadamente e em conjunto, em uma faixa de concentracdes de 0,05 - 10,0
mM. Estas concentracbes foram adotadas tendo com base nos dados da
literatura (MOHAMAD et al., 2012; XIE et al., 2013). Para o controle, aliquotas
do pré-inéculo foram inoculadas em meio de cultivo PSYiiq sem a presenca dos
ions metalicos. Apés o cultivo da bactéria em meio liquido, aliquotas de 100 pL
foram transferidas para placas de Petri contendo meio solido PSYso com a
respectiva concentracdo do metal; & placa com apenas o meio PSYsolfoi utilizada
como controle. A CMI foi observada quando a bactéria ndo apresentou
crescimento mesmo depois de 10 dias de incubagéo.

4.3. Curva de Crescimento Bacteriano

Para o estudo do efeito dos metais cobre (Cu?*) e cromo (Cr®*) sobre o
desenvolvimento celular do rizobio, foi realizada curva de crescimento celular.
Para isso, foi preparado um pré-inéculo da bactéria em meio PGYiq que foi
mantido a 28°C em agitacdo de 150 rpm, incubada por 24 horas, até a DOsoo
atingir aproximadamente 1-2. Aliquotas de 10% (v/v) do pré-inéculo foram
transferidas para frascos tipos Erlenmeyer contendo meio PSY liquido (PSYiig)
com os metais; individualmente Cu?* e Cr%*, e os dois em conjunto e sem o0s ions
metalicos (controle), incubados (a 28°C, 150 rpm,), em triplicata. As amostras
foram retiradas, nos tempos 0, 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas e

realizadas diluicbes seriadas. O numero de células vidveis foi avaliado por
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plagueamento das diluicbes em meio PSY sélido (PSYsol) € 0s resultados foram
expressos em Unidade Formadora de Colénia (UFC). Além disso, aliquotas de
1 mL foram retiradas nos tempos acima, submetidos a centrifugacdo 10.000 x g,
a 4 °C, por 15 minutos, separando-se 0 sobrenadante das células e estas
ressuspendidas em 1 mL de 4gua destilada e deionizada até corresponder a 10’
cel mL? e sendo entdo utilizadas para as leituras da DOsoo em biofotémetro

(Eppendorf).

4.4. Anélise do efeito dos fons metélicos sobre a Viabilidade Celular
4.4.1. Andlise de Unidade Formadora de Col6nia

Este ensaio foi proposto para a determinagéo da viabilidade de células
de R. tropici sob acdo dos ions metalicos cobre (Cu?*) a 0,1 mmol L e cromo
(Cré%) 0,05 mmol Lt em concentracdes determinadas pelo estudo de CMI (item
4.2). Para isso, foi preparado um pré-inéculo da cultura em PGYiig, mantido em
agitacao a 150 rpm, a 28 °C, incubado por 24 h, até DOsoo de aproximadamente
2. Aliguotas de 10% (v/v) do pré-inéculo foram transferidas para frascos
Erlenmeyer com meio PGYiiq contendo os respectivos ions metalicos e sem
metal (controle). Incubados a 30°C com agitacdo de 150 rpm, em triplicata, nos
tempos 0 e 72. As amostras foram retiradas para leitura da absorbancia em

Densidade Otica 600 nm em biofotdmetro e UFC em Placa de Petri.

4.4.2. Andlise por Citometria de Fluxo e Microscopia Eletrédnica de

Transmissao

As suspensdes bacterianas foram primeiramente submetidas a
avaliacdo de suas propriedades morfologicas, tamanho e complexidade interna,
respectivamente, pela dispersdo de um feixe de laser de 488 nm, frontal
(Forward Side Scatter-FSC) e lateral (Side Scatter-SSC), em um citdmetro de
fluxo FACSCalibur™-BD (HEWITT & NEBE-VON-CARON, 2004). A correlacao
entre morfologia celular e dispersdo de luz pode ser usada para estimar a
concentracdo de biomassa (ALLMAN et al.; 1992; ROBERTSON et al., 1998).
As amostras da suspensao foram cultivadas em meio PSYiiq nos respectivos
tratamentos: controle sem a adicéo de fons metalicos, cobre (Cu?*a 0,1 mmol L-
1); cromo (Crf*a 0,05 mmol L1), cobre + cromo (Cu?*a 0,1 mmol Lt + Cré* a 0,05
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mmo L?). As andlises de viabilidade celular por citometria de fluxo foram
realizadas pela excitacdo da sonda de iodeto de propidio (PI) com o laser de
Argbnio 488 nm (15 mW) e emissao em 530/30 nm. Utilizou-se a sonda de PI
para monitorar a viabilidade celular individual para além da culturabilidade com
base na presenca ou auséncia de uma membrana citoplasmatica intacta
(HEWITT & NEBE VON CARON, 2004), em conjungcao com a microscopia de
transmissao, para observar o bioacumulacdo de metais, e os granulos de PHB.
Para observar a bioacumulacdo de metais, e os granulos de PHB, as células
obtidas dos pellets, foram ressuspendidas e fixadas em uma densidade de
aproximadamente 108 células mL* com glutaraldeido, 2%, pH 7,2, (PETERS &
HUNZIKER, 2001) por trés horas e a leitura foi feita em microscopio eletrénico
de transmissao (JEM 1200 EX, Jeol).

4.5. Influéncia dos ions metédlicos (Cu?* e Cr®") sobre producéo de

exopolissacarideo (EPS) e polihidroxibutirato (PHB)

Para analisar o efeito dos ions metélicos na capacidade da bactéria R.
tropici em produzir EPS e PHB, culturas foram inoculadas em frascos tipo
“‘Erlenmeyer”’, contendo meio PGYiq (item 4.1) (pré-indculo) incubado em
agitador orbital a 28°C ,150 rpm por 24 horas. Aliquotas de 10% (v/v) da cultura
do pré-inéculo foram transferidas para frascos tipo “Erlenmeyer” (300 mL)
contendo 100 mL do meio PSYiiq. (Item 4.1), sem e com a presenca dos ions
metalicos e incubados, a 28°C ,150 rpm, por 144 horas. Para este ensaio as
concentracOes testadas foram predefinidas pelo ensaio de CMI (item 4.2), cobre
a 0,1 mmol L' e cromo 0,05 mmol L. Os tratamentos para a avaliagdo da
producdo de EPS e PHB foram realizados em (i) meio PSYiiq. (controle) e este
mesmo meio acrescido de: (ii) cobre (0,1 mmol L); (iii) cromo (0,05 mmol L1);
(iv) cobre (0,1 mmol L) + cromo* (0,05 mmol L1). Utilizou-se um delineamento

inteiramente casualizado com trés repeticoes para cada tratamento.
4.5.1. Obtencéo de Exopolissacarideo (EPS)

Para determinar a influéncia dos ions metalicos sobre a producéo de
EPS, a bactéria foi cultivada conforme descrito anteriormente. Apds o cultivo por
96 e 144h a cultura foi submetida a centrifugacdo (10.000 x g, a 4°C, por 30
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minutos), separando-se as células do sobrenadante. Deste os EPSs foram
extraidos segundo metodologia adotada por Castellane et al. (2014). As
amostras de EPSs foram secas e pesadas. (g EPS L?). O precipitado obtido
apos a centrifugacdo (biomassa celular) foi ressuspendido em solucdo salina
(NaCl 0,85%), novamente centrifugadas (10.000 x g, a 4°C, por 15 minutos) e
secas em estufa a 50°C até massa celular se mostrar constante. A eficiéncia
relativa na producéo de EPS foi avaliada pela relacdo entre o total de EPS e a

biomassa celular seca.
4.5.2. Obtencao de Polihidroxibutirato (PHB)

As células recuperadas (biomassa celular, item 4.5.1) foram utilizadas
para a extracdo do PHB que foi sonicada por 5 minutos em um Duty cicle 20 e
Output control 5, sem colocar no gelo. Aos frascos contendo as amostras,
controle e aqueles com os ions metalicos foram adicionados 15 mL de
cloroférmio e agitados vigorosamente por 1 minuto em vortex, mantidos em
agitacdo orbital (150 rpm, 28 °C, por 60 minutos) em seguidas foram
centrifugados (4.000 rpm, 20°C, por 30 minutos). Apds esta centrifugacdo as
amostras foram mantidas em repouso e da solucao trifasica o PHB foi extraido
da fase inferior. A solu¢do contendo o PHB foi transferida para béqueres e
armazenada em capela de exaustado para evaporacdo do solvente, overnight.
Entdo, a massa seca das amostras de PHB (seco) foi quantificada (grama de

PHB por 1,0 g de biomassa celular seca).

