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SELECAO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS COM POTENCIALIDADES
PARA A BIORREMEDIACAO DE AMBIENTES CONTAMINADOS COM
HIDROCARBONETOS DE PETROLEO E/OU DERIVADOS

Autora: Natalia Carvalhaes de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. José Daniel Goncalves Vieira
RESUMO

Microrganismos endofiticos vivem no interior de plantas sem causar danos
aparentes no hospedeiro, muitas vezes auxiliando na sobrevivéncia do vegetal,
auxiliando seu crescimento com producao de fitormdnios, solubilizagdo de fosfatos,
fixacdo de nitrogénio e producdo de enzimas, ou metabolizando alguns compostos
contaminantes organicos, como petroleo e/ou derivados. O objetivo deste trabalho
foi isolar e identificar microrganismos endofiticos de vegetais presentes em areas
impactadas, assim como testar sua capacidade de degradacéo de petréleo e alguns
derivados, identificar seu perfil para a producdo de bacteriocinas, capacidade de
fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, producdo de &cido indol-acético
(AIA) e enzimas. Amostras vegetais foram coletadas em uma area impactada com
lama asféltica e desinfectadas superficialmente utilizando etanol 70%, hipoclorito de
sédio e agua destilada esterilizada. Depois de fragmentadas e maceradas, as
amostras foram incubadas a 30° C por cerca de 72 horas, quando se observou
crescimento de microrganismos nos meios de cultura: Agar nutriente, meio TSA
(Tryptone Soya Agar) e meio de King. A verificacdo da capacidade de degradagéo
de petréleo e derivados foi realizada em placas de ELISA, expondo a bactéria a
uma solugdo contendo meio de cultura Minimo, solu¢do do corante DCPIP (sal de
sédio de 2,6-dicloroindofenol) e petréleo ou derivado testado (6leo queimado, 6leo
lubrificante, 6leo diesel e gasolina). A leitura positiva para degradacéo foi observada
pela descoloracdo do DCPIP. Entre nove bactérias testadas, trés apresentaram
atividade degradativa em diferentes fracdes de petroleo, dleo diesel e gasolina, e as
demais apresentaram variados perfis. Este resultado mostra a potencialidade
desses microrganismos para aplicacdo em processos de biorremediacdo. A
producdo de AlA foi testada em meio TSA acrescido com triptofano e somente uma
amostra apresentou resultado positivo, enquanto nenhuma foi considerada
solubilizadora de fosfatos. Para teste de fixacdo de nitrogénio os isolados foram
inoculados em meios livres de nitrogénio, apresentando crescimento apds 24 horas
de incubacdo, no entanto ndo apresentaram resultados positivos no teste de
reducdo do acetileno, que confirma atividade da enzima nitrogenase. As amostras
apresentaram variados perfis para a producdo e atuacdo das bacteriocinas frente
aos isolados clinicos testados. N&o foi detectada atividade das enzimas
endoglucanase, celulolitica e pectinolitica, mas sim de esterases, 3- glucosidases,
proteases e amilases. Alguns isolados foram identificados a partir do
sequenciamento da regido 16S DNA, cuja sequéncia foi comparada a um banco de
dados (GenBank) e entdo diagnosticados como Bacillus cereus, Staphylococcus
pasteuri e Pseudomonas sp. Foi confirmada a caracterizacdo de bactérias
endofiticas isoladas de plantas de Cerrado com potencial para utilizagdo em
biorremediacéo, promoc¢éo de crescimento vegetal e diversa producdo enzimética,
com potencialidades para utilizagdo em industria farmacéutica, alimenticia, téxtil,
entre outras.

Palavras-chave: microrganismos endofiticos; biorremediagdo; enzimas; atividade
antimicrobiana.



SELECTION OF ENDOPHYTIC MICROORGANISMS FOR
BIORREMEDIATION IN IMPACTED SOILS WITH PETROLEUM
HYDROCARBONS AND DERIVATES

Autora: Natalia Carvalhaes de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. José Daniel Goncalves Vieira

Endophytic microorganisms live inside plants showing no apparently damage
for the host, often assisting in survival of plants, helping its growth with
production of phytohormones, phosphates solubilization, nitrogen fixation and
enzymes production, or they can metabolize organic contaminants, like
petroleum and derivates. This work aimed to isolated and identified endophytic
microorganisms of plants present in impacted areas, as well as test their ability
in petroleum and its derivatives degradation, identify bacteriocin production, to
test their nitrogen fixation capability, phosphate solubilization, indol-acetic acid
(IAA) and enzymes production. Plant samples were collected, in an area
impacted with asphaltic and mud, were superficially disinfected using 70%
ethanol, sodium hypochlorite and sterile distilled water. After macerated and
fragmented, the samples were incubated at 30°C for about 72 hours, when
growth of microorganisms was observed in culture media: Nutrient Agar, TSA
(Tryptone Soya Agar) and King medium. The verification of petroleum and
derivatives degradation capacity was performed in ELISA plates, exposing the
bacteria to a solution of Minimal Medium, the dye DCPIP solution (2,6-
dicloroindofenol sodium salt) and petroleum or derivative tested (burning oil,
lubricating oil, diesel oil and gasoline). A positive reading for degradation was
observed by discoloration of DCPIP. Among nine bacteria tested, three showed
degradative activity in different fractions of petroleum, diesel oil and gasoline,
and others showed different profiles. This result shows the potential of these
microorganisms for application in bioremediation processes. The production of
IAA was tested on TSA medium supplemented with tryptophan and only one
sample was positive, while none was considered phosphate solubilizing.
Testing the nitrogen fixing, samples were inoculated for a free nitrogen culture
media, showing growth after 24 hours of incubation (positive results), however
it's isolated did not show positive results in the acetylene reduction test, which
confirms activity of the enzyme nitrogenase. The samples showed different
profiles for the production and activity of bacteriocins against the clinical isolates
tested. There were no detected activity of endoglucanase, cellulolytic and
pectinolytic enzymes, but esterases, B-glucosidases, proteases and amylases
were positive. Some isolates were identified from the sequencing of 16S DNA,
whose sequence was compared to database (GenBank), and then diagnosed
as Bacillus cereus, Staphylococcus pasteuri and Pseudomonas sp. The
endophytic bacteria isolated from Cerrado plants confirmed their potential for
use in bioremediation, plant growth promotion and diverse enzyme production,
with potential for use in pharmaceutical, food, textiles, among others.

Key-words: endophytic microorganisms; bioremediation; enzymes; antimicrobial
activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Microrganismos Endofiticos

Os microrganismos estdo presentes nos mais variados ambientes,
interagindo com diversas formas de vida. Suas caracteristicas peculiares
conferem adaptacdo e sobrevivéncia em ambientes considerados hostis,
desempenhando papel fundamental na manutencdo de ecossistemas, como
exemplo temos sua atuacdo nos ciclos biogeoquimicos. Um fator limitante no
estudo de diversidade microbiana € a reproducéo das condi¢ces ambientais em
laboratorio, ainda um objetivo a ser alcancado. Estudos comparativos indicam
gque menos de 1% dos microrganismos presentes na hatureza sao cultivados
através de métodos convencionais (Rozsak & Colwell 1987, Pace 1997). Assim
como ainda nao é possivel determinar grande parte da diversidade microbiana,
tdo pouco € possivel delimitar quais séo todos os tipos de interacfes possiveis
entre microrganismos e outros integrantes do ecossistema (Rozsak & Colwell
1987, Pace 1997).

Uma das interag@es realizadas por microrganismos ha muito conhecida
ocorre com vegetais, em que bactérias e fungos sdo responsaveis pelo
processo de fixacdo do nitrogénio, sendo denominadas genericamente
diazotroficas e micorrizas, respectivamente. Essas bactérias diazotroficas estdo
associadas a raizes de plantas e atuam reduzindo o N, atmosférico a NH,",
tornando-o disponivel para utilizacdo. Essa € uma relacdo simbidtica, onde a
bactéria fornece nitrogénio para a sintese protéica e a planta fornece fontes de
energia para o metabolismo bacteriano. Os géneros mais comuns sao
Rhizobium e Bradyrhizobium, associados as leguminosas. Algumas bactérias
nao-simbidticas encontradas no solo também realizam essa fixacdo, como
exemplares dos géneros Azotobacter, Azotococcus, Beijenrickia e Clostridium
(Raven et al. 2001).

Existem microrganismos que vivem na superficie de plantas,
denominados epifiticos, e outros que vivem em seu interior, os endofiticos. Os
fitopatdgenos estdo entre os endofiticos, embora haja diferencas significativas
demonstradas desde o século XIX por Bary em 1866 (Azevedo 1999, Carrim

2005). A limitagcdo em cada categoria é questionavel, pois existem populacdes
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bacterianas que podem flutuar entre a colonizacdo epifitica e endofitica,
fitopatogénicas ou ndo, de acordo com as condi¢gdes ambientais em que se
encontram ou da interagdo com outros microrganismos presentes no mesmo
ambiente (Hallmann et al. 1997).

Microrganismos endofiticos sdo aqueles que vivem uma parte ou todo o
seu ciclo de vida no interior de plantas sem causar danos aparentes ao
hospedeiro ao contrario dos fitopatégenos (Azevedo 1999). A principio eram
definidos como assintomaticos, mas sua importancia vem crescendo depois de
verificadas suas propriedades que auxiliam a sobrevivéncia do vegetal, como
melhoria na resisténcia a estresses bioldgicos e abidticos (Hallmann et al.
1997), possibilitando o aumento na habilidade dos vegetais em resistir a
patdgenos, herbivoros e outros vegetais (Wei et al. 1996, Sturz et al. 1998,
Elliot et al. 2000). Estes organismos recebem nutrientes e protecdo da planta
hospedeira e produzem alcaldides, enzimas, antibidticos e outras substancias
gue protegem e auxiliam a planta em condigbes de estresse (Azevedo et al.
2000).

Os microrganismos endofiticos ainda sdo pouco estudados e, embora
tenham sido descritos desde o século XIX, s6 receberam importancia no final
do século XX a partir do final dos anos 70. A primeira espécie identificada foi
Herbaspirillum seropedicae, por Baldani et al. em 1986 (Radwan et al. 2004).

Por estarem em intima associacdo com 0Ss vegetais, esses
microrganismos sdo considerados fonte de grande potencial biotecnolégico
ainda ndo totalmente conhecido. Entre as possiveis aplicacdes biotecnoldgicas
dos produtos naturais provenientes desses microrganismos estdo a utilizacao
em medicina, industria farmacéutica e agricultura (Strobel & Daisy 2003).

A capacidade de sobreviver dentro do vegetal € uma vantagem para 0s
microrganismos endofiticos, j& que ndo estdo expostos as adversidades
ambientais e encontram pouca ou nenhuma competicdo, tornando-os
candidatos a testes para controle biolégico (Misaghi & Donndelinger 1990).

Em cada vegetal podem ser encontrados Vvarios microrganismos
associados, portanto essa diversidade € dificil de ser estimada. A colonizacao
esta relacionada com a interagcdo entre o genotipo do vegetal e o do
microrganismo, embora esse processo ainda néo tenha sido totalmente

elucidado. Segundo Misaghi & Donndelinger (1990) as relagbes entre esses
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microrganismos e 0s vegetais envolvem processos coevolutivos, influenciando
mecanismos fisiolégicos dos mesmos por processos ainda ndo totalmente
elucidados.

Oliveira et al. (2003) afirmam que o encontro entre a planta e os
microrganismos pode ocorrer de forma passiva, quando 0s microrganismos sao
levados por solu¢des do solo, ou de forma ativa, através de movimentagédo dos
microrganismos em direcdo as raizes direcionados por quimiotaxia em direcao
a exudatos radiculares (fontes de carbono) existentes na regido da rizosfera.
ApoOs esse primeiro contato, existem fatores que influenciam a colonizacéo
como teor de matéria organica e nitrogénio, temperatura, densidade do solo,
existéncia de predacao por protozoarios, qualidade dos exudatos radiculares,
densidade populacional e antibiose (Benizri et al. 2001).

Em geral, esses microrganismos podem estar localizados em espacos
intracelulares, intercelulares ou em tecido vascular, tanto de partes aéreas
como das raizes. As raizes sdo consideradas sua principal porta de entrada,
por apresentarem arranhfes que servem de entrada para oS microrganismos
presentes no solo. Outras portas de entrada sdo os estdématos, hidatodios,
lenticelas e feridas causadas por insetos. Além disso, a producdo de enzimas
facilita a penetracdo ativa destes organismos, podendo também, serem
transmitidos via semente (Azevedo et al. 2000). Podem ser detectados por
isolamento em meios de cultura, ou observacdo direta por microscopia Optica
ou eletrbnica. Em estudo realizado por Fischer et al. (1992) com amostras de
milho (Zea mays L.), a maior concentracdo de bactérias endofiticas foi

encontrada na parte basal do vegetal, com niamero decrescente até o topo.

Figura 1. Colonizag&o endofitica por Bacillus mojavencis em milho nos espacgos intercelulares.
Fonte: Bacon & Hinton (2002).



Os vegetais rotineiramente sdo expostos a contaminantes organicos ou
compostos semelhantes, respondendo a esta exposicdo estimulando os
microrganismos endofiticos presentes a defenderem 0s mesmos destes
agentes toxicos (Walton et al. 1994). Por utilizarem tais substancias como
fontes de carbono, os microrganismos vém se apresentando como possivel
alternativa aos meétodos convencionais de tratamento, sendo cada vez mais
empregados na resolucéo de problemas ambientais (Ururahy et al. 1998). Os
vegetais podem recrutar bactérias que possuem genotipos especificos para
essa degradacdo de agentes tOxicos nas raizes ou no interior das mesmas.
Esta selecdo pode ser especifica para determinados contaminantes, o que faz
com que estas bactérias sejam presumidamente protetoras contra os efeitos

fitotoxicos destes contaminantes (Siciliano et al. 2001).

1.2. Potencialidades Biotecnoldgicas

Por estarem presentes no interior dos vegetais, algumas propriedades
conferidas a estes podem ser na verdade provenientes da atividade
microbiana. Muitos enddfitos tém sido isolados de plantas medicinais para
testes de producao de substancias com potencial antibiético, antiparasitarios e
tratamento para cancer em imunocomprometidos (Strobel & Daisy 2003).

A colonizagdo endofitica pelo fungo Neotyphodium lolii em gramineas
promove vantagem na sobrevivéncia do vegetal quando este fica exposto ao
estresse ambiental bidtico e abidtico, como mudanca de temperatura e seca.
Nestes casos de estresse foi comprovado o aumento da populacédo endofitica.
A colonizacdo, neste caso, foi influenciada pela acdo antrépica, onde foi
demonstrada a prevaléncia do fungo em plantas que sofreram pouca ou
nenhuma manipulagdo, consideradas plantas selvagens (Jensen & Roulund
2004).

Existem bactérias que vivem em associacdo com vegetais e podem
afetar seu crescimento, sendo denominadas bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV). Como exemplos dessa capacidade estdo o0s
processos de fixacdo biologica de nitrogénio, disponibilizacdo de nutrientes
para o vegetal, producéo de sideréforos, producao de fitormdnios, solubilizacdo

de fésforos, antibiose e antagonismo a patdégenos (Oliveira et al. 2003). Muitos
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microrganismos endofiticos estdo diretamente envolvidos nesses processos, e
sua intima associagdo com 0s vegetais é um fator fundamental para o seu
sucesso.

A auséncia de nitrogénio é um fator limitante ao crescimento vegetal,
considerando que ndo ha crescimento vegetal na auséncia desse elemento, ja
que este estd presente na constituicAo de importantes moléculas, como
proteinas e acidos nucléicos. Embora seja abundante no ambiente como N,
gasoso (ar atmosférico), essa forma € muito estavel e ndo assimilada por
vegetais e animais, sendo necessario um processo de fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN) para torné-lo disponivel. Esse processo € realizado por um
pequeno grupo de procariotos conhecidos como diazotréficos, que sédo
bactérias com a capacidade de reduzir o N, a uma molécula capaz de ser
incorporada no metabolismo celular, como a aménia (Raven et al. 2001).