4.6. Analise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de

Fourier (Fourier Transform, FTIR).

A identificagcdo dos grupos funcionais e possiveis sitios de ligacdes
relacionados a adsorcédo dos ions metalicos em estudo, foram realizados por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (Fourier
Transform, FTIR). Amostras de 1 mg (massa seca) dos bioplasticos (EPS e PHB)
carregados com os ions metalicos Cu?*, Cré* e Cré* + Cu?*, e também o controle
sem a presenca do ion metélico, foram misturadas com 100 mg de KBr em
almofariz de agata. Os espectros de IR foram obtidos no intervalo de 4000 - 400

cm* para os bioplasticos. Para o carregamento foram usadas solucdes de cobre
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a 0,1 mmol L* e cromo a 0,05 mmol Ldos ions metdlicos em contato por 144
horas, com agitacdo e temperatura controlada conforme descrito no item (4.5.1
e 4.5.2).

4.7. Determinacdo da composicdo monossacaridica do EPS por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para o estudo de alteracbes na composicao dos EPSs produzidos nos
meios de cultivos descritos no item 4.1. A composi¢cado de monossacarideos dos
EPSs foi analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
utilizando a quimica de marcacdo dos monémeros com 1-fenil-3-metil-5-
pirazolone (PMP), segundo a metodologia descrita por Fu e O’Neill (1995),
modificada por Castellane et al. (2014). Amostra de 1,0 mg de EPS foi hidrolisada
com 200 uL de acido trifluoracético, 4 mols L em tubos de hidrélise de 13 x 100
mm, selados com uma chama de macarico sob vacuo. Os tubos permaneceram
a 120°C, durante 2 horas. Apoés resfriamento a temperatura ambiente, os tubos
foram abertos e a solucédo foi evaporada em um liofilizador Hetovac vrt. O
residuo foi dissolvido em 0,5 mL de isopropanol puro, novamente evaporado. O
EPS hidrolisado e os padrées de monossacarideos padrbes foram pré-
derivatizados (marcacdo quimica) com PMP. As reacdes foram conduzidas em
microtubos, acrescentando—se em cada tubo 40 yL de solugdo de PMP (0,5 mol
Lt em metanol) e 40 pL de solugdo de hidroxido de sédio (0,3 mol L1). Os tubos
foram agitados e incubados a 70°C por 2 horas. Ap6s o resfriamento a
temperatura ambiente, a mistura foi neutralizada pela adigdo de 40 uL de solugéo
de acido cloridrico 0,3 mol Lt. Foram adicionados 0,5 mL de éter butilico na
extracdo dos derivados de monossacarideos e os tubos agitados por 5
segundos. As fases foram separadas por centrifugacao a 5.000 x.g por 5 minutos
e a fase superior (organica) foi removida e descartada. Este procedimento de
extracao foi repetido por 3 vezes e a fase aquosa resultante foi misturada com
1,0 mL de agua milli-Q. Nas analises dos monossacarideos marcados com PMP
foram desenvolvidas num sistema para CLAE equipado com um detector UV/VIS
(Shimadzu, modelo SPD-M10A). O comprimento de onda para a deteccao foi de
245 nm. A separacdo dos monossacarideos derivados com PMP foi realizada
através de uma coluna Ultra RESTEK-C-18 (150 x 4,6 mm, i.d. X 5um) com
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velocidade de fluxo constante de 0,5 mL min’; usando os tampdes A e B,
constituidos por 100 mmol L* de acetato de amdnio (pH 5,5), 25% de acetonitrila,
com 10% e 25% de acetonitrila, respectivamente. O gradiente para a separacao
foi 0% de B, 30 minutos e 0-100% de B, até 100 minutos. Os monossacarideos
padrdes utilizados foram glicose, manose, ramnose, galactose, acido glicurénico
e acido galacturdnico, e as seguintes concentra¢des: 0,0125; 0,0250. 0,0500 e
0,1000 mg mL* para a construcdo da curva de calibragdo. A quantidade de

amostra injetada no cromatografo foi de 20 L.

4.8. Efeito dos ions metalicos na expressao génica em Rhizobium
tropici
4.8.1. Desenho dos primers para a avaliacdo da expressao do gene exoR e

exo”Z

Para realizar esta avaliacao, foi necessario o desenho dos primers a partir
das sequeéncias dos genes exoR e exoZ responsaveis pela codificacdo da
proteina (exo) exopolissacarideos, do organismo do género Rhizobium tropici
CIAT 899 encontrados no banco de dados do NCBI (http://
www.ncbi.nml.nih.gov/). As sequéncias foram alinhadas pelo programa ClustalX
1.5b (THOMPSON, 1997), e visualizadas pelo programa Bioedit (HALL, 1999), o
qual apresenta uma sequéncia conservadas para os genes de acordo com o
alinhamento. Os primers foram desenhados de acordo com as sequéncias
descritas abaixo, sendo a regido de alinhamento destacada em vermelho (Figura
2).

... TCCCGCTGGECTCTOGCCARCATGTATGCCGATGGCEATGGCETGACGCAGRACGATTTCG
RAGCTTTCAAGAT R =G G0 GT GGAGCCAGGT TCGGARGACACCGE
TTTCTTCATCARCGCGCTECTGECGCTTGCGAGCTACTACLARAGCGCCL S
B TcGoCCTCARTCAGTCCCGCCAGCTTTATTTCCAGGTGGCATCCACCTTCGECGTGE

CEGE. ..

=ExoR Forward primer
TATAGCGAGATCGCCCAGCA

=ExoR._Reverse pnimer
CTTTACGGGGCTGTTGGGAA


http://www.ncbi.nml.nih.gov/
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Para o gene ExoZ

.. .CCCCTCACCTATCTCGGCAACGCGTCCTATTCGATCTATCTCTGGCATACGCTCGCGATCT

ceeTeaTCGTCAACH I . C CGTCAGACGCCGTTACCTTCGTCAGCGT

CATCTTCGGCACGCTCCTCGGCGTTGTCGCCTATGAAGCCGTCGARRAGCCGTTGCCE

B C 1 GGCGGRGATCCCGGCCCTCGCCGGCCTGA. - .

>ExoZ Forward primer
CTGCTGTCGTCGCTACAGAT
>ExoZ Reverse primer

CTCAGGCCCTTCAGCAGATT

Figura 2. Fragmento do alinhamento pelo software Clustaw X das sequéncias do gene exoR e
exoZ de Rhizobium tropici CIAT 899.

Para o desenho foi utilizado as sequéncias do gene de Rhizobium tropici
CIAT 899, com as regides conservadas onde foi desenhado o conjunto de
primers. O primer do gene exoR possui o amplicon de 120 pb de e temperatura
de melting (Tm) de 62,6° para o reverse e 62,8°C para o foward, para o gene
exoZ 128 pb de amplicons e as respectivas temperaturas 57,6 e 60,3 °C, sendo
estas adequadas para a andlise de expresséo génica pela técnica de Real time
PCR. Para o controle enddégeno foi realizado o mesmo procedimento.

4.8.2. Determinacédo e desenho do primer para controle do gene endégeno

Para a andlise quantitativa na reacdo de PCR em tempo real, foi
necessarioa utilizacdo de um controle endégeno, sendo esse um gene com uma
expressao constante no organismo e de preferéncia com expressao similar ao
gene a ser analisado. Como controle enddgeno foi utilizado o gene Sigma A
rRNA (fator sigma primario da RNA polimerase). Para isso, foram selecionadas
as sequéncias do gene Sigma A rRNA de um conjunto de bactérias de interesse,
principalmente  do género  Rhizobium, no site NCBI (http:/
www.ncbi.nml.nih.gov/). As sequéncias foram alinhadas pelo programa ClustalX
1.5b (THOMPSON, 1997), e visualizadas pelo programa Bioedit (HALL, 1999), o
qual apresenta uma sequéncia consenso de acordo com o alinhamento. Apds o
alinhamento, foi observado que haviam similaridades entre as sequéncias, e que

haviam regides em que poderia ser desenhado os pares de primers de acordo
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com os parametros da PCR em tempo real. Com isso foi utilizado para o desenho
dos primers o programa Primer Express (PrimerExpress software, Applied

Biosystems versao 7500).
4.8.3. Extracdo de RNA

Células bacterianas de R. tropici foram obtidas a partir de 100mL de
suspensao do cultivo nas condi¢des (i) meio PSYiiq. (controle) e este mesmo meio
acrescido de: (ii) cobre (0,1 mmol L2); (iii) cromo (0,05 mmol L1); (iv) cobre (0,1
mmol L) + cromo (0,05 mmol L. Apés a centrifugacdo (12.000 rpm, durante 10
minutos, a 22 °C) o sedimento bacteriano foi ressuspendido em 100 yL de
solucéo de lise (0,2 mg mL™* de lisozima em 1 mL de T.E) e pré-aquecido a 37
°C por 10 minutos no Eppendorf ThermoMixer® F1.S, as etapas subsequentes
foram realizadas de acordo com o kit de isolagdo de RNA, (RNAspin Mini), com
algumas modificagbes, foram adicionados 350 pL de solugcdo de lise e
juntamente com 3,5 YL B-mercaptoetanol e misturados por vortex, apés toda a
mistura foi filtrada na RNAspin Mini Filter para a retirada das impurezas e
submetido a centrifugacédo (11.000 x g por 2 minutos), apés foram adicionado
350 pL de etanol a 70% e misturados por vortex por 5 segundos, a solucéo foi
filtrada através da centrifugacéo (8.000 x g por 1 minutos) em uma RNAspin Mini
Column para a retencédo do material genético o sobrenadante foi descartado e o
material genético transferido para outro tubo aonde foram adicionados 350 pL
do tampéao de dessalinizacdo (solucédo MDB) e centrifugado (11.000 x g por 2
minutos), na membrana de silica foram adicionados 95 uL DNAse, e deixada em
repouso por 45 minutos em temperatura ambiente, na etapa de lavagem 200 uL
Wash Buffer | foi adicionado a membrana de silica e centrifugado (11.000 x g
por 2 minutos),em continuacao a esta etapa 600 puL e 250 uL respectivamente
da solugéo Wash Buffer Il foram adicionados e novamente centrifugado (11.000
X g por 2 minutos), para a eluicdo 50 yL de agua RNAse — free, a etapa foi

repetida por duas vezes. O RNA extraido foi armazenado em freezer -80°C.
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4.8.4. Quantificacao e qualidade do RNA total

As amostras de RNA total extraidas dos cultivos bacterianas foram
quantificadas em Agilent Bioanalyzer, utilizando os protocolos do kit, para a

verificacdo da integrifdade do RNA extraido.
4.8.5. Transcricao reversa

Para a quantificacdo da expressdo do gene exoR e exoZ pela técnica de
Real time PCR, foi necessario a transformacdo das amostras de RNA para
cDNA. Para isso, foram feitas reaces com o RNA total, na concentracdo de 5
ou 10pL de acordo com a quantificacdo de cada amostra, adicionando-se 1L
de random primers (50-250 ng), 1uL de dNTP (10 mM), completando a reacéo
com H20 DEPC, em seguida manteve a reagdo a 65°C por 5 minutos. Apos esse
periodo, foi acrescido 4uL de tampao para enzima [5x] (Promega), 1uL DTT
(0,1M) esta reacédo foi mantida a 25°C por 2 minutos, posteriormente foi
adicionado 1L da enzima Superscript Il. A sintese do cDNA foi efetuada a 42°C

durante 0:50 minutos.
4.8.6. Reacdo de PCR em tempo real

Para avaliacdo da expressao dos genes exoR e exoZ em R. tropici
(LBMP-C01) em meio PSYiiq, contendo os ions metalicos nas concentracdes
determinadas pelo ensaio de CMI, para cobre (0,1 mmol L1); cromo (0,05 mmol
LY) e a jungdo dos dois ions cobre (0,1 mmol L) + cromo (0,05 mmol L) nas
trés fases de desenvolvimento (lag, log e estacionaria) totalizando 16 amostras.
A concentracdo de cDNA utilizada foi de 2 ng uL* e a concentragdo do primer
utilizada de 100 uM. A reacao de marcacao foi feita com 10 uyM fluorcromo SYBR
Green master mix (kit-Abbout Real time HBV) e como controle enddgeno o gene
Sigma A rRNA, na mesma concentragdo proposta para o gene exoR e exoZ. A
amplificacdo e detectacdo do cDNA amplificado foram executadas com o
aparelho “7500 Real time PCR System” (Applied Biosystems), utilizando o
programa 7500 systems SDS software verséo 1.3 (Copyright 2001-2004-Applied
Biosystems).
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4.8.7. Andlise dos dados e estudo da quantificacao relativa

A analise dos dados gerados e quantificacdo relativa dos niveis de
expressao génica foram executadas utilizando-se o método comparativo do Ct
(threshold cycle) de quantificacdo relativa baseada no algoritmo 2-24¢t, que gera
o valor da expressao do gene alvo, normalizada pelo calibrador endégeno. O
ajuste da linha de base e do “threshold” podem ser automaticamente
determinados e utilizados para a construcdo dos graficos dos niveis de

expressao.
4.9. Andlise estatistica

Os dados obtidos dos padrdes de comparacdo dos biopolimeros foram
analisados pelo Software R, submetidos a analise de variancia ANOVA e ao teste

de Tukey a 5% de probabilidade, para comparacao entre médias de tratamento.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacdo da Concentracdao Minima Inibitéria (CMI)

A bactéria R. tropici foi cultivada em meio PSYiq contendo os ions
metalicos cobre (Cu?*) e cromo (Cr®) individualmente para avaliar a
concentracdo minima inibitéria. Os dados demonstram que a rizobactéria
apresentou sensibilidade as concentracdes acima de 0,5 mmol L? de Cu?
(Figura 3.A). O desenvolvimento celular desta rizobactéria na concentragéo 0,5
mmol L do ion Cu?*, ndo se diferencia do tratamento controle, mostrando
colénias viaveis como pode ser observado em placas de Petri contendo o meio
PSYsol Nnesta mesma concentracdo. Quanto ao grau de toxicidade ao ion cromo
(Cr%*) a rizobactéria apresentou maior sensibilidade as concentragées do que ao
fon Cu?* (Figura 3). Além disso, a bactéria apresentou crescimento celular nas
concentracdes 0,05 mmol L e 0,1 mmol L, mostrando-se altamente sensiveis
nas demais concentracdes testadas acima ndo sendo, portanto, observadas

colbnias viaveis em culturas solidas.
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Figura 3. Ensaio da Concentracdo Minima Inibitério (CMI) analisado por Densidade Optica
(DOe0o) com desvio padrédo de 5%, crescimento celular de R. tropici em meio de cultivo PSYiiq
contendo (A) cobre (CuS04.5H20) e (B) cromo e (K2Cr207), incubados a 28 °C sob agitacdo de
150 rpm, até 144 horas,

Alguns metais sdo essénciais, para o desenvolvimento de bactérias e
outras células em concentracdes tracos, porém, em concentracdes elevadas, 0s
metais pesados interferem no crescimento celular dos microrganismos e na
sintese dos &cidos nucleicos (OGAWA et al., 1989). Mohamad et al. (2012)
relataram que o isolado Mesorhizobium amorphae CCNWGS0123 apresentou
crescimento celular em meio YML com 0,6 mmol L de Cu?* e 2.2 mmol L de
Cu?* meio liquidos TY. O R. tropici em estudo, mostrou-se muito sensivel ao ion
Cré* s6 apresentando desenvolvimento em meio de cultivo complementado com
concentracbes abaixo de 0,05 mmol L do ion metélico, diferentemente do M.
amorphae CCNWGS0123 que quando cultivado em meio de cultura TY agar
suplementado com varias concentracdes de diversos ions metélicos, sobreviveu
em altas concentracdes: 2,4 mM para Cr (lll) and Cu (I); 1,6 mM para Cr (VI) e
Zn (I) e 1,2 mM para Ni (Il) (XIE et al., 2013).