As bactérias diazotroficas, podem ser classificadas em trés grupos de
acordo com o modo de associacdo com a planta: diazotréficas de vida livre,
associativas e simbioticas (Evans & Burris 1992). O primeiro grupo €
representado por bactérias de vida livre, heterotroficas encontradas em regifes
de rizosfera, como Beijerinkia fluminensis, Beijerinkia indica, Klebsiella sp.,
Azotobacter chroococcum, Azotobacter paspali e Azotobacter vinelandii (Evans
& Burris 1992). O segundo grupo, de bactérias diazotroficas associativas, €
representado por exemplares que contribuem para o crescimento do vegetal
sem formar estruturas diferenciadas (Evans & Burris 1992). Esse grupo pode
ser dividido em bactérias endofiticas facultativas e obrigatérias. As endofiticas
facultativas podem colonizar tanto a rizosfera quanto o interior das raizes,
enquanto as obrigatérias colonizam exclusivamente o interior das raizes
(Baldani et al. 1997). O terceiro grupo corresponde a bactérias simbioticas que
estdo envolvidas na fixacdo de nitrogénio através da formacdo de estruturas
diferenciadas, como os ndédulos quando ocorre essa associagdo com plantas
leguminosas (Evans & Burris 1992).

O processo de FBN é fundamental para a manutencdo do ciclo
biogeoquimico do nitrogénio. Gragas a essas bactérias fixadoras e outros
organismos decompositores de matéria organica ha uma reciclagem desse
nutriente no ecossistema, tornando-o sempre disponivel e proporcionando

equilibrio no ambiente.



A FBN € um processo realizado por diversas grupos de bactérias, como
microaerdbias dos géneros Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Acetobacter
diazotrophicus, Azorhizobium caulinodans, Azoarcus spp. e Burkholderia spp.;
bactérias aerébias como Azotobacter spp. e Derxia spp.; actinomicetos do
género Frankia e bactérias fotossintéticas (Sprent & Sprent 1990). Minamisawa
et al. (2004) encontrou clostridios, que sao bactérias gram-positivas
anaerdbias, em associa¢gdes com plantas ndo-leguminosas envolvidas em
processo de fixacao de nitrogénio.

Plantas de interesse agricola sdo os principais alvos de estudos das
interacdes endofito-planta, como cana-de-acucar, milho e arroz. Com o
aumento de regifes de cultivo agricola, a quantidade de nitrogénio disponivel
tornou-se um ponto preocupante para a manutencdo de culturas. A utilizacéo
de bactérias fixadoras de N, em associacdo endofitica com vegetais € uma
alternativa a utilizacdo excessiva de compostos nitrogenados, como 0 nitrato,
possibilitando melhoria no rendimento agricola (Marin et al. 1999). Existem
outros fatores, além da melhoria no rendimento de FBN, que sdo importantes
para aumentar o rendimento agricola. A busca por maiores rendimentos
aumenta a procura por microrganismos que tenham a capacidade de realizar
alguns desses processos com eficacia e, por se tratarem de processos
bioldgicos naturais, ndo causam danos ambientais. Entre eles estdo o aumento
na producdo de horménios vegetais e maior disponibilidade de compostos
fosfatados.

Algumas bactérias de vida associada a vegetais sdo produtoras de
fitormbénios, que auxiliam o crescimento vegetal causando diversas
modificacdes, como aumento na absorcdo de nutrientes e agua pelas raizes e
aumento na producao de metabdlitos (Oliveira et al. 2003).

Segundo Radwan et al. (2004), existem algumas bactérias fixadoras de
nitrogénio envolvidas diretamente na producgéo de fitorménios e estimulacdo do
crescimento de plantas, como exemplares dos géneros Azospirilum e
Herbaspirillum. Aparentemente esses hormonios ndo tém efeitos sobre as
bactérias, provavelmente essa producdo ocorra devido a interacdo endofito-
vegetal. Os principais hormoénios vegetais sdo auxinas, citocinas, etileno, acido

abscisico e giberelinas (Oliveira et al. 2003).



Entre as auxinas, a principal € o acido indol-3-acético (AlA), responsavel
por diferenciagcdo de tecidos vasculares, estimulagdo do desenvolvimento do
fruto, promogéao de atividade cambial, inibicdo da abscisdo de folhas e frutos,
estimulacdo da sintese de etileno, dominancia apical, respostas tropicas e
inibicdo ou promocéo da floracdo (Raven et al. 2001). As vias de biossintese de
AlA ocorrem principalmente a partir do aminoacido triptofano, e s&o
classificadas de acordo com seus compostos intermediarios, como os &cidos 3-
indolacetamida, 3-indolpirvico e 3-indolacetonitrilo, sendo que o0s
microrganismos podem selecionar uma determinada via em funcdo do
ambiente (Patten & Glick 1996).

A biossintese de AIA a partir do triptofano utilizando o acido 3-
indolacetamida como intermediario é a via encontrada nas bactérias. Essa via
requer duas enzimas especificas, triptofano monoxigenase e 3-indolacetamida
hidrolase (Figura 2), caracteristica de bactérias como Pseudomonas savastanoi
e Agrobacterium tumefaciens (Taiz & Zeiger 1998). Existe a hipétese de que
bactérias fitopatogénicas utilizem o acido 3-indolacetamida como intermediario,
provocando tumores na planta, enquanto bactérias nao-fitopatogénicas utilizem
a rota pelo &cido 3-indolpiravico (Prinsen et al. 1993, Patten & Glick 1996,
Manulis et al. 1998).

Os solos brasileiros em geral apresentam altas concentracdes de fosforo,
no entanto, este se encontra de forma pouco solluvel e indisponivel para
absorcdo pelos vegetais (Narloch et al. 2002). Alguns microrganismos s&o
capazes de disponibilizar fésforo para absorcdo pelo vegetal através da
mineralizacdo de fosfato organico ou solubilizacdo de fosfato inorganico,
portanto a utilizacdo desses microrganismos como inoculantes podem
promover melhoria no crescimento vegetal. Entre os principais exemplos
descritos de bactérias como solubilizadoras de fosfato estdo os géneros
Pseudomonas, Bacillus e Rhyzobium (Rodriguez & Fraga 1999), e os fungos
dos géneros Aspergillus e Penicillium (Silva Filho et al. 2002).

O aumento na taxa de solubilizacdo de fosfatos pelos vegetais
provocados por microrganismos ocorre por diversos mecanismos, Como
incremento na area superficial das raizes com associagcdes micorrizicas,

promocéao do crescimento de raizes laterais e pélos radiculares, deslocamento



do equilibrio de adsorcéo e estimulo de processos metabdlicos (Mendes & Reis
Junior 2003).
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Enzimas sdo amplamente conhecidas por catalizarem reacfes nos
sistemas biologicos, atuando em substratos e condi¢cdes especificas, como
temperatura e pH. Existem bactérias que produzem enzimas de interesse para
desenvolvimento de processos biotecnolégicos, como producdo de aromas de
frutas e flores, clarificacdo e redugdo da viscosidade em suco de frutas e
tratamento de residuos vegetais por pectinases (Uneojo & Pastore 2006),
determinacdo diagnéstica de triacilglicer6is por lipases produzidas por
Burkholderia sp e Arthrobacter sp.(Lima 2004), reducéo de lipidios em aguas
residuarias (Mendes et al. 2005), reducdo de corantes por monooxigenases
(Santos 2005), aplicacdes de amilases e celulases na industria téxtil (Oliveira
et al. 2006), proteases na industria alimenticia e algumas estaveis em

solventes organicos (Ogino et al. 1995), entre outras.



Algumas bactérias endofiticas tém a capacidade de produzir enzimas que
degradam alguns compostos vegetais, como celulases, proteases e pectinases,
gue podem estar diretamente envolvidas com 0 sucesso em seu processo de
colonizacdo da planta. Essa atividade enzimatica, no entanto, ndo é benéfica
para a associacdo endofito-planta apos a colonizacdo, pois prejudicaria o
vegetal, e entdo a bactéria passaria a ter uma caracteristica de bactérias
fitopatogénicas (Cho et al. 2007).

Para a quantificacdo da atividade enzimatica extracelular em meio sélido
e utilizado um valor denominado indice enzimatico (IE), obtido através da
divisdo da medida do diametro do halo de degradacéo pela medida do diametro
da colbnia (Hankin et al. 1971, Hankin & Anagnostakis 1975, Oliveira et al.
2006). Quanto maior esse IE, melhor produtor da enzima em questdo €
considerado o microrganismo.

A utilizacdo de enzimas produzidas por microrganismos € uma opcao
vantajosa, pois sao relativamente de facil producéo, podem ser obtidas de uma
variedade de microrganismos e sdo grandes alvos de manipulacdo genética.
Embora os dados da literatura descrevam em maior quantidade a producao
realizada por fungos, as bactérias também sdo responsaveis por uma boa e
rapida producédo de enzimas.

Algumas bactérias sdo capazes de produzir substancias de natureza
protéica que impedem o crescimento de outras, genericamente denominadas
bacteriocinas (Romeiro 1989). Esse fato confere uma vantagem competitiva a
essas bactérias, diminuindo a competi¢éo por habitat.

Na indastria de alimentos existe grande interesse em bactérias
produtoras de bacteriocinas para processos de bioconservacédo, onde a idéia é
explorar microrganismos naturalmente ou artificialmente presentes nos
alimentos para eliminar outros que séo indesejaveis e prejudiciais a saude (De
Martins et al. 2002). Bromberg et al. (2006) afirmam que Lactococcus lactis
ssp. horniae encontrada em frango produz bacteriocinas com efeitos contra
algumas linhagens de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus. Essas
bactérias também sé&o fonte potencial em industria farmacéutica, para testes de

atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas.
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A biorremediacdo € um processo que explora as propriedades
metabdlicas dos organismos para degradar agentes contaminantes, podendo
essa habilidade ser natural ou adquirida através da inoculacdo de genes
codificantes para funcdes especificas (llyina et al. 2003). Associada a idéia de
biorremediacdo geralmente esta a utilizacdo de microrganismos para
degradacdo de contaminantes, embora o uso de plantas também seja comum
(Newman & Reynolds 2005).

Entre as principais estratégias de biorremediacao estdo: a utilizacdo de
organismos do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas
(biorremediacéo intrinseca ou natural); a adicdo de agentes estimulantes como
nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimulacdo); e a inoculacdo de
consorcios microbianos enriquecidos (bioaumento) (Bento et al. 2003). Nesses
processos ocorre a transformacdo do poluente em gas carbbnico, agua e
biomassa (Bento et al. 2003).

A fitorremediacdo é uma das estratégias de biorremediacdo ha muito
utilizada, que consiste na utilizacdo de plantas para tratamento de ambientes
(dgua, solo e ar) contaminados (Doty 2008). Alguns dos contaminantes
testados séo: petréleo, solventes, metais pesados, explosivos, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAH) e alguns contaminantes organicos. Antes de
escolher o vegetal adequado para a remediacdo, € necessario verificar a
capacidade do mesmo para assimilar determinados contaminantes em suas
vias metabdlicas e como disponibilizar o contaminante em uma forma possivel
de ser assimilado (Doty 2008).

A microbiota presente no vegetal, tanto em seu interior como comunidade
endofitica como na regido da rizosfera, também influencia no resultado dos
processos de descontaminagdo. A capacidade do vegetal em degradar
hidrocarbonetos presentes em solo, embora ainda ndo totalmente elucidada,
estd diretamente associada a sua capacidade de recrutar microrganismos e
fornecer condi¢cOes para que esses expressem sua atividade degradativa
(Muratova et al. 2003).

Diversos processos realizados por vegetais resultam em fitorremediacao.
Alguns vegetais tém a capacidade natural de acumular metais, como Pteris
vittata acumula arsénio e Thlaspi caerulescens, cadmio (Ellis et al. 2006, Song

et al. 2003), mas também sdo utilizadas transformacdes genéticas para
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aguisicado dessa capacidade. A transformacéo pode ocorrer no proprio genoma
vegetal, através ou ndo de algum microrganismo vetor, como Escherichia coli,
ou em microrganismos endofiticos que passam a conferir a caracteristica
escolhida ao vegetal. A manipulacdo de microrganismos endofiticos €
vantajosa por ser um processo mais facil e com resultados detectados

rapidamente.

1.3. Contaminag¢do com Petroleo e/ou Derivados

O petréleo é um combustivel originado a partir de grandes deposi¢cdes
fésseis, com composicao varidvel de compostos organicos, predominando 0s
hidrocarbonetos (GESAMP 1993). As cadeias de hidrocarbonetos tém fracGes
leves, que formam gases, e fracbes pesadas, que formam o 6leo, sendo a
distribuicdo dessas cadeias o diferencial proveniente de seus diversos locais de
origem.

Os derivados de petréleo sdo usados principalmente como combustiveis,
liberando energia a partir de sua queima. A Agéncia Nacional de Petréleo,
(ANP), classifica esses derivados como energéticos e nao-energeéticos.
Energéticos sdo os derivados utlizados predominantemente como
combustiveis, como gasolina, gasolina de aviacdo, querosene iluminante, 6leo
diesel e 6leo combustivel. Os derivados ndo energéticos, embora tenham
conteddo energético sdo utilizados para outros fins, sdo exemplificados por
graxa, lubrificante, parafina, asfalto, solvente, nafta, minerais betuminosos, n-
parafinas, entre outros. Os derivados de petréleo mais produzidos no Brasil
foram: 6leo diesel (36,4%), gasolina (20,1%) e nafta (8,1%) (ANP 2007).

Segundo o relatério da ANP (2007), em 2006 o Brasil ocupou o 17° lugar
no ranking mundial por possuir reservas de 12,2 bilh6es barris de petréleo
(sendo 92,7% localizadas no mar), equivalente a 3,6% das reservas mundiais,
enquanto ocupou o 16° lugar de acordo com sua produgéo. Em termos de
capacidade para refinamento, em 2006 o Brasil ocupou o 12° lugar, com 13
refinarias nacionais e 247 blocos exploratérios em funcionamento. A maior

parte das reservas encontra-se no Rio de Janeiro, seguido pelo Espirito Santo.
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Figura 3. Localizagdo das reservas de petréleo no Brasil. Fonte: ANP (2007).

Os impactos ambientais causados pela industria do petrdleo sé&o
decorrentes principalmente dos processos de descoberta de novas jazidas,
refinamento e transporte, sendo que cerca de 10% do uso do produto é perdido
em derramamentos que causam catastrofes em costas litoraneas (Van Hamme
et al. 2003). Grande parte do produto bruto também ¢é perdida na
armazenagem, gerando borras altamente contaminantes ao ambiente. A
contaminacao do solo por hidrocarbonetos, assim como de aguas subterraneas
e superficiais, causa muitos prejuizos ao ecossistema, principalmente pela
acumulacdo em animais e plantas, causando mortes e mutacdes (llyina et al.
2003).

A importancia mundial do petréleo € um fato indiscutivel. I1sso inclui seus
variados produtos, que possuem diversas classificacbes quanto a estrutura
quimica e predominancia de hidrocarbonetos, que podem ser degradados por
diversos microrganismos através de indmeras rotas metabdlicas. Segundo
Ramos (2006), entre as principais classificacdes estdo os parafinicos (cadeias
retilineas), nafténicos (cadeias em forma de anel), mistos (mistura de
parafinicos e nafténicos com propriedades intermediarias) e aroméaticos.

O petroleo, apds algum tempo de exposicdo no ambiente, sofre diversas
alteracdes devido a fatores bioldgicos, como a biodegradacéo, e fisicos, como
evaporacao, dissolucao, dispersédo, oxidagao, entre outros (Sloan 1999). Os
impactos ambientais provenientes da permanéncia desse contaminante no
ambiente sao influenciados por fatores como clima, organismos atingidos,

freqUéncia da exposi¢cao e praticas para descontaminagao.
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A biodegradacdo do petroleo e seus derivados por populacdes naturais
de microrganismos representa um dos mecanismos primarios pelos quais 0s
compostos poluentes sdo eliminados do meio ambiente (Rosato 1997). Por ser
um processo nhatural e ndo agressivo ao ambiente, o crescimento do interesse
em descobrir microrganismos com essa capacidade de degradacdo €
constante. Experimentos confirmam que a auséncia de nitrogénio e fésforo,
gue sdo compostos essenciais ao metabolismo microbiano, prejudica a acao
dos microrganismos que atuam na remediacdo em ambientes contaminados, o
que pode ser evitado adicionando esses compostos em experimentos para
melhorar sua atuacdo (Van Hamme et al. 2003).

Para a deteccdo da capacidade de biodegradacdo de compostos,
especificamente de hidrocarbonetos de petréleo, existem testes rapidos, com a
utilizacdo de indicadores para reacdoes de oOxido-reducdo (Peixoto & Vieira
2005) e testes mais especificos como a cromatografia. A cromatografia gasosa
€ uma técnica de alta eficiéncia, amplamente utilizada para a caracterizacdo de
hidrocarbonetos (Mariano et al. 2007).