5.2. Curvade Crescimento Bacteriano

R. tropici foi cultivado em meio PSYiiq suplementado com ions metalicos
(Cu?* e Cr*) nas concentracdes pré-determinada pelo ensaio de concentracédo
minima inibitéria (item 5.1) e na Figura 4 observa-se os resultados. No
tratamento controle, a rizobactéria apresentou uma fase lag até 8 h e, em

seguida, entrou na fase exponencial, onde, atinge o final desta fase apos 96
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horas de cultivo. No entanto, quando cultivado em meio PSYiiq contendo cobre
(0,1 mmol L1), observamos uma fase de crescimento exponencial mais longa,
onde ocorre a intensificagdo do metabolismo celular porque, para crescer
exponencialmente & preciso muita energia, isto €, a célula necessita produzir
grandes quantidades de ATP a custa de um grande consumo de uma fonte de
carbono (BARNETT, 1976). Quando se tem nutrientes e condigbes adequadas
para assimila-los, as bactérias irdo absorvé-los e transforma-los para suas
funcdes basicas do metabolismo (SCHAECHTER et al., 1958). Em relacao, ao
tratamento com a presenca de cromo (0,05 mmol L) o final da fase exponencial
ocorre em 96 horas. Os dados apontam que o tratamento em que as células
foram cultivadas com meio PSYiiq complementado com a mistura dos dois ions
metalicos [cobre (0,1 mmol L) + cromo (0,05 mmol L) ], no tempo de 72 horas
entram na fase estacionéria, apresentando uma DOsoo = 2,8. As leituras indicam
0 tempo exato em que as células atingiram o final da fase log da curva de
crescimento celular; este fato demonstra a importancia do estudo do crescimento
bacteriano, pois permite a analise das fases de crescimento, mostrando o inicio

da producdo de metabdlicos, incluindo o EPS.



36

e 4 ,/‘\""\-.\

g ,// \\-‘_\_‘ ’.

= 15 o S r

2 e > T

-.: 3 // | e \‘__________

g 23 %ﬁ‘ //// ___>1:_——_—===__.
b 2 - __ﬂ— —
= \\‘.51:"---’______—_—’-—“:‘__:__—-—— —— T
—*'E 1.5 - e u.ﬂ____.

= 1 B
S

E 0.3

0
24 48 72 26 120

Tempo (horas)

—+—Controle —@—Cobre —8— Cromo —&— Cobre + Cromo

Figura 4. Curva de crescimento celular de R. tropici em meio PSYiiq por leitura de Densidade
Opticas (DOsoo) NOS respectivos tratamentos: controle (sem a presenca de ions metalicos); cobre
(Cu?*a 0,1 mmol L1); cromo (Cr8* a 0,05 mmol L) e solugéo das misturas dos dois ions metdlicos

cobre + cromo (Cu?* a 0,1 mmol L1 + Cré* a 0,05 mmol L), mantidos até 144 horas sob agitacédo

de 150 rpm a 28 °C.

5.3.  Anédlise de Unidade Formadora de Col6nia

Para analisar a viabilidade das células de R. tropici em meio PSYiig,
contendo os ions metélicos nas concentragfes determinadas pelo ensaio de
CMl, a viabilidade celular dos respectivos tratamentos foi analisada ap6s 0 e 72
horas (Tabela 1). Os dados apresentados mostram que todos os tratamentos no
tempo zero contém uma concentracdo 10 UFC mL%, isto se deve, ao fato do
pré-indculo ser o mesmo. Foram plaqueados 100 pL da suspencao de células,
na concentragdo 10° em meio PSYso contendo os respectivos tratamentos. No
tempo 0, pode-se observar que as células ndo sofreram com a agéo dos ions
metalicos, houve predominancia de colbnias por toda a placa, impossibilitando a
quantificagcdo, indicando que as células estavam viaveis. Os dados de DOsoo

confirmam estes resultados embora apresentem uma pequena variagcao
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podendo indicar interferéncia devido aos metabdlitos produzidos pelas bactérias
que sdao liberados no meio de cultura. Apés 72 horas, ndo houve diferenca em
todos os tratamentos estudados, uma vez apresentaram praticamente o mesmo
numero de células (3,17 - 5,83 x 10° cel mL*) como pode se observar pelo UFC
(1,7 - 2,6 x 1010 cel mL™Y).

Tabela 1. Andlise da viabilidade das células de R. tropici em meio PSYiiq
acrescido de fons metalicos cobre (0,1 mmol L1); cromo (0,05 mmol L) e cobre
(0,1 mmol L) + cromo (0,05 mmol L), nos tempos 0 e 72 horas sob agitagéo
150 rpm a 28°C.

Unidade Formadora de

Tratamentos DOeoo coldnias (UFC)
To T72 To T72

107

Controle 0,74 4,78 1,7 x 1010
107

cobre 0,1 mM 0,52 6,65 1,9 x1010
226 107

cromo 0,05 mM 0,79 ' 2,0 x1010

cobre + cromo 0,86 3,29 10’ 2,6 x 1010

5.4. Andlise da Viabilidade Celular por Citometria de Fluxo

As andlises feitas por citometria de fluxo foi empregada para investigar a
viabilidade celular de R. tropici na presenca e auséncia de ions metalicos,
utilizando como parémetro a intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda
lodeto de Propidio (PI), ligada a acidos nucléicos quando ocorre morte celular
(HEWITT & NEBE VON CARON, 2004). Para o controle negativo, utilizou-se as
células nédo tratadas com os ions metalicos, para que se pudesse a monitorar a
exclusdo do fluorocromo na presenca de integridade da membrana bacteriana
(dados ndo mostrados). Para cada tempo de analise de viabilidade por citometria
de fluxo, foi produzida uma imagem para 0 mesmo tratamento analisada por
microscopia eletronica de transmissao (Fig. 5). Os parametros FSC e SSC para
cada suspenséao bacteriana e o controle de fluorescéncia na regido de emisséo
do iodeto de propidio, 530/30nm (FL1), foram previamente estabelecidos. O

controle de viabilidade celular foi realizado com a suspenséo bacteriana, sem
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tratamento com os compostos metalicos, mas mantida em cultura nas mesmas
condi¢des experimentais. O ajuste do limite de fluorescéncia negativa para as
células viaveis, ou seja, aquelas que excluiram o fluorocromo iodeto de propidio,
foi determinado como threshold FL1; a partir do qual, a presenca de células
marcadas com fluorescéncia foi considerada como morte celular e expresso em
percentual (% Gate) como mostra a tabela 2. Os resultados das analises de
citometria de fluxo estdo mostrados nas figuras 5(A-E). O controle sem a
influéncia de ions metalicos apresentou 98,69 % de células viaveis com 1,3 %
de morte celular (Figuras 5.B e 5.F). O tratamento com cobre (Cu?* a 0,1 mmol
LY) reduziu a viabilidade para 84,5 %, com 15,49 % de morte celular (Figuras
5.C e 5.G). O tratamento com cromo (Cré* a 0,05 mmol L) apresentou 85,58 %
de viabilidade e 14,41 % morte (Figuras 5.D e 5.H). O tratamento com cobre +
cromo [(Cu?* (0,1 mmol L) + Cr8* (0,05 mmo L1)] apresentou 85,58 % de
viabilidade e apenas 10,49 % de morte celular. A determinagéo da viabilidade
celular por citometria de fluxo usando o fluorocromo iodeto de propidio, como
sonda fluorescente que possibilita revelar alteracdes de permeabilidade na
membrana celular como consequéncia da morte bacteriana em cultura em meio
liguido, demonstrou alta sensibilidade, rapidez em sua realizacao em relacdo aos

métodos tradicionais.

Tabela 2. Percentual de células vivas da rizobacteria R.tropici em meio PSYiiq
apos a analise de Citometria de fluxo de dispersédo luminosa nas condi¢cfes
controle (sem a presenca de ions metdlicos); cobre (Cu?*a 0,1 mmol L); cromo
(Cré* a 0,05 mmol L) e solucdo das misturas dos dois ions metdlicos cobre +
cromo (Cu?*a 0,1 mmol L + Cr®* a 0,05 mmol L), onde a porcentagem de

células vivas é expressa em gates (%).

Tratamento Gates Morte celular
(%) (%)
controle 98,69 a 1,3 C
cobre 84,5 b 15,49 a
cromo 8558 b 14,41 ab

cobre+cromo 8558 b 1049 b
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Figura 5. Cultivo bacteriano durante o periodo de 72 horas, submetidos a Citometria de fluxo de

dispersdo luminosa, mostrando a diminuicdo da populacdo na presengca dos ions metdlicos, e
microscopia eletrénica de transmissdo, mostrando a populacdo bacteriana no respectivo tempo, barra
de 500 nm. Os tratamentos séo: (A e E) controle sem a influéncia de ions metalicos; (B e F) cobre
(Cu?*a 0,1 mmol L); (C e G) cromo (Cré* a 0,05 mmol L), (D e H cobre + cromo (Cu?*a 0,1 mmol L

+ Cr% a 0,05 mmo L1).

Apesar do tratamento com cobre, ndo apresentar diferenca significativa
no desenvolvimento de R. tropici estudado no presente trabalho, ao ser
comprado com o controle (sem a presenca dos ions metalicos), os dados
mostram que o ion proporcionou que as células se mantivessem vivas por 144
horas. Com isso concluimos que as bactérias em contato o ion Cu?* pode estar
ativando algumas vias bioquimicas como e.g. 0 aumento de producédo de EPS e
PHB, garantindo a sobrevivéncia por maiores periodos, para a utilizacédo destas
moléculas como fonte de carbono. O elemento cromo esta ligado a ativacao de
outras proteinas que sdo expressas pelo gene chrA relacionado ao efluxo de
cromato. Este gene estéd envolvido em um mecanismo de resisténcia conferido
pela proteina ChrA, que funciona como uma bomba quimiosmotica de efluxo
cromato no citoplasma (PIMENTEL et al., 2002). O efluxo de cromato é um
mecanismo eficiente e generalizado a resisténcia, o que impede o acumulo de
ions metalicos em niveis toxicos no interior da célula (AGUILAR-BARAJAS et al.,
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2012). Os resultados obtidos quanto a curva de crescimento celular da
rizobactéria, na presenca dos ions Crb* as células bacterianas conseguiram
sobreviver, fato que pode ser explicado, pela presenca na célula bacteriana de
mecanismos de defesa. Os resultados sugerem que os exopolissacarideos
secretados pela bactéria promovam uma protecéo adsorvendo os ions metélicos
e reduzindo a disponibilidade destes as células (KILIC e DONMEZ et al., 2008;
HARISH et al., 2012), fato que pode ser observada na curva de DOesoo que

contém além de células os metabdlicos produzidos.
5.5. Producéao de exopolissacarideo (EPS) com e sem metal

A Tabela 3 apresenta as médias dos resultados obtidos no ensaio de
determinacao da producédo de EPS e biomassa celular seca ap6s 96 e 144 horas
de cultivo em meio PSYiq com e sem a presen¢ca de ions metalicos. No
tratamento controle, a producédo de EPS apds 96 e 144 horas do rizébio foram
3,97 e 3,14 g L1, respectivamente. Enquanto que, quando cultivados em meio
PSYiiq contendo o fon metalico cobre (0,1 mmol L) a producdo de EPS apés 96
e 144 horas foi 5,22 e 4,67 g L1, respectivamente, ndo diferenciando
estatisticamente do tratamento controle. Apesar da andlise estatistica
demonstrar que nao ha diferenca entre os tratamentos controle e meio contendo
cobre, a rizobactéria na presenca deste ion metalico demonstrou aumentos de
31 e 48%, nos respectivos tempos testados (96 e 144 horas), em comparacao a
producdo no meio sem a presenca do ion metalico (controle). No entanto, com a
influéncia do fon cromo (Cr% 0,05 mmol L), ocorreu uma diminuicdo na
producdo de EPS, tendo os valores de producgéo de 1,58 g Lt em 96 horas e
0,58 g L't em 144 horas.

O tratamento controle apresentou biomassa estatisticamente semelhante
nos respectivos tempos 1,56 e 1,53 mg L1, enquanto a condicéo de tratamento
cobre + cromo, ndo variou estatisticamente com a massa de 1,04 mg L em
ambos o0s tempos testados; ja o tratamento com cobre produziu maior
quantidade de biomassa no tempo de 96 horas (1,48 mg L'!) do que no tempo
de 144 horas (1,31 mg L?).
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Tabela 3. Producéo de exopolissacarideos e de biomassa celular em meio de
PSYiiq por R. tropici e eficiéncia relativa de producdo de EPS, controle (sem a
presenca de ions metdlicos); cobre (Cu?*a 0,1 mmol L?); cromo (Cré* a 0,05
mmol L) e solucdo das misturas dos dois ions metalicos cobre + cromo (Cu?*a
0,1 mmol L't + Cr8* a 0,05 mmol L), mantido sob agitacdo 150 rpm, 28 °C por
96 horas e 144 horas.

EPS Biomassa Relacdo EPS/Biomassa
Tratamentos (/L) (mg/L) (%) pH
96 h 144 h 96 h 144 h 9%6h 144 h
controle 397ab 314 ab 156 a 153 a 2,63 ab 2,01 ab 6,68
cobre 522 a 467a 148 ab 13l ab 3,75 a 379 a 6,68
cromo 158 b 058 b 091 b 088 b 175 ab 067 b 6,60
cobre+cromo 0,77 b 153 b 104 ab 104 ab 074 b 1,50 ab 6,73

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferenciam entre si estatisticamente.

Os EPSs possuem diversas funcdes uma delas é proteger as células de
vida livre, organizadas em biofilmes ou mesmo em simbiose com plantas (LAUS
etal., 2005; GLENN et al., 2007). As bactérias podem sintetizar uma ampla gama
de biopolimeros que apresentam material com propriedades adequadas para
serem empregados em inumeras aplicacdes no setor industrial (REHM, 2010).
Tanto os fatos naturalmente intrinsecos as alteracbes do ambiente, como as
condi¢Oes artificiais de cultivo podem influenciar a producéo de EPS e outras
biomoléculas produzidas pelos microrganismos. O meio de cultivo influéncia no
crescimento celular e na producao de EPS e, alteragcdao em algumas fontes de
carbono podem estimular ou diminuir a producéo de EPS (STAUDT et al., 2012).
Diferentes concentracdes de Oleo diesel (0,1 — 10%) e sucrose (como fonte de
carbono) suplementado ao meio de cultivo PSYiiq estimulou a producao de EPS
do isolado de R. tropici (SEMIA 4080) (CASTELLANE et al., 2017).