Em bactérias o0s genes que determinam a degradacdo de
hidrocarbonetos variam de acordo com cada espécie, com grande variedade de
enzimas e rotas metabdlicas envolvidas, que ainda ndo se encontram
totalmente elucidadas. Para que a célula assimile o hidrocarboneto, é
necessario o contato direto com este contaminante, no entanto existem alguns
mecanismos que permitem sua entrada na célula, como aumento na
permeabilidade da membrana, ou bloqueiam a entrada, através da producédo de
biofilmes (Van Hamme et al. 2003).

Diversas bactérias foram descritas como responsaveis por processos de
biorremediacdo de petréleo e derivados, como Pseudomonas, Mycobacterium
(Solano-Serena et al. 2000), Acinetobacter sp. (Gallego et al. 2001), Serratia
marcescens (Wongsa et al. 2004). A maioria das bactérias envolvidas nesses
processos de biorremediacdo tem metabolismo aerdbio, e algumas sé&o
capazes de degradar tanto petréleo cru como fragdes mais refinadas.

Ainda ndo existem relatos das potencialidades biotecnologicas de
bactérias endofiticas isoladas de Cerrado, como perfis de degradacédo de
hidrocarbonetos de petroleo, fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos e

producdo de enzimas. No entanto os microrganismos endofiticos sdo fontes
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promissoras para desenvolvimento de tecnologias com estes fins, sem
causarem danos ao ambiente. Este trabalho visa dar um passo inicial na
elucidacdo dessas potencialidades, ja que o bioma Cerrado possui grande

biodiversidade ainda pouco estudada.

1.4. Identificag&do de Microrganismos

O estudo de diversidade microbiana é um grande desafio, devido a
ampla localizacdo dos microrganismos, sua diversidade metabdlica e por
muitas dessas formas ndo serem ainda cultivaveis (Rozsak & Colwell 1987,
Pace 1997). Para melhorar esse estudo, diversos métodos sdo constantemente
desenvolvidos e aprimorados com o0 objetivo de conseguir dados mais
préximos quanto possiveis da realidade ambiental.

Os principais métodos para andlise de diversidade microbiana, além dos
métodos de cultivo classicos com a utilizagdo de meios de cultura, consistem
em observacao por imunofluorescéncia (FISH) e analise de proteinas e acidos
nucléicos (Garcia 2006), que podem fornecer uma quantidade maior de dados
independente de cultivo e com diferentes niveis de resolucdo. A classificacao
de organismos baseados em dados moleculares através da comparacdo de
sequéncias em unidades ribossomais propés uma nova forma de classificacédo
de acordo com um novo nivel taxondmico, denominado dominio, que reflete
melhor a filogenia dos microrganismos (Maluche-Baretta 2007).

O 16S rRNA (acido ribonucléico ribossémico) esté localizado na menor
subunidade do ribossomo dos procariotos. O sequenciamento da regido do
gene que codifica para a regido 16S rRNA, denominado 16S rDNA, tem sido
amplamente utilizado para a identificagdo de microrganismos, devido ao fato de
estar presente em todos 0s microrganismos e ser uma regido com alto grau de
conservacdo (Garcia 2006). Além disso, apresenta tamanho suficiente para
deteccdo de regides divergentes, auséncia de transferéncia lateral e sua
grande disposicdo em bancos de dados o torna favoravel a utilizagdo como
marcador molecular filogenético para identificacdo (Macrae 2000, Faoro 2006,
Maluche-Baretta 2007).

A utilizacdo da regido do 16S rDNA como parametro de comparacéo

entre 0s microrganismos trouxe um inestimavel avanco nos dados de
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diversidade microbiana, corroborando com dados ja obtidos através das
técnicas de cultivo e analises morfoldgicas, assim como elucidando a presenca
de novos microrganismos ainda desconhecidos (Macrae 2000).

Pouco € conhecido sobre a diversidade microbiana em ambientes de
Cerrado e principalmente de microrganismos endofiticos desta fitofisionomia.
Este trabalho é pioneiro nesta investigacdo no Centro-Oeste, e visa 0
conhecimento de microrganismos endofiticos presentes em vegetais que se

desenvolvem em areas impactadas com rejeitos asfalticos.

16



2. Objetivos

17



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O trabalho teve como objetivo isolar microrganismos endofiticos de

plantas expostas a poluicdo por lama asfaltica, a fim de conhecer seu potencial

biorremediador, agrondmico e farmacéutico.

2.2. Objetivos Especificos

v

Isolar bactérias endofiticas presentes em vegetais presentes em areas
impactadas com lama asfaltica;

Identificar e testar a capacidade degradativa de petréleo e derivados dessas
bactérias;

Comparar os resultados obtidos entre os testes de avaliacdo da capacidade
degradativa de petrdleo e derivados por reacdes de oOxido-reducdo e por
cromatografia;

Verificar a capacidade de producéo de acido indol acético, solubilizacdo de
fosfato e fixacdo de nitrogénio;

Detectar atividades enzimaticas com potencial biotecnolégico;

Verificar a producéo de extratos pelos microrganismos endofiticos isolados
com atividade antimicrobiana e testar sua atividade frente a isolados
clinicos;

Identificar as bactérias isoladas por sequienciamento da regido 16S DNA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolamento de Microrganismos Endofiticos

Seis amostras vegetais foram coletadas em areas contaminadas com
rejeitos de lama asféaltica no Departamento de Estradas e Rodagem e Companhia
Municipal de Pavimentacdo DERMU COMPAV-GO e transportadas ao Laboratoério
de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LAMAB) do IPTSP/UFG. Entre os
vegetais presentes na area, foram coletadas gramineas por serem as mais
abundantes e estas foram depositadas em frascos previamente esterilizados para
serem transportadas. As raizes vegetais foram escolhidas para fazer o isolamento,
por serem o0s locais com maior frequéncia desses microrganismos segundo a
literatura, justificado por seu contato direto com o solo e ser sua principal porta de
entrada (Azevedo et al. 2002, Oliveira et al. 2003).

As amostras vegetais foram lavadas com &agua de torneira e sabdo e
deixadas secar ao ar, sobre papel absorvente. Apos secagem as amostras foram
pesadas (1,0g), desinfectadas superficialmente de acordo com a metodologia
descrita por Aradjo et al. (2002). A sequéncia de desinfeccdo foi realizada
expondo as amostras vegetais a: etanol 70% por 1 minuto; hipoclorito de sédio a
2%, por 4 minutos; lavagem em agua destilada esterilizada, por trés vezes; banho
de ultra-som 40 kHz, por 10 minutos; lavagem com agua destilada esterilizada, por
trés vezes; etanol 70% por 30 segundos, seguidos de uma lavagem final com
agua destilada esterilizada, por duas vezes.

O controle do processo de desinfeccdo da superficie vegetal foi realizado
inoculando trés aliquotas de 1,0 mL da ultima agua de lavagem das amostras em
tubos contendo caldo nutriente ou caldo BHI e incubando a 30°C, por 72 horas. A
auséncia de turvacdo nesses meios foi considerada uma resposta positiva quanto
a eficiéncia do processo de desinfeccdo. Para confirmacéo, apds este periodo de
incubagédo, amostras dos tubos foram inoculadas em placas de Petri contendo
Agar Nutriente e incubadas a 30°C, por 48 horas. O ndo desenvolvimento de
colbnias foi indicativo da eficiéncia da desinfec¢éo.

Para o isolamento dos microrganismos endofiticos foi utilizada a técnica de

fragmentacdo, onde as amostras previamente desinfectadas foram cortadas em
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fragmentos de 1 cm com o auxilio de um bisturi esterilizado. Foram utilizados para
o isolamento os meios de cultura: Agar nutriente (NA), meio TSA (Agar Triptona
de Soja) e Meio de King. As amostras foram individualmente inoculadas em placas
de Petri contendo os meios citados. Nesta etapa inicial de isolamento foram
utilizadas duas placas de cada meio de cultura.

As placas com os fragmentos vegetais previamente desinfectados foram
incubadas a 30°C durante 15 dias. ApGs o crescimento os microrganismos foram
isolados e purificados por esgotamento nos respectivos meios soélidos onde o
microrganismo teve seu crescimento observado pela primeira vez. Este
procedimento foi repetido cerca de cinco vezes, visando a obtencédo de coldnias
puras. Apoés a purificacdo, as bactérias foram mantidas em NA e armazenadas em
geladeira a 4°C. Os isolados também foram preservados em glicerol 50% e
armazenados em freezer a — 20°C. Para uma classificacdo inicial dos
microrganismos isolados foi realizada a identificagdo morfo-tintorial pela coloracéo
de Gram.

De acordo com o0s meios inicialmente usados, as bactérias foram
denominadas AB2.3, AB4, AB5, AB7.1, KB2, K2, K3, K5.1 e TSA2.2. Os
microrganismos isolados receberam essas denominagdes devido aos meios de
cultura pelos quais foram isolados. Os nomes com letra inicial “A” s&o
provenientes de isolamento em NA, os isolados com letra inicial “K” do Meio de

King e “TSA” da propria sigla do meio TSA.

3.2. Determinacdo em placa da capacidade de degradacdo de Petrbleo e

derivados

A determinacdo da capacidade de degradacdo de petroleo e derivados foi
realizada a partir da metodologia descrita por Peixoto & Vieira (2005) com
modificacdes, inoculando as bactérias isoladas em tubos contendo 5 mL de Meio
Minimo acrescido de 1% de Glucose e 0,1% de Extrato de Levedura por 24 a 72
horas em shaker a 30°C. Para preparo do inéculo, uma aliquota foi retirada a cada
tempo de incubacéo (24, 48 e 72 horas).

Os microrganismos tiveram sua concentracdo padronizada para o tubo n°® 3
da escala de Mac Farland. ApéOs a padronizagdo, 1 mL da suspensdo de

microrganismos foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos a 10°C, retirado o
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excesso do sobrenadante, acrescentado 1 mL de solucdo salina a 0,5% e
novamente centrifugado nas mesmas condi¢cées. Foi retirado o excesso do
sobrenadante e acrescentado 1 mL de Meio Minimo.

Foi montada uma mistura teste contendo 20 ul da suspensdao com O0sS
microrganismos, adicionados a 168 ul de Meio de cultura Minimo, 12 ul de solugéo
de sal de sodio de 2,6-dicloroindofenol, DCPIP (Meloan & Pomeranz 1973), e 2 nl
de petréleo ou dos derivados testados: Oleo queimado, Oleos lubrificantes de
diferentes viscosidades (20wW40, 20W50, 5W50 e 15W40, Lubrax), 6leo Diesel e
gasolina. As amostras de petréleo foram cedidas ao LAMAB pela PETROBRAS.

A mistura foi inoculada em placas de acrilico (tipo ELISA) com 96 pocos,
previamente tratadas com luz Ultra Violeta (UV) por 30 minutos. Além da mistura
teste, o experimento conteve um controle positivo (148 ul de Meio Minimo + 12 pl
de solucéo de DCPIP + 20 ul de solucdo de Glucose 10% + 20 pl de suspensao
de microrganismo em teste) e um controle negativo (168 ul de Meio Minimo + 20
ul de suspensdo de microrganismo + 12 ul de solugdo de DCPIP). As placas de
teste foram incubadas a 30°C, com leituras realizadas em 24, 48 e 72 horas apoés
inicio da incubacéo.

A solucdo de DCPIP tem coloracdo azul escuro e, ap0s uma reacdo de
oxido-reducao, torna-se incolor. No teste em placa foi observada também uma
coloracdo azul claro, que apés maior periodo de incubacgéo, se tornou incolor. A
partir desses dados, a leitura do teste foi dada como positiva pela descoloracéo
total do DCPIP e a existéncia de uma degradacéao parcial quando houve presenca
de coloracdo azul claro. A permanéncia da coloracdo azul escuro no controle
negativo durante todo o periodo de incubacao confirma que nao houve qualquer
outra reacdo que provocasse a descoloracdo do DCPIP além das reacdes de

reducado provenientes da degradacao do petréleo e dos outros derivados em teste.

3.3. Teste para producdo de &cido indol-acético (AlA)

O teste de producéo de acido indol-acético foi realizado seguindo o método
descrito por Bric et al. (1991) adaptado. As amostras foram inoculadas em meio
TSA enriquecido com triptofano, coberto com membrana de nitrocelulose, por 48

horas a 30°C. Para leitura, a membrana de nitrocelulose foi corada com solugao
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de Salkowski (Gordon & Weber 1951), sendo que a presenca de halo
avermelhado foi indicativo de resultado positivo.

3.4. Teste para solubilizacéo de fosfatos

O teste de solubilizagdo de fosfatos foi realizado com meio TSA, acrescido
com solucdes a base de fosfato de potassio dibasico (K,HPO,), cloreto de calcio
(CaCly) e hidroxido de sédio (NaOH) (Katznelson & Bose 1959) modificado. As
amostras foram inoculadas e entdo incubadas a 30°C por 48 horas. As colbnias

gue formam halo claro ao seu redor séo consideradas solubilizadoras de fosfatos.

3.5. Teste para fixacao de nitrogénio

A capacidade de fixar nitrogénio foi testada segundo a metodologia descrita
por Dobereiner et al. (1995), a partir do in6culo das amostras em meios livres de
nitrogénio e teste de reducdo de acetileno. Os meios utilizados foram NFb, LGI,
LGD e JNFb liquidos e semi-solidos. As amostras foram inicialmente inoculadas
em meios liquidos, incubadas a 30°C por 24 horas, quando foi observado
crescimento. Uma aliquota desse meio liquido com crescimento bacteriano foi
transferida para o respectivo meio semi-sélido em frascos de vidro, sendo estes
lacrados e incubados por 24 horas a 30°C.

Para confirmacdo da atividade da enzima nitrogenase, responsavel pelo
processo de fixacdo de Ny, foi realizado teste de reducédo de acetileno. Apds o
crescimento, com uma seringa foi retirado 1 mL da fase aérea do frasco e injetado
0,6 mL de géas acetileno e estes foram novamente incubados, por 72 horas a
30°C. Foram feitos dois frascos como controle positivo para acetileno (meio semi-
sélido + gas acetileno) e dois frascos para controle positivo para etileno (meio
semi-sélido + gas etileno).

Uma amostra de 1 mL foi retirada da fase aérea apdés esse periodo de
incubacédo e injetada em cromatografo a gas Shimadzu GC -14A, com coluna
Porapak - N80/100-INOX a 70°C, injetor a 180°C e detector de ionizacdo de
chama a 230°C (Turner & Gibson 1980). A leitura positiva € confirmada se houver
a presenca de gas etileno na fase aérea ap6s a incubacdo por 72 horas,

proveniente da reducgéo do acetileno, que é detectada por cromatografia.
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3.6. Determinacdo de atividade enzimatica

Foram realizados testes para determinacdo de oito tipos de atividade
enzimatica, com oito amostras: amilolitica, celulolitica, endoglucanase,
esterdsica, lipolitica, pectinolitica, proteolitica e R-glucosidase. Para a
inoculacéo foi utilizado o inoculador de Stryer, sendo 30 ul da amostra crescida
em caldo BHI colocados nos poc¢os no inoculador. Ap6s o in6culo nas placas
com meios de teste (Anexo 9.1) estas foram deixadas em temperatura
ambiente por 15 minutos antes da incubacdo em estufa. Para todos os testes
as amostras foram incubadas por 48 horas a 30°C, sendo testados 4 isolados
por placa de Petri com o0 meio de teste. A leitura de todos os testes de atividade
enzimatica foi baseada no calculo de indice enzimatico (IE), obtido através da
divisdo da medida do diametro do halo de degradacao pela medida do diametro
da colbénia (Hankin et al. 1971, Hankin & Anagnostakis 1975, Oliveira et al.
2006).

3.6.1. Producéo de amilases

Para determinacdo de atividade amilolitica foi utilizado o meio Agar
nutriente (NA) acrescido de 0,2% de amido soluvel (Hankin & Anagnostakis
1975). A leitura foi realizada ap6s a exposicao da placa a vapor de iodo
metalico, sendo a presenca de halo claro ao redor da colbnia indicativo positivo

para producao da enzima.
3.6.2. Producdao de celulases

Para verificacdo de atividade celulolitica as amostras foram incubadas
em meio a base de KH,PO,4, K;HPO,4, MgSO, 7.H,0, (NH4)2SO,4, extrato de
levedura, Avicel e agar, sendo a formacédo de halo claro ao redor da colénia

indicador positivo (Stamford et al. 1998).