Os principais monossacarideos detectados por RP-HPLC sao D-glucose,
D-galactose, L-rhamnose e D-manose com variacbes em suas proporc¢des de
acordo com o tratamento de metal usado (Tabela 3). Castellane et al. (2014)
indentificaram as unidades de acucar de repeticdo de EPS a partir de cepas de
Rhizobium tropici e encontraram como componentes majoritarios o0s

monossacarideos glicose e galactose, com baixo teor de manose, ramnose,
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acido glucurénico e 4cido galacturdnico, ao usar sacarose como substrato. Estes
EPS relatados aqui também contém &cidos urdnicos, como o acido D-
glucurénico e o acido D-galacturdnico. Staehelin et al. (2006) verificaram que o
EPS acido sintetizado por Rhizobium sp. NGR234 foram compostos por residuos
de galactosilo glucosilo, galactosilo, glucuronosilo e 4,6-piruvilados com ligagdes
glicosidicas B-1,3, p-1,4, p-1,6, a-1,3 e a-1,4. Priyanka et al. (2015) observou que
EPS sintetizado por Rhizobium sp. PRIM-18 foi formado por glicose, galactose e
manose (6.1: 1.8: 1). Nenhum trabalho, relata até o0 momento a producédo e
caracterizagdo de EPS produzidos por microrganismos em meios de cultivo
suplementados com metais pesados, fato este que mostra a relevancia desta

pesquisa.
5.6. Producéo de polihidroxibutirato (PHB) com e sem metal

A quantidade de PHB produzida foi determinada apés o término do tempo
de cultivo de 144 horas, a partir de 1 g de célula seca (m/m). Ao cultivarmos a
bactéria R. tropici em meio PSYiq controle e com a presenca de cobre a
quantidade de PHB né&o foi estatisticamente diferente. Apesar do tratamento
contendo cobre ndo diferir estatisticamente do tratamento controle, a presenca
do ion cobre promoveu um aumento de 46,66% de PHB. Este dado é muito
importante, pois a producdo em larga escala para uma futura aplicacdo em
processo industrial de producdo deste biopolimero, em que apenas com o
incremento do sal metalico, 0 que ndo onera 0 processo, por se tratar de uma
concentracéo irriséria, tendo em vista que proporcionara um aumento de quase
50% de producéo de PHB. Em relagéo ao cultivo em meio PSYiiq suplementado
com cromo e cobre + cromo apresentou uma reducéo da producédo de PHB em
torno de 73,33% e nao diferiram com o tratamento controle. Os PHBs
(constituido de unidades repetidas de 4 atomos de carbono) e os PHAs sao
acumulados intracelularmente por bactérias como reservas de fontes de carbono
e/ou energia sob a limitacdo de um nutriente que é essencial para seu
desenvolvimento como nitrogénio, fosforo, enxofre ou oxigénio (FIGUEIREDO et
al., 2014). E considerada uma alternativa para a substituicdo de plasticos nao
biodegradaveis, pois sdo completamente biodegradaveis, podendo ser utilizado

na medicina, devido a sua biocompatibilidade. De acordo com Wang et al.
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(2007), que testou diversas fontes para quantificar a producao de PHB e EPS,
os resultados mostraram que a producdo especifica de PHB apresentou uma
correlacdo exponencial com as células, taxa de crescimento e taxa de producao
EPS. Além disso, o PHB foi observado como o principal armazenamento de
carbono e fonte de energia por Ralstonia eutropha em condi¢es limitadas de
nitrogénio. O rendimento de PHB na glicose atingiu valor de 0,34 g/g em
concentracdes de glicose de 38,2 g L e (NH4) 2S04 de 3,2 g L%, mostrando
como a fonte, influéncia tanto a producédo de PHB quanto de EPS (WANG et al.,
2007). Isolado de Bacillus spp. apresentou melhor producédo de PHB com glicose
como fonte de carbono e peptona como fonte de nitrogénio, capaz de acumular
55,6; 51,6; 37,4 e 25% de PHB quando foram utilizados como fontes de carbono
0 bagaco de cana-de-acucar (pré-tratado), espiga de milho, palha de tefe
(Eragrostis tef) e casca de banana (GETACHEW & WOLDESENBET, 2016).

O polihidroxibutirato € um produto utilizado para sintetizar plastico
biodegradavel, sendo capaz de ser produzido por uma grande variedade de
organismos por se tratar de recursos renovaveis, esta biomolécula tem potencial
para substituir os plasticos convencionais cuja matéria-prima sdo combustiveis
fosseis. Apesar destas vantagens, o PHB ainda é uma matéria-prima
comercialmente subutilizada em relacdo aos plasticos sintéticos a base de
petréleo (MOZUMDER et al., 2014). Embora o aumento do preco do petrdleo e
da consciéncia sobre a producéo comercial de PHB, os principais inconvenientes
€ o0 alto custo de producdo desta biomolécula. Segundo Mozumder e
colaboradores (2014) os fatores que afetam a economia do PHB incluem os
custos das matérias-primas e dos processamentos. Os mesmos autores relatam
a importancia de compreender e otimizar o processo de fermentacdo para a
producédo desta de PHB. Diante disto nosso trabalho tem muito a contribuir uma
vez que néo ha relatos na literatura de meios de cultivo suplementados com sais
metalicos, além da importancia do cobre para um aumento de aproximadamente
50% da producéode PHB.



44

Tabela 4. Producéo de polihidroxibutirato (PHB) e eficiéncia relativa de producgé&o
de PHB produzido por R. tropici cultivado em meio PSYiq nas respectivas
condicdes: controle (sem a presenca de ions metalicos); cobre (Cu?*a 0,1 mmol
L-1); cromo (Cré* a 0,05 mmol L) e solucéo das misturas dos dois ions metalicos
cobre + cromo (Cu?*a 0,1 mmol Lt + Cré* a 0,05 mmol L), mantido sob agitacédo
150 rpm, 28°C por 144 horas.

PHB Relacédo PHB / célula
Tratamento
(¢)) (%0)
controle 0,15 ab 15,31 ab
cobre 0,22 a 21,64 a
cromo 0,04 b 4,09 b
cobre + cromo 0,04 b 421 b

Dados seguidos de mesmas letras ndo diferenciam estatisticamente entre si.

De acordo com a Figura 6 podemos observar a producdo de PHB no
interior das células da rizobactéria R.tropici nas diferentes condi¢des de cultivo
testada: controle (meio de cultura PSYiig), cobre (meio PSYiiq + Cu?* 0,1 mmol L-
1), cromo (meio PSYiiq+ Cré* 0,05 mmol L) e cobre + cromo (meio PSYiiq+ Cu?*
0,1 mmol L1+ Cré* 0,05 mmol L1). A Figura 6.A é a imagem de microscopia de
transmissao do interior de células do R. tropici cultivada em meio PSYiiqsem a
presenca dos ions metdlicos. As células bacterianas referentes ao tratamento
controle demonstra a presenca de grandes granulos de PHB no interior das
células (indicados pela seta branca). Células de R. tropici cultivadas em meio
PSYiq + Cu?* (0,1 mmol L?) apresenta granulos menores comparados ao
tratamento controle, mas presente em todo o citoplasma da célula (seta branca)
e a presenca de ions Cu?* concentrado no vacuolo (seta preta), ilustrados na
figura 6.B. O tratamento com meio PSYiq + Cré* (0,05 mmol L) apresenta
poucos granulos de PHB e pequenos vacuolos contendo o ion cromo, seta
branca e preta, respectivamente na Figura 6.C, o metal pode ser observado
aderido a parede celular. A Figura 6.D apresenta poucos e pequenos granulos
de PHB e a presenca de ions em mistura Cu?* (0,1 mmol L) + Cr®* (0,05 mmol

L-1) em vacuolos no interior do citoplasma.
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Figura 6. Microscopia eletrénica de transmissao (MET), as células foram examinadas no final do
experimento no tempo de 72 horas, (A) controle sem a influéncia de ions metalicos, (B) cobre
(Cu?*a 0,1 mmol L); (C) cromo (Cr8* a 0,05 mmol L), (D) cobre + cromo (Cu2*a 0,1 mmol L +
Cré* a 0,05 mmol?), mostrando o acimulo dos granulos de PHB (setas brancas), e o acimulo

dos ions metélicos (setas pretas). Barra de 500 nm.

Apesar da literatura relatar que a producdo de EPS é inversamente
proporcional & producéo de PHB pelas células de bactérias (TAVERNIER et al.,
1997) observamos o presente trabalho que a células bacterianas de R. tropici
qguando cultivadas em meio suplementado com cobre (0,1 mmol L) promoveu
elevacdo da produgdo dos dois biopolimeros. Diante disto, ressaltamos a
importancia de novos estudos investigando as vias metabdlicas da EPS e PHB
na presenca de cobre

5.7. Andlise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de

Fourier (Fourier Transform, FTIR)

A analise de espectroscopia de FTIR da composi¢cdo molecular do
exopolissacarideos (EPS), e também dos polihidroxibutiratos (PHB), produzidos
em meio PSYiiq na auséncia (controle) e presenca dos ions metalicos cobre (Cu?*
a 0,1 mmol L?); de cromo (Cr a 0,05 mmol L) e a mistura dos dois ions
metalicos [Cu?* (0,1 mmol L) + Crb* (0,05 mmol L) ]. Os espectros obtidos a
partir da analise dos EPSs obtidos, produzidos pela rizobactéria R. tropici,
cultivada nas condicdes descritas, foram analisados e as e bandas de absorcao
foram identificadas para revelar a estrutura polimérica (Figura 7). Em
polissacarideos, a banda larga com méaximo de absorcdo na regido de 3250 a
3300 cm? resulta do estiramento das ligagdes de grupamentos hidroxilas
presentes no EPS. As presencas de grupamentos hidroxilicos estao diretamente
ligadas a solubilidade do EPS em agua (KARBOWIAK et al., 2007). As bandas
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na regido de 2.920 cm™ representam estiramento de ligacdes C-H de grupos
metil (-CHz2-), encontrados em hexoses ou em desoxihexoses. Pode-se atribuir a
banda a 1.726 cm™ ao estiramento C=0 do grupo carbonila de ésteres. Pode-se
observar uma banda em 1.611 cm, que pode ser atribuida deformagéo angular
do grupamento -OH. No espectro do EPS produzido na presenca de cromo, esta
banda esta mais deslocada para a regido de 1643 cm™, regido também atribuida
a deformacdo angular de -OH. Estes sinais (1.611 e 1.643 cm-1) estdo mais
relacionados ao esqueleto de monossacarido do EPS. O espectro de FTIR do
EPS também apresenta sinais préoximos a 1.400 cm e 1.250 cm, atribuidos ao
estiramento assimétrico do carboxilato e ao estiramento do grupo C=0,
respectivamente. As bandas de absor¢cdo com maior intensidade na regido de
1.000-1.040 cm! sugerem a presenca de mondmeros de aclicar no EPS, como

glicose e galactose.
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Figura 7. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) do
exopolissacarideos (EPS) produzido por R. tropici, em meio PSYiq suplementado com ions
metdlicos cobre (Cu?*a 0,1 mmol L*); de cromo (Crf*a 0,05 mmol L1) e cobre +cromo [Cu?* (0,1

mmol L) + Crb* (0,05 mmol L) ] sob agitagédo de 150 rpm, 28 °C, por 144 h.

Os espectros obtidos a partir da analise de PHBs produzidos pela
rizobacteria sob as condi¢bes descritas acima, foram analisados e apresentaram
bandas caracteristicas da estrutura do PHB (Figura 8). Observou-se bandas de
estiramento de ligacdes C-H de grupos metil com picos em 2.975, 2.930 e 2.853
cm?, resultado semelhante foi relatado por Getachew e Woldesenbet (2016). A

banda intensa a 1.719 cm™ pode ser atribuida a deformacédo axial da ligacéo
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C=0 no grupo éster. As bandas de absorcdo de 1728 e 1741 cm™ sdo bandas
de marcadores Polihidroxialcanoato (PHA) alocadas aos alongamentos carbonil
C=0 dos grupos éster localizados na cadeia de estruturas cristalinas
extremamente ordenadas (RANDRIAMAHEFA et al., 2003). A deformacéo
angular assimétrica e simétrica da ligagcdo C-H no grupo metil resultou em
bandas em 1.453 e 1.379 cm™. As bandas observadas em 1.275 cm™ e 1.225
cm?® estdo relacionadas a deformacéo axial da ligagdo C-O-C, no grupo éster.
As bandas identificadas em 1.130 cm? e 1.180 cm? sdo atribuidas,
respectivamente, aos estiramentos simétricos e assimétricos do grupo C-O-C. O
alongamento de outros picos entre 990 - 430 cm™ corresponde a presenca de
halogenetos de alquilo (SELVAKUMAR et al, 2011, GETACHEW &
WOLDESENBET, 2016). Estas todas as bandas de absorcdo proeminentes

confirmam que o polimero extraido de todas as amostras era polihidroxibutirato.
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Figura 8. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) de
polidroxibutiratos (PHB) produzido por R. tropici, em meio PSYiq suplementado com ions
metdlicos cobre (Cu?* a 0,1 mmol L1); de cromo (Cr8* a 0,05 mmol L1) e cobre +cromo [Cu?* (0,1
mmol L) + Cré* (0,05 mmol L1)], sob agitagdo de 150 rpm, 28 °C, por 72 h.

Todas as amostras de polihidroxibutirato (PHB) apresentaram o mesmo
padrao de picos de absorbancia, pela presenca dos ions metalicos cobre (0,1
mmol -1); cromo (0,05 mmol L) e os dois ions em mistura nas mesmas
concentracfes. Com os dados coletados constamos que a presenca dos ions
metalicos (cobre e cromo) adicionado ao meio de cultivo, ndo altera os grupos

funcionais presentes nas biomolélulas de EPS e PHB produzidos por R. tropici
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5.8. Efeito dos ions metdalicos na expressdo génica em Rhizobuim tropici
5.8.1. Expressao dos genes exoR e exoZ

A avaliacdo da expressdo dos genes exoR e exoZ da rizobactéria
Rhizobium tropici foi realizada através da técnica de quantificacéo relativa em
PCR em tempo real, em diferentes condigbes de tratamentos: meio de cultivo
PSYiiq suplementado com ions cobre (Cu?* a 0,1 mmol L%); cromo (Cré* a 0,05
mmol L) e cobre + cromo [Cu?* (0,1 mmol L) + Cré* (0,05 mmol L?) ], nas trés
fases de desenvolvimento, (lag, log e estacionéria), nos tempos 24; 48; e 120
horas. Apdés amplificacdo dos genes e do controle endégeno Sig A rRNA,
observa-se os seus respectivos valores de Ct (Cycle threshold), (Figura 9 e
Tabela 5) (TCHOUNWOU et al.,2012). De acordo com os valores do Ct pode-se
detectar o limiar onde a fase exponencial da curva de amplificacdo se inicia; este
ponto permite a quantificagdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia,
exemplificado na Figura 9 (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004). Nas reacdes de
PCR utilizou-se o SYBR Green esta molécula absorve e emite luz em um
comprimento de onda especifico, proporcionando o acompanhamento da reagao
ao longo dos ciclos, por se tratar de um intercalante de fitas duplas que emite
fluorescéncia, inclusive quando se liga a moléculas nédo-alvo, como dimeros de
oligonucleotideos iniciadores amplificados ou algum outro produto nao
especifico. Portanto, € necesséario avaliar a especificidade da reacdo. Para
solucdo destes problemas, realizou-se a andlise de dissociacao.