3.6.3. Producéao de endoglucanases
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Para teste de atividade de endoglucanase as amostras foram incubadas
em meio minimo acrescido de 0,1% de extrato de levedura e 0,1% de
carboximetilcelulose (Melo 2000). A leitura é feita com a observacdo de halos
claros ao redor da colonia apos tratamento da placa com solucdo 1% de
brometo de cetiltrimetil amdnio e incubacdo com esta solucdo por 4 horas a
4°C.

3.6.4. Producdao de esterases e lipases

O teste de atividade esterasica foi feito a partir da metodologia descrita
por Sierra (1957), incubando as amostras em meio com bacto peptona, NacCl,
CaCl,;H,0 e agar, suplementado com 1mL de Tween 20 a concentracéao de 1%
(VIV).

O teste de atividade lipolitica segue o mesmo protocolo do teste de
atividade esterasica (Sierra 1957), mas a suplementacao é feita com Tween 80.
Para ambas as enzimas a leitura positiva é indicada pela presenca de halos

claros ao redor das colonias.

3.6.5. Producdao de pectinases

A atividade pectinolitica foi medida apés incubacdo em meio a base de
KH,PO4, K:HPO,4, pectina, (NH4)2SO4, FeSO,4 7.H,0, CacCl,, extrato
de levedura e agua. Para a leitura as placas foram recobertas por uma
solucéo de brometo de hexadeciltrimetil aménio (CTAB) a 1% (v/v), incubadas
por uma hora a temperatura ambiente e depois foram lavadas com &gua
destilada esterelizada (Hankin et al. 1971). A presenca de halo claro ao redor

da col6nia indica resultado positivo.

3.6.6. Producéao de proteases

A atividade proteolitica foi feita a partir de incubacdo em meio Caldo

Nutriente, glucose, leite desnatado e agar (Vieira 1999), sendo a leitura
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realizada apOs exposicdo a solucdo de acido aceético 5%, verificando-se a

presenca de halos claros ao redor das col6nias como resultado positivo.

3.6.7. Producéao de 3- glucosidases

Para teste de atividade de [3-glucosidase as amostras foram incubadas
em placas contendo meio minimo acrescido de 0,1% de extrato de levedura,
0,2% de esculina e 0,05% de citrato férrico de amonia (Melo 2000). A leitura
positiva foi realizada observando a formacédo de halos escuros ao redor das

colbnias.

3.7. Teste de producdo de extratos bacterianos com atividade

antimicrobiana

A producédo de substancias com possivel atividade antimicrobiana seguiu
a metodologia descrita por Romeiro (1989), com modificacdes. Os isolados
foram inoculados em meio solido de Kado, utilizando zaragatoa, em toda a
superficie do meio. Apés incubacdo por 48 horas a 30°C, as placas que
apresentaram crescimento foram expostas a luz ultravioleta por 30 minutos
para inativacdo de células vivas, e entdo o meio foi cortado e transferido para
tubos. Em cada tubo foi colocado 30 mL de &gua destilada esterilizada e
incubado por uma hora a temperatura ambiente. Para a extracdo das
substancias produzidas pelas bactérias, a fase liquida foi separada da fase
sélida por centrifugacdo. O sobrenadante resultante, onde estdo os extratos,
foram filtrados com membranas Millipore (0.25 um) e mantidos a -20°C até a
utilizacao.

A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada pela
metodologia descrita por Santos (1993), com modificacdes. Cepas indicadoras
provenientes de estoque do LAMAB foram previamente cultivadas em caldo
BHI por 24 horas a 30°C, e entdo 100 pL foram diluidos em solucéo salina
0,85% para atingir a turbidez do tubo nimero 0,5 da escala de MacFarland. As
bactérias indicadoras utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 25923, S.
aureus meticilina resistente (MRSA) isolado de ambiente hospitalar,

Staphylococcus aureus MRSA isolado da comunidade, Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC
14579, Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e Serratia marcescens ATCC 14756.

Em placas contendo Agar Mueller Hinton estas cepas indicadoras foram
inoculadas em toda a superficie do meio, utilizando zaragatoa esterilizada.
Apéds a inoculacdo das cepas indicadoras, po¢cos de 5 mm de didmetro foram
feitos e nestes foram inoculados 30 pL dos extratos previamente obtidos das
amostras, entdo essas placas foram incubadas por 24 horas a 30°C. A
presenca de halos ao redor dos orificios contendo extratos foi considerada um
indicativo positivo de inibicdo do crescimento das bactérias indicadoras
testadas.

3.8. Andlise de biodegradacéo de gasolina por cromatografia

A analise da degradacdo de gasolina pelos microrganismos isolados
seguiu 0 método proposto por Cunha & Leite (2000), com modificacdes
(Peixoto & Vieira 2005). Os microrganismos a serem testados foram crescidos
em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio minimo acrescido de 1% de
glucose e 0,1% de extrato de levedura. Uma aliquota desse crescimento foi
inoculada em tubos com 5 mL de meio minimo acrescido com 5% de gasolina
(v/v). Para cada amostra foram feitos trés tubos teste, cada um retirado com o
tempo de incubacgéo de 0, 48 e 72 horas. Para a manutengcédo do crescimento
aerdébio foi acrescentado aos meios em teste 200 uL de peréxido de hidrogénio.

Para cada tempo de incubacéo foi feito um tubo controle, com meio
minimo acrescido de gasolina sem o in6culo do microrganismo, mantido sob as
mesmas condicbes de incubacdo dos tubos em teste. Ap6s os diferentes
periodos de incubacao, o material foi centrifugado e o sobrenadante estocado
em tubos lacrados pra analise de seus produtos.

Um teste amplamente utilizado para a deteccdo e quantificacdo dos
hidrocarbonetos, devido a sua alta precisdo e sensibilidade, é a cromatografia
gasosa. Este meétodo proporciona uma andlise de alta eficiéncia na
caracterizacdo de hidrocarbonetos presentes no meio (Prantera et al. 2002,
Bonfim 2006, Mariano et al. 2007).
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A analise dos produtos de biodegradacdo da gasolina foi realizada por
cromatografia, seguindo o protocolo proposto por Bonfim (2006), utilizando
cromatdgrafo a gas Agilent HP6890 equipado com detector FID (Detector de
lonizacdo por Chama) e injetor split/splitless. As condi¢cdes cromatograficas
foram de injetor a temperatura de 270°C, modo de injecao split, razdo de split
1: 20, volume de injecdo 1 pL para a fase liquida e 100 pL para fase vapor. O
forno teve temperatura inicial de 30°C, sendo aquecido a 40°C por minuto até
110°C, em seguida 15°C/minuto até 200°C, com tempo total de anélise de 8
minutos. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio, e o detector teve uma
temperatura de 270°C, com vazao de ar sintético de 400 mL/minuto e vaz&o de
hidrogénio de 40 mL/minuto. A coluna cromatogréfica utilizada foi DB-1 Fast-
HRGC, com 20 m de comprimento, 0,210 mm de diametro interno e 0,4 um de

espessura de filme.

3.9. Extracédo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir dos isolados com crescimento
em meio Agar nutriente (NA) por 24 horas, seguindo o protocolo proposto por
Van Soolingen et al. (1994) com modificagdes.

Duas a trés colbnias foram retiradas da placa e ressuspendidas em
tubos contendo 400 uL de tampdo TE com 8 uL de solucédo de lisozima (20
ug/mL) e entdo incubadas em banho-maria por 1 hora e 30 minutos a 37°C.
Apbs este periodo, foi adicionado ao tubo 70 uL de SDS a 10% e 12 uL de
solucdo de proteinase K (20 uyL/mL), com nova incubacdo a 56°C por 10
minutos. ApOs esta incubacdo, foram adicionados 100 uL de NaCl a 5M
seguidos de 80 uL de solucdo CTAB/NaCI. O tubo foi agitado lentamente até a
solucéo aparentar aspecto leitoso e entdo novamente incubada por 10 minutos
a 65°C.

Em seguida foi adicionado 650 yL de clorofil, o tubo foi agitado por 30
segundos, e entdo submetido a centrifugacdo por 5 minutos a 12.000 g. O
sobrenadante contendo o DNA em suspenséao foi transferido para outro tubo,
precipitado com 400 yL de isopropanol e homogeneizado. Houve entdo uma
incubacgdo a -20°C por 24 horas. Posteriormente a esta incubacgdo, o tubo foi

centrifugado a 16.000g por 20 minutos, entdo o sobrenadante foi descartado e
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houve lavagem com etanol 70% gelado. Apos a secagem o DNA extraido foi
ressuspendido em 50 yL de agua MiliQ.

A confirmagéo do processo de extracao foi realizada em gel de agarose
1%, utilizando uma aliquota de 5 yL do material extraido e 1 yL de tampéo de

amostra. O restante do material extraido foi estocado em freezer a -20°C.

3.10. Amplificac&o para a regido codificante de 16S rRNA

A regido do DNA que codifica para o gene 16S rRNA foi amplificada pela
reacdo de polimerase em cadeia (PCR), com os oligonucleotideos iniciadores
27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1541r (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3') (Weisburg et al. 1991) modificado. As
amplificacBes por PCR tiveram um volume final de 50 uL, contendo: 35,5 pL de
agua, 5 pL de tampéo 10X para a enzima Taq polimerase (CenBiot), 1,5 uL de
cloreto de magnésio (MgCl,) (50mM) (CenBiot), 1 puL de solucdo de cada
oligonucleotideo iniciador (10uM) (Biosource), 4 uL de solucdo dNTP (2,5mM)
(Ludwig Biotec), 1 yL de Taq polimerase (5U) (CenBiot) e 1 uL de DNA
extraido.

A PCR foi iniciada com 3 minutos de desnaturacdo a 94°C, seguido de
30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 30
segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos, e extenséao final a 72°C por 10
minutos (Garcia 2006). Uma aliquota de 5 uL do produto da PCR foi analisada
em gel de agarose 1%, junto a 1 pyL de tampao de amostra (RBC), utilizando
como padrdo de tamanho de DNA o marcador molecular 1kb Sharp DNA
Marker (RBC).

3.11. Purificacéo do produto de PCR e Sequienciamento

Para a purificagdo do produto de PCR foi utilizado o E.Z.N.A. Cycle —
Pure Kit da Omega Bio-Tek.
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O sequenciamento foi realizado no Centro de Estudos do Genoma
Humano - Universidade de S&o Paulo (USP), com o sequenciador MegaBACE
1000, DYEnamic ET Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ Il DNA
Polimerase) codigo US81090. As sequéncias foram analisadas pelo software

Sequence Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.12.

3.12. Analise do Sequenciamento e ldentificacéo

Para a andlise dos produtos obtidos através do seqiienciamento, as
sequencias recebidas foram comparadas com as sequencias presentes no
banco de dados GenBank NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). O
programa Chromas 2.33 foi utilizado para editar as sequencias, que entao

foram comparadas no banco de dados.
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4. RESULTADOS

Foram isoladas inicialmente 23 bactérias endofiticas presentes em
gramineas coletadas em ambiente impactado com lama asfaltica. No entanto, ndo
foi possivel manter a maioria das amostras, restando 9 delas para a realizacao
dos testes. Isto pode ser devido a dificuldade de reproduzir em laboratério as reais
condi¢cdes ambientais onde esses microrganismos vivem, dificultando a estimativa
da real diversidade microbiana endofitica (Rozsak & Colwell 1987, Pace 1997).

A coloracdo de Gram constatou a presenca de bactérias gram positivas e

negativas, com variados tipos morfolégicos, representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da coloracdo de Gram em bactérias endofiticas isoladas de Cerrado.

Bactérias Endofiticas Coloracéo de Gram Morfologia
AB2.3 + Bacilo
AB4 + Bacilo
AB5 - Bastonete
AB7.1 + Coco
KB2 - Bastonete
K2 - Bastonete
K3 + Coco
K5.1 - Bastonete
TSA2.2 + Bacilo

4.1. Teste em placa da capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos de

Petroleo e derivados
O teste realizado para degradagdo de hidrocarbonetos de petréleo e

derivados apresentou resultado significativos. Os resultados encontram-se

representados nas tabelas 2,3 e 4.
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Tabela 2. Perfil de degradacéo dos microrganismos com incubacéo em shaker por 24horas e leitura com

24horas de crescimento na placa.

MO C(+) OQ 20w40 20W50 5wW50 15W40 C(-) P37* P38* P40* D G
AB2.3 - - - - - - - - - - - -
AB4 + - - - - - - - - - + -
AB5 + - - - - - - + + + + +
AB7.1 + - - - - - - - + - - -
KB2 + - - - - - - - + + - +
K2 + - - - - - - + + + + +
K3 + - - - - - - - - - - -
K5.1 + - - - - - - - - - - -
TSA2.2 + + - - - - - + + + + -
Legendas: MO = microrganismo; C(+) = controle positivo; OQ = éleo queimado; 20W40,

20W50, 5W50 e 15W40 = éleo lubrificante; C(-) = controle negativo; P37, P38 e P40 = fracBes

de petréleo; D

Oleo diesel; G = gasolina; +

degradacgdo positiva; - = auséncia de

degradacéo. *Tipos de petréleo: P37(°API 37.7), P38 (°API 19.6), P40 (°API 18.6). °API =
(141.5/g) — 131.5 sendo “g” a densidade relativa do petréleo a 15.6°C. Fonte: PETROBRAS.

Tabela 3. Perfil de degradacéo dos microrganismos com incubacdo em shaker por 24horas e leitura com

48horas de crescimento na placa.

MO C(+) OQ 20W40 20W50 5W50 15W40 C(-) P37* P38* P40* D G
AB2.3 + - - - X - - - - - - -
AB4 + - - - X - - - - - + -
AB5 + - - - X - - + + + + +
AB7.1 + - - - X - - - + - - -
KB2 + - - - X X - + + + - +
K2 + - - - - - - + + + + +
K3 + - - - - - - - - - - -
K5.1 + - - - - - - - - - - -
TSA2.2 + + - - - - - + + + + -
Legendas: MO = microrganismo; C(+) = controle positivo; OQ = éleo queimado; 20W40,

20W50, 5W50 e 15W40 = éleo lubrificante; C(-) = controle negativo; P37, P38 e P40 = fracdes

de petréleo; D

Oleo diesel; G = gasolina; +

degradacdo positiva; -

auséncia de

degradacédo; X = degradacao parcial. *Tipos de petréleo: P37(°API 37.7), P38 (°API 19.6), P40
(°API 18.6). °API = (141.5/g) — 131.5 sendo “g” a densidade relativa do petroleo a 15.6°C.

Fonte: PETROBRAS.
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Tabela 4. Perfil de degradacéo dos microrganismos com incubacéo em shaker por 24horas e leitura com 72

horas de crescimento na placa.
MO C(+) OQ 20W40 20W50 5W50 15W40 C(-) P37* P38* P40* D G
AB2.3 + - - - + - - - - - - +
AB4 + - - - + - - - - - + -
AB5 + - - - + - - + + + + +
AB7.1 + - - - + - - - + - - -
KB2 + - - - + + - + + + + +
K2 + - X X X - - + + + + +
K3 + - - - X - - - - - - -
K5.1 + - - - X - - - - - - -
TSA2.2 + + - - X - - + + + + 3

Legendas: MO = microrganismo; C(+) = controle positivo; OQ = 6éleo queimado; 20W40,
20W50, 5W50 e 15W40 = 6leo lubrificante; C(-) = controle negativo; P37, P38 e P40 = fracdes
de petréleo; D = diesel; G = gasolina; + = degradacéo positiva; - = auséncia de degradacéo; X
= degradacado parcial. *Tipos de petroleo: P37(°API 37.7), P38 (°API 19.6), P40 (°API 18.6).
°AP| = (141.5/g) — 131.5 sendo “g” a densidade relativa do petrdleo a 15.6°C. Fonte:
PETROBRAS.

Analisando as Tabelas 2, 3 e 4 observamos que o isolado AB2.3 nao
apresentou crescimento com 24 de incubacdo. Seu crescimento foi mais lento
guando comparado aos demais isolados (48 horas), positivando para o teste do
Oleo lubrificante 5W50 e gasolina apo6s incubacao de 72 horas. A amostra AB4
apresentou resultado positivo com 24 horas para 6leo Diesel e apos 72 horas de
incubacéo para 6leo 5W50.

As amostras AB5, KB2, K2 e TSA2.2 apresentaram resultados positivos
com 24 horas de crescimento em placa para os diferentes tipos de petréleo
testados. Os isolados AB5 e K2 apresentaram também resultados positivos para
0leo Diesel e gasolina com 24 horas. KB2 foi positivo também para gasolina com
24 horas de crescimento. Ja o isolado TSA2.2 apresentou positividade também
para 6leo queimado e Oleo Diesel com 24 horas.

4.2. Teste para producdo de acido indol-acético (AlA) e solubilizacdo de

fosfatos

Entre os isolados testados, somente KB2 apresentou resultado positivo

para producdo de AIA, observado por halo avermelhado apés coloracdo da

34



membrana de nitrocelulose com solucdo de Salkowski (Gordon & Weber 1951).
Nenhum isolado apresentou resultados caracteristicos de bactérias solubilizadoras
de fosfatos.

4.3. Teste parafixacdo de nitrogénio

Todos os isolados testados apresentaram crescimento nos meios de teste
livres de nitrogénio semelhantes ao de bactérias diazotréficas, conhecidas como
fixadoras de nitrogénio. No entanto, os isolados testados ndo apresentaram
resultados positivos para o teste de reducao do acetileno, que confirma a atividade
da enzima nitrogenase, responsavel pelo processo de fixagéao.

4.4. Determinacédo de atividade enzimatica

Os testes para determinacdo da atividade enzimatica detectaram atividade
para as enzimas amilase, esterase, lipase, protease e - glucosidase (Tabela 5).
N&o houve resultados positivos para as atividades de endoglucanases, pectinases
e celulases. O isolado AB4 se apresentou como produtor de diversas enzimas
testadas, destacando a producdo de R3-glucosidase. Os isolados AB5 e K2 nao

apresentaram halos de degradacao.

Tabela 5. indice Enzimatico produzido pelos isolados endofiticos testados.

ATIVIQADE ISOLADOS
ENZIMATICA
AB4 AB7.1 K3 K5.1 KB2 TSA2.2

Esterasica 1,7 2,4 2,0 1,2 - 2,0

3-glucosidase 3,0 - - - 2,3 3,0
Proteolitica 1,2 1,2 1,4 3,6 - 1,4
Amilolitica 1,3 - - - - -

Lipolitica - 1,4 1,4 - - -

* indice Enzimatico calculado em mm.

4.5. Teste de producéo de extratos com atividade antimicrobiana

Os extratos obtidos dos isolados testados apresentaram variados perfis

de atuacdo contra as bactérias indicadoras testadas. Os isolados AB5, K2 e
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K5.1 apresentaram atividade antimicrobiana frente a maioria das bactérias
indicadoras testadas. O perfil de atuacdo dos extratos estd representado na
Tabela 6.

Tabela 6. Perfil de atividade antagbnica dos extratos das bactérias endofiticas
frente as cepas indicadoras.

BACTERIAS INDICADORAS ISOLADOS ENDOFITICOS
AB5 K2 K5.1 TSA2.2
S. aureus 9,0 7,0 18,0 -
S. aureus MRSA (hospitalar) 8,0 7,0 15,0 -
S. aureus MRSA (comunidade) - - 19,0 -
S. marcescens - - 9,0 -
B. subtilis 13,0 12,0 14,0 -
M. luteus 12,0 9,0 15,0 -
B. cereus 10,0 10,0 13,0 9,0

*Halos de inibicdo medidos em mm.

Nao foi detectada atividade contra Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa. Os isolados AB4, AB7.1, K3 e KB2

nao demonstraram atividade frente as bactérias indicadoras testadas.

4.6. Analise de biodegradacdo de gasolina por cromatografia

O teste de cromatografia realizado com os isolados testados apresentou
confirmacéo dos dados obtidos nos testes de degradacdo em placa. No teste
em placa para deteccdo da capacidade de degradacao de petréleo e derivados
pelos microrganismos isolados foram encontradas trés amostras (AB5, K2 e
KB2) que apresentaram resultados positivos para a degradacdo da gasolina.
Os dados obtidos através da cromatografia da fase vapor estdo demonstrados
nas figuras 4,5,6 e 7.

Os cromatogramas com o0 controle para a presenca da gasolina sao
caracteristicos desse composto, segundo anéalise de Bonfim (2006).
Comparados aos controles, os cromatogramas das amostras apresentaram

variados perfis de degradacao, principalmente para hidrocarbonetos leves.
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Figura 4. Cromatograma referente ao perfil de degradagéo de gasolina pelo isolado K2 apds

48 horas de incubacdo. Legendas: C48V — controle; K248 — amostra.
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Figura 5. Cromatograma referente ao perfil de degradacdo de gasolina pelo isolado K2 apés

72 horas de incubacéo. Legendas: C72V — controle; K272V — amostra.
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Figura 6. Cromatograma referente ao perfil de degradacéo de gasolina pelo isolado AB5 apds

48 horas de incubacéo. Legendas: C48V — controle; AB548V — amostra.
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Figura 7. Cromatograma referente ao perfil de degradacdo de gasolina pelo isolado KB2 apés

48 horas de incubacéo. Legendas: C48V — controle; KB248A — amostra.

De acordo com a analise dos cromatogramas expostos para a amostra K2,
houve degradacao de hidrocarbonetos leves apos 48 horas de incubacgéo (C4-C7)
(Figura 4), e em 72 horas houve aparente degradacdo de hidrocarbonetos medios

(Cs-C12) e aromaticos (C3-Cg) a fragBes mais leves (Figura 5). As amostras AB5 e
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KB2 apresentaram perfis caracteristicos de degradacao de hidrocarbonetos leves

(Figuras 6 e 7).

4.7. Analise de Sequenciamento

Os dados obtidos apés a comparacdo das sequéncias no banco de
dados estéo representados na Tabela 7.

Tabela 7. Identificacdo dos isolados por comparacdo das sequéncias no banco
de dados GenBank.

Isolado Resultado BLAST N° de acesso % Identidade
AB4 Bacillus cereus U500VRPUO016 100
AB5 * U50JWBB6013 *

AB7.1 Staphylococcus pasteuri U50SZMO0U016 99

K2 * U53JAHD1011 *
K3 * U543P181016 *
KB2 Pseudomonas sp. U548U88U016 87

* Baixo indice de similaridade encontrado.
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5. DISCUSSAO

A analise bibliografica, em geral, sugere que parte das informacdes sobre
microrganismos endofiticos trata de fungos e pouco se conhece sobre as
bactérias e 0 seu potencial. Ainda ndo se sabe o real papel da comunidade
endofitica, sua diversidade é pouco caracterizada e estima-se que muito ainda
tem a ser estudado e descoberto sobre microrganismos desse grupo.

Em estudo de diversidade de bactérias endofiticas de arroz (Oriza sativa
L.), Sun et al. (2008) detectaram grande diversidade de bactérias do grupo
Archaea e de bactérias com alta similaridade a grupos néo cultivaveis, sugerindo
alta diversidade endofitica ainda néo diagnosticada.

Aposs o0 sequenciamento da regido 16S DNA dos microrganismos isolados,
estes foram identificados como: Bacillus cereus (AB4), Staphylococcus pasteuri
(AB7.1) e Pseudomonas sp. (KB2). Estes dados confirmaram a classificacdo
morfo-tintorial previamente realizada pela coloracdo de Gram. Para os isolados
AB5, K2 e K3 ndo foram encontrados indices de similaridade significativos no
banco de dados utilizado. O sequenciamento e analise bioquimica destas
amostras serdo repetidos, no entanto, sugere-se que esses isolados sejam
representantes de novas espécies ainda nao diagnosticadas.

Existem diversas estratégias para a remocao de contaminantes ambientais,
como descontaminacdo quimica e biorremediacdo. Poluentes organicos podem
ser removidos enzimaticamente, enquanto metais pesados necessitam do contato
direto da célula com o contaminante, que o capta do meio, metabolizando até a
completa remocgéo fisica do mesmo. Como exemplo temos a Pseudomonas
putida, que é utilizada para a remocéao de cadmio quando inoculada em regides da
rizosfera de trigo (Triticum sativum), milho (Zea sp.) e girassol (Helianthus annuus)
(Wu et al. 2006).

Testes rapidos para a deteccdo da degradacao microbiologica de petroleo e
derivados sédo de grande interesse. Um teste de grande rapidez e facilidade de
execucdo € baseado na reacdo de reducdo do DCPIP ocasionando sua
descoloracdo. Este indicador redox (DCPIP) foi utilizado em diversos trabalhos,
como os citados por Hanson et al. (1993), Peixoto & Vieira (2005) e Mariano et al.

(2007). Van Aken et al. (2004) observaram que uma bactéria endofitica do género

41



Methylobacterium apresenta potencial para remediacao de solo contaminado com
o explosivo 2,4,6-trinitro-tolueno (TNT), através da reacéo de reducédo do DCPIP.

Entre os isolados testados neste trabalho, as bactérias gram negativas
apresentaram os melhores resultados no teste de degradacdo de petréleo e
derivados, apresentado resultados positivos para ao menos um dos compostos
testados. Observamos também uma variacdo do tempo de incubacdo para
deteccdo de atividade degradativa, variando de 24 a 72 horas. Dos isolados
testados, somente K3 e K5.1 ndo apresentaram resultados positivos (Tabela 3).

Quando a leitura final (72 horas) foi realizada observamos que as bactérias
analisadas apresentavam um perfil de degradacdo diferenciado quando
comparado com os resultados de 24 horas de crescimento (Tabela 2 e 4). Estes
resultados podem ser devidos a complexidade de constituicdo dos derivados de
petréleo analisados. Wongsa et al. (2004) sugerem em seus experimentos de
teste para degradacao in vitro de derivados de petroleo que o tempo gasto pelos
isolados testados foi de uma a duas semanas, tendo Pseudomonas aeruginosa
apresentado os melhores resultados para a atividade degradativa. Como o teste
com DCPIP é um teste rapido e realizado em placa em uma mini escala, a leitura
com 24 a 72 horas de incubagcdo apresenta resultados positivos demonstrando
sua real potencialidade como um teste para selecdo de microrganismos
degradadores de diferentes compostos.

Peixoto & Vieira (2005) sugerem que o teste em placa utilizando DCPIP é
um método de triagem de microrganismos com capacidade degradativa simples e
de baixo custo, podendo ser amplamente padronizado e utilizado para deteccéo
da degradacéo de compostos de interesse.

Em geral, as bactérias testadas ndo apresentaram resultados positivos para
degradacdo de Oleos lubrificantes, exceto para o 6leo lubrificante 5W50 e para o
Oleo queimado (TSA2.2). Seabra (2008) considera que os Oleos lubrificantes,
devido a presenca de acenaftenos, possuem a menor taxa de degradacao quando
comparado aos demais derivados de petréleo.

Em testes in situ realizados por Mariano et al. (2008) os melhores
resultados de degradacédo foram obtidos com uso de consércios microbianos.
Seabra (2008) em uma revisdo de literatura, sugere que consorcios sejam
utilizados quando em teste de degradacéo in situ. Entretanto, para que consorcios

microbianos sejam utilizados faz-se necessario o conhecimento da capacidade
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degradativa individual dos isolados a serem utilizados para que ocorra um
sinergismo de degradacao. Este conhecimento individual pode ser obtido em teste
rapido utilizando o DCPIP.

A cromatografia € amplamente utilizada para a quantificacdo e
caracterizacdo da composicdo de hidrocarbonetos. Diversos trabalhos citam a
técnica como teste de confirmacdo de degradacdo de hidrocarbonetos por
microrganismos (Cunha & Leite 2000, Ramos 2006, Mariano et. al. 2007). Este
teste realizado com o0s microrganismos isolados confirma a eficiéncia destes
isolados em processos de biodegradacao de gasolina, assim como a eficiéncia do
teste utilizando o DCPIP.

Para todos os isolados a fase vapor foi considerada o melhor paradmetro
para comparacao do que a fase liquida. Na fase liquida néo foi possivel detectar a
presenca da gasolina no controle ou tubos teste com as amostras, ao contrario da
fase vapor, onde o cromatograma apresentou caracteristicas desse composto
comparado a analises descritas na literatura (Bonfim 2006).

A gasolina comercializada no Brasil apresenta etanol como composto de
oxigenacdo, o que pode facilitar sua solubilizacdo em compostos aquosos. Isso
possivelmente ocorreu no teste realizado, j& que a composicdo do meio de cultura
utilizado é aquosa, e impossibilitou a deteccdo da gasolina em alguns tubos.
Segundo Osterreicher-Cunha et. al. (2009), a presenca do etanol junto a gasolina
pode afetar a infiltracdo, distribuicido e degradacdo final dos compostos da
gasolina em contaminacbes no solo, devido a sua grande solubilizacdo em
compostos aquosos junto aos compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno), o que retarda sua degradacéo.

O tempo de incubacéo de 48 horas foi considerado ideal para a analise por
cromatografia, pois tanto a andlise dos controles quanto das amostras foi
considerada satisfatéria. Na analise do controle e amostras com o tempo de
incubacdo de 72 horas ndo foi possivel detectar a presenca da gasolina,
possivelmente devido a este tempo de incubacédo ser longo o suficiente para que
grande parte deste composto seja solubilizado no meio teste, e parte sofrer
volatilizag&o.

A atuacdo dos microrganismos no ciclo e remediacdo de hidrocarbonetos

no ambiente é indiscutivel, sendo que estes sdo muito encontrados em ambientes
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contaminados (Labud et al. 2007), embora sua atuacédo dependa do contaminante
presente e sua disponibilidade para ser utilizado como fonte de carbono.

Os testes realizados sugerem que 0s microrganismos isolados podem ser
utilizados para biorremediacdo de hidrocarbonetos de petroleo e dos derivados
testados, no entanto, para uso in situ ainda sdo necessarios estudos para melhor
conhecimento de seus produtos metabdlicos. Sua eficacia sera diretamente
influenciada pelas condicbes ambientais as quais forem submetidos, como
disponibilidade de nutrientes e do contaminante. Apesar do conhecimento da
existéncia do processo de biodegradacdo de contaminantes, este ainda nao é
totalmente compreendido, e pode nédo ser totalmente eficaz na auséncia de outros
fatores necessarios ao metabolismo celular. A adicdo de nitrogénio e fésforo é
comprovadamente benéfica para o processo de remediacdo (Steffensen &
Alexander 1995), pois sua auséncia € considerada um dos fatores limitantes ao
metabolismo celular na biodegradacdo de compostos como petréleo (Gallego et
al. 2001, Van Hamme et al. 2003).

A diversidade da comunidade endofitica ainda tem muito a ser elucidada.
Algumas bactérias diazotréficas como Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae, Azoarcus spp. € Azospirillum spp. (Chaintreuil et al. 2000), antes
descritas somente com localizacdo na regido de rizosfera, agora também séao
descritas em regides endofiticas.

A enzima responsavel pelo processo de fixacdo de nitrogénio, a
nitrogenase, € composta por duas unidades, a Ferro-proteina e Molibdénio-Ferro-
proteina. Durante o processo de reducdo do N,, essa enzima é auxiliada por uma
molécula de ferridoxina, que transporta elétrons para a unidade Fe-proteina, que
entdo reduzida transfere o elétron para a Mo-Fe-proteina, e esta unidade acumula
os elétrons até a reducdo de N, a NHs. Esta é a forma da nitrogenase 1 (classica,
codificada por genes nif), mas também existem outras formas alternativas,
nitrogenase 2 (dependente de vanadio, codificadas por genes vnf) e nitrogenase 3
(alternativa, dependente apenas de ferro, codificada por genes anf) (Evans &
Burris 1992).

Os diferentes metais presentes na estrutura da enzima sugerem que o Mo
nao € estritamente necessario, no entanto altera a especificidade dos substratos
(Teixeira et al. 1998). A forma que contém vanadio é similar fisicamente a forma

Mo-nitrogenase, no entanto quando submetida ao teste de reducéo do acetileno
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ocorre a producdo de etano ao invés de etileno (Scott et al. 1992), e geralmente
essa forma alternativa é sintetizada quando molibdénio € ausente no meio
(Teixeira et al. 1998).

A forma da nitrogenase classica é a mais estudada, e ainda faltam testes
para diagnoéstico das formas alternativas. Os resultados obtidos neste trabalho
sugerem a presenca de uma forma alternativa da enzima, pois as amostras
cresceram em meios livres de nitrogénio apds Varios repiques, no entanto, ndo
apresentaram resultados positivos para reducdo do acetileno. Para confirmacao
desses resultados é necessaria a realizacdo de mais testes complementares,
como cromatografia para deteccdo de outros produtos ou sequienciamento para
verificar a presenca de genes que codificam as outras formas da nitrogenase.