Figura 9. Grafico de amplificacdo do gene exoR e exoZ da rizobactéria R. tropici em meio
PSYiiq acrescido de ions metélicos cobre (0,1 mmol L); cromo (0,05 mmol L-1) e cobre (0,1

mmol L-1) + cromo (0,05 mmol L-1), nas fases fases de desenvolvimento (24, 48 e 120 horas).
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Tabela 5. Valores de Ct da reacdo em tempo real de R. tropici em meio PSYiiq
acrescido de ions metalicos cobre (0,1 mmol L1); cromo (0,05 mmol L-1) e cobre
(0,2 mmol L-1) + cromo (0,05 mmol L-1), nas fases fases de desenvolvimento
(24, 48, 72, 120 horas).

Amostras Ctdo gene de interesse
exo R exo Z Sig A

controle 24h 26,84 30,74 30,27
controle 48h 26,02 27,77 27,89
controle 120h 26,69 28,47 27,38
cobre 24h 25,23 27,46 26,01
cobre 48h 25,36 29,04 28,65
cobre 120 h 22,83 26,43 27,11
cromo 24h 26,83 28,34 28,97
cromo 48 h 26,88 30,07 30,11
cromo 120h 23,59 27,68 27,1
Cu+Cr 24h 22,39 26,6 26,33
Cu+Cr48h 24,9 28,5 28,78
Cu+Cr 120h 25,25 31,54 29,48

A estimativa da expressdo dos genes exoR e exoZ foi realizada pelo
método comparativo Ct (SCHMITTGEN et al., 2008). Os resultados das
expressfes dos genes exoR e exoZ, estimados pela aplicacdo do método
comparativo Ct (222, em relacdo a expressao do gene de referéncia, Sigma,
entre as amostras tratadas com cobre, cromo e cobre + cromo, nos tempos de
24, 48 e 120 horas, e nao tratadas (controle), estdo demonstrados na figura 10.
A partir dos resultados mostrados nesta figura pode se extrair que a média das
expressdes do gene exoR, quando comparado no tempo de 120h com o gene
exoZ, foi 5,8 vezes maior. Também € possivel observar que o tratamento com
cromo reduziu a expressdo do gene exoR, quando comparado aos demais
tratamentos. Os tratamentos com cobre ou cobre+cromo apresentaram efeitos
opostos sobre as expressfes dos genes exoR e exoZ: para 0 exoR houve

aumento na expressao, enquanto para o exoZ houve reducéao, este fato condiz
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também com os demais testes realizados aonde a producdo de
exopolissacarideos da rizobacteria R. tropici tratamento cobre + cromo teve uma
baixa producdo. As imagens de microscopias de transmissdo mostram que
muitos destes metais formam complexos, a bactéria possui diversos
mecanismos de resisténcias a concentracdes elevadas de metais; um deste é a
bomba de efluxo, que elimina os metais que ndo serdo utlizados pelo
metabolismo celular, proporcionando desta forma a viabilidade celular. Quando
cultivada com o ion metalico cobre, que é essencial para o funcionamento de
diversas enzimas, observamos o aumento da producdo deste biopolimero; fato
este comprovado na andlise de expressao génica. Com o decorrer do tempo a
expressao destes genes, responsaveis pela bioissintese de exopolissacarideos,
se da provavelmente na fase de declinio onde diminui o nimero de células em
relacdo ao crescimento, isso ocorre devido adeplecéo de nutrientes esséncias e

0 acUmulo de substancias inibidoras.
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ao génica

8 Cromo exo R
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Figura 10. Nivel de expressdo génica do gene exoR e exoZ para as amostras de R. tropici, nos
tempos de 24; 48; e 120 horas no meio PSYiiq suplementado com ions metalicos cobre (0,1 mmol
L1); cromo (0,05 mmol L) e cobre (0,1 mmol L) + cromo (0,05 mmol L1).

As células bacterianas possuem diversos mecanismos de defesas, o que
permite a adaptacdo aos fatores adversos e variagdes do meio. Foram
encontrados e registrados genes de bactérias, que codificam resisténcia
especifica para diversos ions metalicos (Ag*, AsO?%, AsO4*, Cd?*, Co?*, GrOgz,

Cu?*, Hg?*, Ni?*, Sb%", TeOs?> e Zn?*), que confere protecdo as células
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bacterianas contra ambientes hostis (JI & SILVER, 1995). Dentre os mecanismos
de resisténcias, o principal que as bactérias utilizam para superar a toxicidade
aos ions metalicos € através do efluxo destes elementos do citoplasma (LI et al,
2013). Em rizébios, proteinas capazes de identificar a presenca de ions
metélicos regulam bombas de efluxo de metais. Um exemplo é o gene omp que
codifica uma proteina putativa de membrana externa, similar as proteinas de
efluxo. Este gene e outros trés genes a jusante do omp formam um operon que
sdo induzidos pelo fon metalico Cu?*, este operon parece estar envolvido na
homeostasia de cobre biavalente em Sinorhizobium meliloti (CCNWSX0020) (LI
et al., 2013). Su et al. (2011) relatam que bactérias Gram-negativas, como a E.
coli, utilizam complexos de efluxo tripartido na familia de nodulacao-de-células
de resisténcia (RND) para expulsar diversos compostos toxicos da célula. Os
trés componentes dos complexos RND de efluxo séo: (1) uma proteina de fusao
de membrana ligando (2) a um transportador de membrana interna de ligagao de
substrato a (3) um canal ancorado na membrana externa no espaco
periplasmico. O cobre é necessario dentro das mitocondrias para fornecer os
sitios CuA e CuB intramembrana do citocromo oxidase, dentro da rede trans-
Golgi para fornecer cuproproteinas secretadas e dentro do citosol para fornecer
superéxido dismutase 1 (Sodl) (ROBINSON & WINGER, 2010). As
cuproproteinas procariéticas sdo encontradas na membrana celular e no
periplasma de bactérias Gram-negativas. Os autores presumem que a fenda
periplasmatica de CusA permanece fechada quando néo ha a presenca de ions
cobre e prata, sendo esta uma regido carregada conservada que caracteriza o
revestimento do canal de retransmisséo de metioninas essenciais (DELMAR et
al.,, 2013; SU et al.,, 2011). Portanto, € possivel que estes aminoacidos
conservados carregados sejam responsaveis pela entrega dos ions metalicos.
Dentre os estudos relatados observamos o quéo importante € o ion cobre em
concentracdes ideais para bactérias, estando ligado a uma malha de processos

bioquimicos.
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6. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a rizobactéria Rhizobium tropici
apresentou maior sensibilidade a concentracdo do ion cromo que ao ion cobre.
A rizobactéria apresentou crescimento celular nas concentracdes de 0,05 mmol
Lt e 0,1 mmol L?*, mostrando-se sensibilidades as demais concentracées
testadas. Os ions metdlicos Cu?* e Cr®* e sua mistura, nas concentracoes
determinada pelo ensaio de CMI ndo afetou a viabilidade das células de R.
tropici. Houve reducéo na producédo de EPS e PHB nos tratamentos cujo meio
de cultivo foi suplementado com Cr8* (0,05 mmol L) e a mistura dos dois (Cu?*a
0,1 mmol Lt + Cr®* a 0,05 mmol L), guando comparado ao tratamento controle.
Quando acrescido ao meio de cultivo o ion metalico Cu?* na concentracédo 0,1
mmol L'* houve um aumento da producdo em até 48% de EPS e 46,66% de PHB,
em relacdo ao controle, ap6s 144 horas. O estudo de FTIR indicaram minimas
diferencas nos grupos funcionais presentes nas moléculas tanto de EPS quanto
de PHB produzidos nos meios suplementados com os ions metalicos, em relacdo
ao tratamento controle. As analises de RT-PCR mostraram que os ions metalicos
influénciam na expressao dos genes exoR e exoZ responsaveis pela biossintese
do biopolimero EPS, os tratamentos com cobre ou cobre + cromo apresentaram
efeitos opostos sobre as expressdes dos genes exoR e exoZ: para 0 exoR houve

aumento na expressdo, enquanto para o exoZ houve reducéo
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