Existe uma estreita relacéo entre o nicho ocupado por um microrganismo e
a caracteristicas de suas enzimas intra e extracelulares (Gomes et al. 2007). Entre
as bactérias testadas foram encontradas produtoras de esterases, 3-glucosidases,
proteases, lipases e amilases, sendo o isolado AB4 o produtor de maior variedade
entre as enzimas testadas (Tabela 5). Este isolado, identificado como Bacillus
cereus, corrobora com os dados da literatura que citam esta espécie como
produtora de grande quantidade e variedade de enzimas (Heck et. al. 2002,
Carrim 2005, Anto et. al. 2006).

Goncalves (2007) e Vieira (1999) consideram que as amostras que
apresentam o indice enzimatico com valor igual ou maior que 1,0 s&o promissoras
para a producdo enzimatica. Considerando este indice, todos os isolados
testados, exceto AB5 e K2 que n&o apresentaram halos de degradacédo, podem
ser considerados produtores em potencial (Tabela 5).

N&ao foi detectada a producédo de pectinases entre as amostras testadas.
Pectinases sédo enzimas capazes de hidrolisar a pectina presente na lamela média
e parede priméaria de células vegetais (Gomes et al. 2007), o que auxiliaria a
entrada do microrganismo nos vegetais. Essas enzimas sdo normalmente
utilizadas na industria alimenticia para extragéo e clarificacdo de sucos de frutas e
producao de vinhos (Teixeira et al. 2000, Polizeli et al. 2006).

A producdo de glucose, alcool e proteinas a partir de celulose sédo os
principais alvos de estudo para aplicacdo de celulases (Heck et al. 2002). As
celulases podem ser produzidas por bactérias e fungos, embora as bactérias

ainda ndo sejam amplamente utilizadas (Ariffin et al. 2006), e podem ser aplicadas
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nos variados processos industriais que envolvam utilizacdo de material vegetal.
Heck et al. (2002) sugerem, a partir de experimentos com producgéo de xilanases e
celulases por amostras do género Bacillus, que bactérias podem ser tdo boas
produtoras de enzimas como os fungos.

A degradacéo total de celulose, principal composto encontrado na parede
de células vegetais, € realizada por uma sucessdo de rea¢cdes com as enzimas
endoglucanases, celulases e R-glucosidases, sendo a producdo dessas enzimas
variavel de acordo com a disponibilidade de carbono no meio (De Vries & Visser
2001). A R-glucosidase atua na decomposicao final da celulose (Matsuoka et al.
2003), responsavel pela hidrolise de residuos e formacéo de agUcares simples. A
utilizacdo de consorcios microbianos para producdo de variadas enzimas em
processos biotecnoldgicos parece promissora para melhoria de producdo. Os
isolados AB4 (Bacillus cereus), KB2 e TSA2.2 apresentaram atividade de [3-
glucosidase com elevados indices enzimaticos, 0 que sugere grande potencial
para a utilizacdo biotecnolégica das mesmas.

As proteases s80 as enzimas com maior utilizacdo em processos
biotecnolégicos industriais (Nascimento & Martins 2004, Naidu & Devi 2005).
Estas enzimas sdo termoestaveis e produzidas por diversos organismos, como
fungos, bactérias, animais e plantas, com inUmeras aplicacdes em industrias de
alimentos, couro, detergente, farmacéutica e tratamento de residuos (Naidu &
Devi 2005). Dos isolados testados somente KB2 ndo apresentou atividade
proteolitica. Os isolados AB4 (Bacillus cereus) e TSA2.2 apresentaram 0s maiores
indices Enzimaticos sugerindo um potencial para futura aplicacdo biotecnoldgica.

A producdo de amilases por microrganismos € fonte de pesquisa para
utilizacdo em processos de panificacdo, fermentacdo, solubilizacdo de goma,
industria téxtil e branqueamento de papel (Anto et al. 2006, Kurosawa et al. 2006).
Geralmente sdo termoestaveis, sendo as a-amilases mais comumente
encontradas e utilizadas. A atividade amilolitica foi observada somente para o
isolado AB4 (Bacillus cereus).

Lipases e esterases sao enzimas utilizadas para fins industriais
principalmente na hidrdlise de lipideos (Gongalves 2007). O potencial
biotecnoldgico das lipases tem sido constantemente ampliado, com elucidacéo de
novos fins para utilizacdo dessa enzima, como desenvolvimento de sabores

especificos na industria alimenticia (Gongalves 2007), obtencdo de biodiesel
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(Shieh et al. 2003), adicdo em detergentes (Cardenas et al. 2001) e na industria
de papel para a remocdo de componentes hidrofébicos da madeira (Jaeger &
Reetz 1998). Os isolados AB7.1 (Staphylococcus pasteuri) e K3 apresentaram
resultados positivos para a producdo de lipases. A producdo de esterases foi
detectada nos meios de teste com varios isolados: AB4 (Bacillus cereus), AB7.1
(Staphylococcus pasteuri), K3, K5.1, KB2 e TSA2.2.

Algumas bactérias produzem substancias que tem efeito antagbnico em
relacdo a outros microrganismos, inibindo seu crescimento, genericamente
denominadas bacteriocinas. Essas bacteriocinas geralmente tém natureza
protéica, com acdo bactericida ou bacteriostatica (Carrim 2005), tem acédo
especifica e sdo produzidas em condi¢des de estresse (Souza et al. 2005).

A bactéria endofitica Bacillus mojavencis tem atividade téxica contra o
fungo Fusarium moniliforme, fitopatdbgeno em milho, sendo que diferentes cepas
apresentam variadas formas de antagonismo como efeito através do contato
direto com o fungo ou por producdo de toxinas que se difudem no meio e
destroem hifas (Bacon & Hinton 2002).

De Martins et al. (2002) cita bactérias laticas, gram positivas anaerdbias e
aerotolerantes com metabolismo fermentativo, como grandes produtoras de
bacteriocinas. A Escherichia coli foi a primeira a ser estudada como produtora de
colicinas (Romeiro 1989). Geralmente as bacteriocinas produzidas por bactérias
gram positivas ndo tem efeitos contra bactérias gram negativas (Bromberg et al.
2006).

As bacteriocinas sdo amplamente utilizadas na industria alimenticia para a
conservacao de alimentos (Messi et al. 2003, Souza et al. 2005), com o objetivo
de garantir qualidade microbiolégica dos mesmos. Messi et al. (2003) afirmam que
bactérias produtoras de bacteriocinas ou extratos semelhantes tem vantagens na
competicao por habitat.

Os isolados testados que apresentaram atividade antagdnica sdo gram
negativos, com o isolado K5.1 mostrando um perfil de inibicdo para S. aureus e S.
aureus meticilina resistente (MRSA) de origem hospitalar e da comunidade, com
halos de inibicdo acima de 15 mm. O extrato produzido por este isolado sugere
um potencial de aplicabilidade em tratamento frente a S. aureus e S. aureus
meticilina resistente (MRSA). Esta aplicabilidade devera ser confirmada apos

outros testes (DLso, citotoxidade, teratogénese, etc).

47



Os resultados obtidos para a atividade antagbnica dos extratos aquosos
obtidos ap06s o crescimento das bactérias endofiticas frente as cepas indicadoras
sugerem que elas possuem atividade antagbnica frente a bactérias gram positivas.
Este fato € contrario ao geralmente observado, entretanto, algumas espécies
bacterianas podem produzir bacteriocinas com atividade inespecifica. Como
exemplo pode-se observar a atividade de Lactococcus frente a bactérias gram
positivas e gram negativas (Souza et al. 2005). Aeromonas hydrofila, uma bactéria
gram negativa, € descrita por Messi et al. (2003) como produtora de bacteriocinas
com efeito sobre bactérias gram positivas como Listeria ivanovii, L. welshimeri,

Streptococcus agalactiae e Lactobacillus sp.
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6. CONCLUSOES

Os microrganismos endofiticos tém sua diversidade ainda pouco
estudada e conhecida, assim como suas potencialidades biotecnoldgicas. A
realizacdo deste trabalho deu um passo inicial na elucidacéo desta diversidade
endofitica em ambiente de Cerrado. Durante a realizacéo deste trabalho foram
isoladas bactérias de plantas presentes em ambientes contaminados com
rejeitos de lama asfaltica, demonstrando que, mesmo nesse ambiente
considerado pouco favoravel em termos nutricionais, ha crescimento
microbiano.

A biorremediagcdo de compostos € um processo em constante
aprimoramento, com surgimento de novas técnicas e descobertas de
organismos em potencial para serem utilizados. As bactérias isoladas
apresentaram potencial para sua utilizacdo em processos de biorremediacao
de hidrocarbonetos de petréleo e seus derivados, embora ainda sejam
necessarios testes in situ para sua padronizacéao de condi¢cdes para 0 uso.

A presenca de microrganismos em ambiente endofitico sugere que estes
possam auxiliar de alguma forma a sobrevivéncia do vegetal, como atuando na
fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos e producéo de fitorménios. A
utilizacdo de microrganismos com alguma dessas capacidades é de grande
interesse para melhoria da producdo agricola, pois aumenta o crescimento
vegetal de forma natural e evita a adicdo de aditivos quimicos. Entre os
isolados testados, somente um apresentou possivel producédo de &cido indol-
acético, caracteristica que necessita de confirmacdo por cromatografia. O
mesmo ocorreu para a fixacado de nitrogénio, que também necessita de testes
para a sua confirmacao.

Os microrganismos séo grande alvo de pesquisas para sua utilizagcdo em
processos biotecnolégicos. Enzimas produzidas por microrganismos sdo um
exemplo dessa utilizacdo, de interesse para industrias téxtil, farmacéutica,
tratamento de residuos, papel, entre diversas outras. Os isolados testados
apresentaram potencial para melhoramento e aumento de producdo destas
moléculas, visto que nos testes realizados foi detectada a producéo de diversas
enzimas. Entre as potencialidades biotecnologicas pesquisadas, encontrou-se

também a producdo de bacteriocinas, que sdo moléculas de interesse para o
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melhoramento de qualidade de producdo na industria alimenticia e para a
producéo de novos farmacos pela industria farmacéutica.

A identificacdo dos microrganismos é de extrema importancia para
estudo de diversidade do Cerrado. Este bioma, que se encontra em processo
crescente de devastacdo, ainda ndo tem uma estimativa de diversidade
microbiana, tdo pouco a caracterizagdo de suas potencialidades. Este trabalho
deu um passo inicial nessa caracterizagcdo, no entanto, muito ainda deve ser

pesquisado para um levantamento significativo da biodiversidade deste bioma.
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8.1. MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

8.1.1. Meio de King — meio seletivo para Pseudomonas sp.

PEPIONA ..o 2049
GlICRIINA .. e e e e e 10g
KOHPO 4 s 159
MOS O it 15¢9
AGAI e 159
H20 deStilada g.S.P «evveeeeerieieiiiieie e 1000mL

Ajustar pH para 7,0 — 7,2.

8.1.2. Meio Minimo (Peixoto & Vieira 2005)

NBC et e e e e et s e ees s eseee e esee e eseereeeees 0,5%
KoHPOL ettt 0,1%
NHH2POL ..ot 0,1%
(NHA)2S O 1ot es e et st s eee e s eseees 0,1%
MOSOLTH20 oo eeee et ee e ee e es s es e eeeenens 0,02%
KNI et e et 0,3%

DCPIP .. 50 mg
NAH C O3 e e 42 mg
H20 destilada g.S. «ovveereeiiiiiie e 200 mL

8.1.4. Solucao de Salkowski (Gordon & Weber 1951)
FECI3.6H20 0,5 M ..ot 1mL
HCIO4 B5%0 ..ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e enees 50 mL
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8.1.5. Teste para solubilizacdo de fosfatos (Katznelson & Bose 1959)
Solugéo | - K;HPO, 0,57 M
KoHPOL4 .ottt ettt en s 100 g
[ DY@ 0 (=153 1]F= To F= o 1R o RSP 1000 mL

Solugéo Il - CaCl, 0,9 M
OF= 1O 100 g

[ PY@ 0 (=153 1] F= To F= o 1S o TSP 1000 mL

Solucédo Il = NaOH 1 N

NBOH L. 40 g
[ DY@ 0 (=153 1] F= To F= o 1R o PSRRI 1000 mL
Procedimento:

As solugbes e o meio devem ser autoclavados separadamente.
Acrescentar 50 mL da solucédo | e 100 mL da solucéo Il a 850 mL de meio TSA.
Ajustar pH para 7,0 com solucéo Il e incubar a 28-30°C.

A presenca de halos claros ao redor das colonias revela bactérias
solubilizadoras de fosfatos.

8.1.6. Teste para fixacado de nitrogénio (Dobereiner et al. 1995)

Em todos os meios para teste de fixacdo de nitrogénio sao utilizadas
solugdes de micronutrientes e vitaminas com a mesma Ccomposi¢cao. As
solucdes de bromotimol (0,5% em 0,2 N KOH) e FeEDTA (1,64%) também sé&o
comuns. Houve acréscimo de 1,8 g/L de agar para 0os meios semi-solidos. As
substancias devem ser colocadas na ordem indicada.

Solugéo de Micronutrientes

CUSOLEH0 i 0,04 g
ZNSO4.TH20 .. 1,2g
HaB O3 ittt e s a e e 1449
= Y (0 1@ 2 o B O L 10g
MNSO4.H20 .ottt 1,759
H20 destilada g.S.P «vvvvveiiiiiiiiiie e 1000 mL

70



Solucéo de Vitaminas

BIOTING ..o 10 mg
PIrdoX0l — HCI ..o 20 mg
[ DY@ 0 (=153 1]F= To F= o 1R o SRR 100 mL

Dissolver em banho-maria e entdo completar o volume com &gua.

Manter solucdo em geladeira.

A) Meio NFb

oS To (o X 1 1= T T 59
G 1= YRR 05g
MOSO 4. TH20 e e 0,29
NACH .. e e e e e e e e e 0,19
CACl2.2H20 oo 0,02 ¢
S0luGao de MICIONUIIENTES ........uuviiiiiiiiiiiieie e 2 mL
Azul de bromotimol .........ooooviiiii 2 mL
FEE D T A it aar e e e an 4 mL
SOIUGE0 de ViItamMINAS .......evvviiiiiiiiiie e 1mL
KOH oottt ettt enen e 4,5 g
H20 destilada g.S.P «eveeereeeeeieiiiiiiieeeee e 1000 mL

Ajustar pH para 6,5-6,8 com NaOH.
B) Meio LGI

SBCAIOSE ..iiiieietieeitie ettt e e et e e e 549
KOHPO 4 e 02g
KH2PO 4 e e 069
MOSO4.2H20 i 02g
CACI2.2H20 e 0,02g
NAZMO4.2H20 ..ot 0,02¢g
Azul de bromotimol ... 5mL
FEE DT A et ennes 4 mL
SOIUGAO dE VItAMINGAS .....vviiiiiiiiiiieeeeeee et 1mL
H20 destilada g.S.P «eveeeeeeeeiieiiiiiiie et 1000 mL

Ajustar pH para 6,0-6,2 com H,SO,.
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C) Meio LGD

GIUCOSE ...t a e e e e 20g
[0 1 = © PSP 0,05¢g
[ Y = © SRR 0,15¢g
OF= 1O B TR 0,01g¢
MOSO4.2H20 ..o 0,29
NA2MO4.2H20 ..ot 0,02 ¢
FECIZ.2H20 .. ittt 0,01¢g
Azul de bromotimol ..o 2 mL
= 1 (O 0,01g
[ DY@ 0 (=153 1] F= To F= o 1R PSPPSR 1000 mL

Ajustar pH para 7,0.

D) Meio JNFb

ACIHO MANICO.....eeveieeeeee ettt 59
KoHP O et 0,69
KHoPO4 oot 1,89
MOSO4.TH20 e 0,29
NACH .. e e e e e e e e 0,19
CACI2.2H20 oot 0,02 ¢
S0luGao de MICIONULIENTES .........cvviiiiiiiiiiiieeee e 2 mL
Azul de bromotimol ... 2 mL
FEE DT A it r s 4 mL
SOIUGAO dE VItAMINGS .....vveiiiiiiiiiiiieeee e 1mL
KOH Lottt 4,5 g
H20 destilada g.S.P «vvvveiieeiiiiie e 1000 mL

Ajustar pH para 5,8 com KOH.
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8.1.7. Meio minimo para testes de atividade enziméatica

NN = L PP 0,5%
KoHP O 4 oo 0,1%
MOSO4.TH20 i 0,05%
INBNOGS et e e e e e e s s e e e e e e e nnbbb e e e e e e nnnrees 0,05%
FESO4.THO ot 0,01%
A AT e ee 2%
EXtrato de Levedura .........ccoooiiiiiiiiiiiiiiceieeeee e 0,1%

8.1.8. Deteccao de Atividade Aminolitica (Hankin & Anagnostakis 1975)

Meio Agar nutriente € acrescido com 0,2% de amido soluvel, com ajuste
de pH para 6,0. Apos 48 horas de incubacdo a 30°C as placas devem ser
reveladas com vapores de lodo Metalico. A atividade aminolitica € revelada
pela presenca de halo claro ao redor da colbnia.

8.1.9. Deteccdao da Atividade Celulolitica (Stamford et al. 1998)

N3 D1 =1O Y TR 79
G |=1O Y SRR 29
MOSO4 TH20 e 01g
(NHZ)2S 004 ettt a e e e 1g
EXrato de LeVEAUIA .......oovvieiiiee et 0,69
AVICEI <. 109
0 - PP 159
H20 destilada g.S.P covvvereiiiiiiiee e e 1000 mL

Ajustar pH para 7,0 — 7,2. ApGs 48 horas de incubagéo a 30°C as placas
devem ser incubadas por mais 12 h a 50°C. A visualizacdo de halo claro ao

redor da colbnia é indicativo positivo

8.1.10. Deteccéo da Atividade de Endoglucanases (Melo 2000)

Meio minimo acrescido com 0,1% de extrato de levedura e 0,1% de

caboximetilcelulose. A leitura é realizada ap0s a exposi¢cdo da placa a uma
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solucéo 1% de brometo de cetiltrimetil amonio por uma hora a 4°C. A presenca

de halos claros ao redor das col6nias € indicativo positivo.

8.1.11. Deteccdo da Atividade Lipolitica e Esterasica (Sierra 1957)

Meio BaCto PEPtONa .......cccoeeiiiiiiiieeeei e 109
NBCI . e e e e e e e e 59
CACIH20 e e 0,19
AT e 189
[ DY@ 0 (=153 1]F= To F= o 1R o SRR 1000 mL

Ajustar pH para 7,4. Apoés esterilizardo o meio deve ser suplementado
com 1mL de Tween 80 a concentracdo de 1% (v/v) para teste de atividade
lipolitica; suplementacdo com Tween 20 nas mesmas condi¢cdes para atividade
esterdsica. As placas devem ser incubadas por 96 h a 30°C e a presenca de
halo opaco ao redor da col6nia é indicativo positivo.

8.1.12. Deteccdao de Atividade Pectinolitica (Hankin et al. 1971)

Solucéo |
KH2P O, et 0,29
KoHP O oot 0,36 g
H20 destilada g.S.P .ovveereiiiiiiiei e 200 mL

Solucéo I
PECHINA ... ———— 59
H20 destilada g.S.P covvvereiiiiiiiee e e 200 mL

Solucéo Il

(NH) 2S04 ettt naeee e 29
FESO4.TH20 .. 0,001 g
@7 @ TSR 0,001g
EXtrato de Levedura ..........coooiiiiiiiiiiiiecceeeeeeee e 19
H20 destilada g.S.P «eveeeeeeeeiieiiiiiiie et 600 mL
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As solucbes devem ser esterilizadas separadamente e reunidas no
momento da utilizagcdo, com proporcao de 200 mL solugéo | + 200 mL solugao
Il + 600 mL solucao Ill. Apds 48 horas de incubacao a 30°C, as placas devem
ser recobertas com solucdo de Brometo de Hexadeciltrimetil Aménio (CTAB) a
1% (p/v) e incubadas por 1h a temperatura ambiente. Lavar as placas com
adgua destilada esterilizada. A presenca de halo claro ao redor da col6nia é
indicativo positivo.

8.1.13. Deteccéao de Atividade Proteolitica (Vieira 1999)

Caldo NULIHENTE ... 8¢
GIUCOSE .. e e e e e e e e e 19
Leite DESNALATO .....cvviiiiiiieeeieii e 15 mL
Y0 = PP 189

Apbs 48 horas de incubacdo a 30°C as placas devem ser reveladas em
solucéo de acido acético 5%. A presenca de halo claro ao redor da colbénia é

indicativo positivo.

8.1.14. Meio de Kado (Romeiro 1989)

Y= (02 L0 1] =T RO PPPRRPI 109
EXtrato de [eVEeAUIa............uuviueiiiiiiie e e 49
Caseina hidroliSada............ccuveeiieiiiiiiiiiee e 849
MOS0 g ettt aeaaae 0,39
HoHP O, ettt e e 29
0 = PP 159
H20 destilada g.S.P «eeeeeeeeeeiiiiiiiiiieiee e e 1000 mL

8.1.15. Tris-HCI 1M
THS DASE ..o 121,19
[ PO I o 10 [ = N0 1= o I 1000 mL

Dissolver o Tris em aproximadamente 800 mL de agua, ajustar o pH

para 7,5 com HCI concentrado, e entdo completar para o volume final 2000 mL.
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8.1.16. Solucédo de EDTA 0,5M pH 8

B D T A e e e eearaaas 9,39
NBIOH . e 1lg
[ PO I o 10 [ = W0 1R o T PP 50 mL

Ajustar o pH com NaOH.

8.1.17. Tampao TE

THS-HCI LOMM ..o 1mL
EDTA IMM Lottt a e e e 200 uL
[ YO B o0 = o =3 o PP P PP P PP 100 mL

8.1.18. SDS 10% (duodecil sulfato de sodio)

Dissolver o SDS em 80 mL de &gua aquecida. Apds o resfriamento,

completar o volume para 100 mL e estocar em temperatura ambiente.

8.1.19. Solucédo NaCl 5M
1= 1 292,24 g
[ PO 2 o 1= o LTSN 1000 mL

8.1.20. Solugcao CTAB/NaCl

A solucdo CTAB/NaCl é feita utilizando 10%CTAB acrescido a 0,73M
NacCl.

8.1.21. Clorofil
A solucéo clorofil é feita a partir de cloroférmio e &lcool isoamilico, na

proporcao de 24:1 (v/v).
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8.1.22. Tamp&o TBE 10X ( Tris Acido Bérico)

THIS DASE ..o 54 ¢
ACIHO BOTICO ..ot ettt et e e e eee e 27,59
Solucdo de EDTAOLBMPH 8 ... 20 mL
[ PO I o 10 [ = W0 1R o ISP 500 mL

8.1.23. Gel de agarose 1%
AGAIOSE .. ittt 29
Tampao TBE1X
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8.2. FOTOS

B

Figura 8. A) Placa teste do perfil de degradacdo dos microrganismos com
incubacdo em shaker por 24horas e leitura com 24horas e B) 48horas de
crescimento na placa. Legendas: AB2.3, AB4, AB5, AB7.1, KB2, K2, K3, K5.1 e
TSA2.2 - microrganismos; C(+) - controle positivo; OQ - 6leo queimado;
20W40, 20W50, 5W50 e 15W40 - oleo lubrificante (Lubrax); C(-) - controle
negativo; P37, P38 e P40 - fracbes de petréleo. *Tipos de petroleo: P37(°API
37.7), P38 (°API 19.6), P40 (°API 18.6). °API = (141.5/g) — 131.5 sendo “g” a
densidade relativa do petréleo a 15.6°C. Fonte: PETROBRAS.
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Figura 9. Teste para producéo de acido indol-acético (AlA). Isolado KB2
apresentou halo avermelhado, indicativo de resultado positivo.

Figura 10. Crescimento do isolado AB7.1 em meio LGI. C(-): controle negativo.

Figura 11. Atuagéo dos extratos obtidos a partir dos isolados testados sobre
Staphylococcus aureus meticilina resistentes MRSA (comunidade).
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8.3. RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO

1. Isolado AB4

1541-Rev

AACGCGTNTGAGTACCCAGNTATCTGTCCCAGGCATANAGTGCGGCTGGATC
ACTCCTTGATACCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGT
GGCGGATGTGTACAATGCCCGGGAACGTATTCACCTGCGGCATGCTGATCC
GCGATTACTACGATTCCAGCTTCATGTATGCGAGTTGCAGCCTACAATACCTG
AACTGAGAACGTGTTTTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTT
TGTACACGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATG
ATTTGACGTCATCNCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAAGTCNCACCTTA
GAAGTGCCCAACATTTCATTGATTGGCCAAACTAAGNATCAACAGGGTTGCG
CCTCGTATGCGGGACTTAACACCAACATACCTCAACGACACGATGCTGACGA
CAAACCATGCACCAACTGTCACTCATGCTCCCGAANTGAGAAGCCCTATCAT
CTAGAGGTTANTCAGAGTGATGTCAATGACCTGGATAAGGTTCTTCGCGTTTG
CTTCGGAATTAAACCACATAGCTCCACCGACTTGTGCTGTGGCCCCGNTCAA
AATTCCATTTTGAGGTTTCTCACGACNCCNATGCAGTGACCCGGTACAATCCC
CCAATTGCGGCATGTTGCATTAAATTGGCGTTANAACTTCAGACACTAAAAGG
GGCGGGAANAACCCCTCATAAACACTTAAGCAACTTCATCGTTTAACCAGTGT
TNGGACATACCCATGGGGTTCTAAATCCCTGTTNTGCTCCCCAAGACATTTAG
GCAGCCACACAAGATCAGTTACAGGACACAAAAGAATCACCTATGACAAATA
G

27-Fwd
GCGTCTATGACATCCAAGTCGATTCGAATGGATTAAGAGCGTTGCTCTTATGA
AGTTAGCGGGCGGACGGGTGAGTAACACTGTGGTGTAACCTGCCCATAAGG
ACGTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGGATAACATTTTGAAC
CAGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGTGATGGAC
CCGCGATCGCATTAGCTAGTTGGTAGAGGTAACGGCTCACCAANGCAACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCACACTGGGACTGAGACCACGGCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCCAGTAGGGAATCTTTCCGCAATGGACGAAAGT
CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATTGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAAACT
CTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGT
ACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGACAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTACAAGCGCGCGCAGGTG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAGACTTGAGTGCCGAACGAGGAAAGTGGAAATNCCATGTGTAA
GCGGTGAAATGCGTAANATATGGGAGGANCACCCNATGGGAAAGGGA

. Isolado AB5

1541-Rev
GTTATCACGTCACGNATTGCAAGCCCAGAGTTTAATANACNTTGGAGNACCG
ANAGTGGGGGGCAAGCCANCGGGACTTAACTCAGCAAGANGGCTTAGCTAT
TAGACTGATATCCAAAATGATGAAAATCAATCGAGCACCAGCGCTGCAGATTC
TGCTATGNGCTTGCCGCGCACCGTTGATGGAAGTGCGCNAATGACGGAACC
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ATGGCAACGGTCCGAATAAGGACTGGCTAGTAGNAACCNTTTGACTTAACTG
TCGGGGCGAGGTATNAATACCCGCGAGCCACATNCCGAGATTGTGGTCTCC
CCGGAATACAGGTTGATNAGGGTGTTNGTGGAACCATTAGCTCCCATAGTCG
TGCGACAACTTGACTCGGATGTAGNGCTGTAGCGACGTTGNNAGATAATTTC
ATTTGCGTCTGACACCCGTTACAAAATGGGTACCATGTGGTGATCGAAAAGAT
GANCCTCGCCGTTTGGTAACACCTGTTTGCACCAAATTTGGTGGTTTGAATTT
CGCGCGGNTTGGAACANGTTTTAGCGTCCCCTAACACGAGGATATTCTAAAA
ATNCACAGTCCGTTAACAAACATCCAAATTAGAATAGTGGACGGGACACAGG
ATGNCATAAACCACCACAGCACCTTNGATGTAAACCCATTNGACATAGNGATA
TTGTCGATCACAATCTNACAGATAGGATTACAGATAAAAATCCAGNATTGATAT
GGAACGGTGAATGACAAAAAAAACCAACTATAAAAAATTATAAGCTTATNACG
CAATAANCAGGAATAAACAGTCAGACCACACAAGCCG

27-Fwd
AACNCTGGAACGCTAAGAGTANCCAAGCTATGTTCAATAGAATGAGCGTGAC
CAGCAATGCNGGCCNCNTGANCCGNCCAAATCCGGAGANCAGAGATNACNG
ACNAGATGAAATAAATNCAGCCAGTAGCGTCAGAATCGATTAGTAAGNGNGC
AGAGCTCAATTTCGAAAGGGGAGAGATAAGTCAGACACGAAATAAGGCAATA
TTGAGCGAAGAGTTACNCAGGTGANCGTACCATCNTGANCCTCACGTACAAG
AGTCATCATGCNGATGATAAGAATACTCCCATATCGTAATTGGAATGCGCATT
TGTTCGCCTACCATTATNACATANATGCCATCCCTAACGTTTAAAGTACACATA
CCANGGGCAGCTAATTTCCGAGGTCCCCGTGATAAGACTTAGTTCCATGAAA
CCGAGCCCCGNCGCCCGGAATATGAAAACCAAATNAATTTAACANCNTGAAC
TNTGGTTTGCCGCCCAGGTGGAGTTNGGCT

. Isolado AB7.1

1541-Rev
AGTCAGNCGGGTACGTACACTTCCCCCAATCATTTGTCCCACCTTCGACGGC
TAGCTCCATAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGT
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTG
ATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAAT
CCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCTCGCGGTTTAGCTGCC
CTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGACAGTCAACTTAG
AGTGCCCAAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTACAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATACTCACGACACGAGCTGACGACAAACATGCAACCAC
CTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGANCGGTCCCACA
GGATGTCAACGATTTTGGTTACAAGGTTCTTCGACGTTGCTTCGAATTAAACC
ACATGCTCCAACGCTTGATGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCT
TGACAGGTCGTACTCCCCAGACGGAATGCTTAAATGCCGTAAGCTTGCAAGC
AACTTAAAAGGGGGCGGGGAAAACCCCCCCTTTANACACTTTAAGCACTCNA
TACGTAACAGCGGCGTTNGGAACCCTNACCANGGGTCATCCTNAACTCCCTT
GTTATGGATCCACCCAACGGCATTATCAGGCACAATCACACGNTCGNTATAA
CGAACCCAGAACAAGTCGCTTTTCGCCACTGGGNGGTTCCTGCACAATCTTC
AGAGACATTACACGNAACAAATGGAATTCAGTTTCANCNCTGATCAGCACCAC
AATTGNCACAACACAAGANCCACCACGGCACCNGGGNTCAAAANATAAAACA
GCAAGGCGCNAGCAACGATCAGAAGATACACAATATCACGNGGANAAAGGTT
CGAGCGAAGANAAACTCAGACAAACCAACNGCGCCTCNGCANNG
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27-Fwd
AGGGCGGGGCGCGCCTAATANACANACAGATAGGAGCTTGCGTCCTTTGAC
GTTAGCGGGCGAGACGGGTTGCAGTAACACGTGNGTATAGACCTACCTATAA
GACTGGGATAACTTCGGGGAAANCGGAGCTAATACGCTGGATAACATATTGA
ACCGCGATGGTTCGAAATGATGTGAAAGGCTGGCTTTGCGTGTCGACTTATA
GATGGATCCGCGCCGTATTGAGCGTAGTTGGTAAAGTGTAACGGCGTTACCA
ATGCAGACGAGTACGTAGCCGGACTCGTGAGAGGGTGATCTGGCCAGCACT
GGAACTGATGACACGGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTCATCACGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAA
CTGTGCACATCTTGACGGTACCTGATCACGAAAGCCACGGCTAAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGTGTGGCAAGCGTTATCCGGACATTATTGG
GCCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTATATAAGTCTGATGTGAAAGCCCAACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGCAAGAG
GAAACGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGCAAATGCGCCAGAANGATATGGAC
GGGAAACCACCCAAGTGGCGAACAGGGCGAACTTTTCTTGGTCTGTAAACTT
GAACGACTGAATGTGCGAAAAGCCGTTGGGGGATCACACCNGATTAAATACC
CTGGGTTATNCACAGCCGTAAAACNATGAAGTGCTAAGAGGTAGGGGGGTTC
CCGCCTTNTGTATGATAGCCATTAAACTCAGCTGGGGATTCACACAAGGGTA
CACAAGGATGCGGCCCCACCACNGGCATTTNTATTCAACACGNAAACT

. Isolado K2

1541-Rev
AAAAGAAAACTAAAAGTAAGACGGCAATAGCTGTATATGCGAGCANGCGATG
GGCTAAGCCCAGGCTCANCCCCGCATATGGTTAGGTACTTAGACCTGATCTA
NCTGAGGGATAGNAATACACGACACNCCCCGCGACTANNCTGCTTTGAGCTG
CGCGACGGCGATGCTCGGTACGAGATATGCTCCAGTGAGAAGCGGTGCAAT
ATCGCCTGCTGTCAGACCAGTATCTGACTTAGTGTGCGAGTATAACNACAGC
GCGTTCCNTGATGGTCCAGTCAAGGTCTTGTAGTGATTTGTGAAAACTTGCCC
CAGTGCGCACGTGCAACATTCACCTTGAGTGCAGAGCTTGCTTGTTCGCAAG
AAATATCATTGCGTCGCAAGCCCTACCGAACGGTNACCTGTGGTGACGAAAG
TAGGCTTGCGTTGGTGAAAACTGTANCCCATTGTTTGTTAAGCCAGCGGGTT
GAAGATTGGCCGNTCAAGAAGTAACTTANGTAGAAATTGGGCACCACTAGCN
TTAGATANTGTCGGAAACAGTGCAGAAAACCCCACCATGNTGTAACTTGGCAT
NGAGAGCTTTGNTCTAACTTGGCAAGTGGNTAGAACNGGAATAACGGCCTGN
TTAGAAAGGGTAGGCCCAAAAACCACAATTGGAATCTATTTGANTTTAGCGCC
CTCATTNCGTTTAACAGGTNGCACCCCAACAGGTCGCGNGNTTAGACAGCCC
GTAACTTTGTGTTCACACAAGCACGTAAAAGCCTCTGATTTCGCGCAAACATT
CCACTTCTTTGCAGCCAGNAATCTTAAGGATTGGCGNTGGNACCCAGGAATA
GACACCCGACTTGTTCAAACCGATACTCGAAGGCCTGTGTCAATTGAAGGTT
NACACGCCTAGCACAGTNGTGGCCGACCCACATGTTTCTCACAATCACTCCC
TTTCNGANAAAATTNGGGNATATTCTTTGCCNCAGGCGGCATTGTGGTTCCC
CCTGAGCGACCCCAATGGGGCTGAGNTTGTGGTACATCCCTATTAGGTATCG
GAGTTNTGACANTTTCTCCGAACATTTGCAACACCCGACCAGGAATGGCAAA
ACACCCATTTCAGCAATTTTGGTCTCGTTGTGGCACCCATCGCAGTAACAAAA
CCATATATACCATAGGAAAGTGATTTGAGNAACATCTAGATATCGCGATGTAC
CATGTAGAGGAAACCCACCTAGGAACAAGAGATGCGATAGCCTTAACACTAT
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CGGGAGTTTGGTCACCAGATGCAGNCCCACCGATAGCGTCCAGGCCGCCAA
AATGGAATATGGCCAGCAAACACGNGGACCCACGNGATAAACCGAATGNAGA
GGCAAACCCGATGGTAGGAATNTNAAGCAAGACGGGAATCAACCAGCAAACA
CGAGATGAGGGCGCCCCCACAAGGGACAAGAACTGGGACGGAAAAAACAAA
ACCAGGAAATCACACGGGATGCGGGAGGTGACAGCACCACCANGCACAANA
GNGGGACACCAATACAGGAACAGNTGANACCACACAATCACGGAACATAAGC
GGNAAACACAAGCGAAGTCGAACGGNCAGAAGNGCNAAANACTCAAAAAGA
ACAAAACGNACACN

27-Fwd
ACGTTCANCAGTCGNCGATTTGAATGCACGGGAGCGTTGCTCCTTNATNCAC
GCGCGCAGGACGATGGTGACGTAATGCCTAGTAGAAGTCTTGCCGTGAGTNT
ACGATGGATCGGGACAAACAGTGTTCAAAAAAGGAGCAGCGNAAATACCTGC
ATACAGTCACGTACTGGAGAAGAAAGACAATGGTGACCCATTCGAGGCCTTG
CGAGCATAGTCAAGAATAAAGTAGCCTAAGTCAGCGATTAAACATAGCTTGTG
ATGATCGAGATAGAGATTGAGANATCGACCCAATGGCAGATCGAATCCGTAA
AACGTGAGCTCATGAGAAGGAATAATCAGGTCGACACTGGCACAACTTGAGA
CACCGGTCCAAAACTCCCTACCGAGAGAAGATGCACNCAATTTGGGGGGAAA
TTTATTTGGNACACAATTGGGGGCGGAAAACAGGCCTTGACAATACCCAGAC
CCCAATTTGACACAGGCACGTTTGGTTGGTTTNAGAACACGAAAAAAGGGGT
ACTTATCCAGAGGAAAATTATGGTAAAAACATGACACACCTTTTTACATNGAGT
TTTGGAGGGGAAGGGGNAACATGGGNGACCAAAGANAACACAAGTTATAACA
ATAACCCCCCTTTTGACTNGATTTTAATCAGAAACCGNTTAAACACCGAGAAC
CAAGACACATNAAAAAGCCAACACCGAGTGACCTTAAAACATTCCATTGTTGG
NCCAANCAAAGAGCCACGGACGAGTTAAACTTAACAAAGTAAANGGGGGATT
TGGCCCCACAGGCCAGATTTCACATACTGGNACATTTTACACTTTGTGTGGGA
CCATGTAACAACAGCCGACGGCCGGGCTTAAAGGTTTGGGATAATCCCAANT
ACAACAAGGTTTNGGACACTAGNTTGAACACAACAGCCCACCCGAGAGGACN
ATNCAAAAACCAGTGAGANGGAACAAAACGATGGNAAATTTCCATAAAAAACC
AATTGTGAGCCTGAAGCCATACAGAAGGTNCCCAGGAATAACGACAACGGGC
GTAGGGACNAGGGAACAATATATCCATTAGAGGTTATACACGTGGATGAAAA
ATTGCGACNGTTCAACCTTATTATGNGAACCAGTGCACACCACCCCAATTATN
GAACAACAATACGGCGAACCCTACCCGTTNGACATTATAGTACATTTTATACG
ACTTTNACTGGTTGN

. Isolado K3

1541-Rev
AAAACAAAAACAAAAAAAGACACAAAANTAAAATCGAGTACTGTANAAGAATC
ACGTTATGCACTTTGACAGGCATAGACTCACACTAAAATGGTTACATCCANCT
GAGACATTCAGAGGNTTGATAACCAACAACTCTCGTGGATGTGACCAGAGGG
CTGTGTGTTGTCAAAGACCCCGGGACACTGTACTTACACCTTGTAGACATGC
ATGANTCTAACGAATATACATAAACTGAATTCCACGCATATCAAATGTACGATA
CAGACGATATAGCAAGAACATAACACAATCNCTGAACCATTGAGAACAACAAA
CATTTACTTGTAGTGAATTTTGCATTTAGAACACCTCGNCGTGATATATAGCAT
TTGCACACCATTANGATAATTATGGGTCCCAAAATTATGATAAAGACAACCTG
ATTGATTGATATAGACCCCAAATATCACGTACACATGGTGGTGCAAATTTGAA
ATTGAAATTTTGACCAANTTCAAAATTACACCCACAACACCAAATATTCACAAA
TCANCCGAGGAATTTATATAGGATCGAACAACCTGAGGCNTAAGTATATCGAA
TACAATAATNATAACAAGAATGGACACCNAAAAAACGATATTTANAAATNGNAA
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GTNAGGGCAAAAACAATCANAAGCGCCACATTATACAAAGANNGGGNNCTTA
TATGNNNGGCCCATATCACGAATTTTGACCTCGAAGTGCAACAATTTATACTA
ATACCACACAAACAAGAAAAATTAGGTTCACTAACCCAGAACACCATACAAGA
ACAGTACCATTTAGACATAACNAAATCNACAAAAAGATCACAACATTTGACCN
ACCCATAAGCCCNCGTTGGATATCAANACGCAATTTTTATNGNTTAACACCCC
AAGCTAGATAAAAAGNTGNGAGGACAANAAACAGTTCNTTTAATTCNATATNA
ATATATCGAAACGGCCAAGTGATACACCAATNATAGNGAAATTNGTTCAAACA
CAGACACATATTCTANGGGAAAAAAATGGATAGTANA

27-Fwd
AAATGANAGTTCCCTTAGCCGATNACGATAGGGAGTCGTGCGTCCTTTGACG
TTAAGCGGGCCNGACGGGGTGAGGTACACACTGTGAGATAGTCCTACCTATA
NAGAGCTGGGATAACATTCGGGAGAAACGCTGGAGCTAATACGCTGGATAAG
CGATATTGAACCGCGATTGGTTCGAAATGNTNANACAGCGCTGGCTTTTTGC
GTAGTGCACTTTATAAGATGGATCCGCAGCCAGTATTGAAGCGTACNATTNG
GTAAAGTGTAACTAGAGCGTTACCAATGCAGTCNCGATACGTATGCACGGAC
CTCGTAGATAGGTGGTCGAGTCTGGCCAGCACGCTTTGAAAACTTGATGACA
CGGTCCAAGACTTCCATACCGGGAAGNGCAANCAAGTACAGCGNGGAATCTT
TCCCGCCAAACTTGGGGCCGAACACGCCCTGAACAAGNGACAACGCCCGGC
AGTAACGTAGAATGCACAGGCGTTCATTTCCGGAGNATTCAGTCAAAAAACTC
CTTGGTATATTCAAAGAGGGACAAGAAACCAAAACATTGTTTGTTAAACGAGT
AAACACTTGGTTGGCCAACATTCATTTTGACACGGGTGAACCCCNTGGAATTA
CAAGNAAAANGCACCAACGTGGACTTAACACCTAACCAGATTTGACCAAGCA
CAATGCACCNGCAGGGNTACAATACACCAGGATAAGGGTTAGAGGCAAANAG
GATGGTTTAATTTTACCAAGNAGAAAAATATTATAATTATGGGGGGACGGTAT
ACAAACAGAGACAGACCGGCACAGGTTAAAGNAGCAGGGGGAATTATATCNT
CAAAAGCGTTCCTTNGAATTTGTTCGAAACATCGCACACCCACCGTGGCCTTC
CAACACCACCGGGTGNAAGGGGGNGTCCATTTGGGGGANAACCTTCGGGAA
AAAAACCATTAGAAGTTGGACACAAGCACACAAAGAGAACACGGTAGGTCAN
ATTCCCCAGTTGTCACTACGCCGGGGTGACAATTAGCCGCCAAGAAGAATTT
ACATCGAGAGATGGAAACACAACCCAGTTGGGGCAAAATGGGNNCACNCTTT
TCTAGCGTTCTCGTCACCTTGACCGNCTTGAATATTCACNAAACAAGCAGTTG
GCNCTGCTCTC

. Isolado KB2

1541-Rev
AAACCAAATGGTACNTGGAATACATCTATCACACACGTGGTAAGCGCCCATC
CCGAAGGTTAAGCATAACCATACATTTNTTTTTGCAACCCCAATGCGNCCGCT
ATGGCTGATGGACGTGGGCGGTGTGCTACGAAGGTCGCCGGCGAACGTATT
CATCCGTNGCGCATGGCTGAATCCAACGCGATNTACTGAGACGATTACCGAA
CATTTCTACGTGGAGGTCANAGCTGTGCTAGACNCCTGACTCGCGGCACCTA
CGTACGCTACATTTGATGCACGGATTCCCGCGTTGGCTCATCGGCCGACGCG
TACTGGCATTCCTCNTGTATGCTATTGCGCCAATTGTAGCACTGTGTGTAGCC
CTGGCCTGTAAGTGGCCATGATGACTTTGACGTCAATCCCCACCTTCCTCCG
GTTTTATCGACACGGCAAGTCTCCCACATGNAGGTTCACCGAACCGAAATCA
GACTTGTGCAAACAAGGACGCGATAACGTGGTTTGCCGCCATCGTTTGCAGN
GGGGACATTTAACCCCAAACATTTTCAACACAAACAACNGAGCTTGACACGAC
AAGCACAATTGCAAGACAACCTTGGTCTCCACCAATGTTCCCTAGAAGTGCAC
TCCAAAAGACACTTCCTACCTGGACATAAACAATTTACTTGTTAGGGGCAATT
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GGTCCAAAGGGGCGCCATGGGGTTAAGGGTTTACTTATCAGCAGATTTTGGC
ATTCCGAACATTTAAAACCCAACAATTTGGNATTCCCAACACGCTATAGTTGA
CGTGGGCCCCACACGGNTAACAATTCAATTATGACGTTANTACAACCNTTTGA
CAGAGACCCGGATACTCACCACAAGGACTGGGTCGACCTTAAACGGCTCGTT
TAAAAGGCATCCNACGAGAACAAGCCCANAACGCCCCTTCACANGGGGGGC
CAAAAAACACCTTCCCAAAGTCCAAAAACACTCACGGTTNTAAAACTGGGAAG
GTGGAGACCTTACCCAAGAGGANTATTCCTAAAATCCCTTGGTTTTGGCTTCC
CACCCACAGACATTCATGCAACCCTGAAAAAACGTTAAGGTTCTTACGCCCAA
TGGGGGGGACGNCCATTTCAGCAAACCGGGTANTACCTNCACNAAAATTATT
AAGATTTAAACCAGATTAACCAATTGAAATTCTTACCCCCCATTAGAACATAAA
GACTGCCAAGATAATCACTGNACNACCCCG

27-Fwd
AGGGTATGGCAAACCGNATCGNGTTANGGTANAAGCTTGCTTCTTTGCCCGA
CGAATGTGGCTCGGGACGTGGGGTGTAGTAACTTGTCGTTGTGGGCACAATC
GTTGCGCCTGAGTAGGCAGGNTGCGAGNATNCACCCTAGCGTCGGAGAACN
AGAGCTACCATTAGCTACCGGCAAATAAACGTCGTTCAGAGATCGCAAAANA
ATCGTGGNGGACTCTTTCTGACAGAGCTCGTCGACACCCGATTTCGAGAGCT
TGCTGCCCCAAGGATTGCGAGCGAGTTTANAGCTATAGACTAGTGATAGNGA
GGATAGATATAGCGGTCACTCTACCGCGTCGGAACCGAGTCCCCTCACGAC
GTGCGTTCGTAGACGAACGGACTTGTACACAGGCCGCACTTGNAACTTGAAG
ACACGGTCCAGAACTCCTAACGGAGAAGTGCAAAGCCAAAGTTGGGGCGAAT
ATTTTGCAACAAATGTGGGCGGCAAAGGCCTTTGATTAGCAGCCCAATAGCC
CGAGCAAGGTTTGGTTTAATTTAGAAAAANGAAAAAGGTGGCCCCTTTTCCGG
AGCNAGTTTTAGGTTAAACAGNTTAAACCTTTATTCCANAGCCGGCGAGGTG
GACAGGCGGACAACGNGGCCGCAAATTTGGTAGANGGTTAACTACAACCCA
GGTCANGTTCACGGACNTTTGAAACTAGAGTTTATTAACCCCCCGAGCAAGA
GAAACAGAAAAAAGCCAACCCNTGNTGCCATTAAACACTTACACCCAGTTTGA
CCCCACAAAGACCAATNCNCCGGCAGNGGGTTACATTAAACGCGAAAGAGTG
TTGCCAAAGCCGGTTTTNCAACTTCCGAGGGAAAAGTTTTAACCATTGGNCG
GACCGGTTTACAAAAAAGCGTCGGCCACCAGCCCAAGTGGCCAGGTCCTTTG
TTAACAACGTTCCCCGAGTCATTCGTTGAACACATTTCCCCACNGAAGTNAGA
CTTCAAAACACCCCACAGNGGTCAAACCCTTTGGCAATTTTTATGAAACAAAC
CTTGGGCCAAGGGGGCATTATAACAAAGTTACCTCGGNTACCAACGGGGGTN
GGGGTTCNCAAATTACCATAGGTTTTGTTATCACAGGGATAACACCATTAGCG
GTTAAGNAAGAAATTCCTAGGCATAGNACAATAACCGCGGCTGGGCCTCAAA
NANGCGAGCCACCCCNATGGGACGNTACAGAAACTTGAACGGCCTNAAAAG
GTATCANCAAAACAGCGTATAGGGACAGCCACAAACANNGTCATTTTAAA
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