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RESUMO

CORREA, Débora Machado, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2012.
Caracterizacdo morfolégica e molecular de cianobactérias da Antartica Maritima
e potencial para biodegradacdo e bioindicacdo em ambientes contaminados por
hidrocarbonetos. Orientador: Carlos Ernesto Gongalves Reynaud Schaefer.
Coorientadores: Miriam Abreu Albuquerque e Antonio Galvao do Nascimento.

A andlise da comunidade de cianobactérias presentes em amostras de solos, lagos e
canais de degelo de trés areas pertencentes ao dominio da Antartica Maritima revelou
37 taxa do Phylum Cyanophyta, com dominancia da Ordem Oscillatoriales. Os
organismos de maior distribuicdo nas amostras sdo pertencentes aos géneros
Phormidium spp,. Leptolyngbya spp. ¢ Nostoc spp.. Dezessete taxa foram isolados e
mantidos em cultivo no Banco de Algas do Laboratorio de Ficologia — DBV/UFV.
Diante da preocupagcdo com o impacto decorrente da contaminagdo do ambiente
antartico com hidrocarbonetos derivados do petroleo sobre as comunidades
microbianas, foi testado o efeito de trés hidrocarbonetos aromaticos sobre o crescimento
de Phormidium autumnale UFV-ANTO1. Parametros toxicologicos como NOEC, EC20
e EC50 foram estimados. A toxicidade observada sobre o crescimento da cianobactéria
testada seguiu a ordem: benzo-o-pireno > antraceno > naftaleno. Concentracdes de
benzo-a-pireno quatrocentas e cinqilienta vezes menores que as de naftaleno sdo
suficientes para causar a mesma toxicidade sobre Phormidium autumnale UFV-ANTOI.
As populacdes desta cianobactéria podem ser uma ferramenta til no biomonitoramento
de areas contaminadas com hidrocarbonetos. A biorremediacdo de solos contaminados
com hidrocarbonetos pode ser uma alternativa de baixo custo e ecologicamente viavel
nos ambientes antarticos. A habilidade de trés isolados de cianobactérias em degradar
['*C]naftaleno, a 15°C, foi testada. As linhagens Phormidium autumnale UFV-ANTOI,
Nostoc sp. UFV-ANT23 e Tolypothrix sp. UFV-ANT22 foram testadas em culturas
unialgais e em consorcio com bactérias heterotréficas, em comparagdo a um controle
bacteriano e um controle abiotico. Apés duzentas horas de exposi¢ao ao hidrocarboneto
marcado, os tratamentos em consoOrcio se mostram mais efetivos na degradacdo do
naftaleno que os tratamentos monoclonais e os controles. As taxas de mineraliza¢do
cumulativas foram de 42%, 39% e 32% para os tratamentos NOStOC em consorcio,
Phormidium em consoércio e Tolypotrhix em consoércio, respectivamente, enquanto que

o controle bacteriano degradou cerca de 11% do hidrocarboneto adicionado. Os
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tratamentos monoclonais degradaram entre 2,6 e 4,2% do hidrocarboneto adicionado,
sendo considerados menos eficazes que o controle bacteriano, mas nao foram
estatisticamente diferentes do controle abidtico (1,9%). A cinética de biodegradagdo
observada foi similar & observada por outros autores para modelos expostos a baixas
concentragdes de hidrocarbonetos, nos quais o ataque microbiano ao contaminante se
inicia logo apos a aplicacdo dos tratamentos. As taxas de degradag¢do observadas para
os tratamentos em consércio foram superiores a soma das taxas obtidas para os
tratamentos unialgais e o controle bacteriano, sugerindo que as cianobactérias exer¢gam
um papel importante no processo de biodegradacdo, disponibilizando nutrientes,

oxigénio e imobilizando os reais biodegradadores.
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ABSTRACT

CORREA, Débora Machado, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2012.
Morphological and molecular characterization of cyanobacteria from Maritme
Antarctic and potential on hydrocarbon biodegradation and bioindication in
contaminated environments. Adviser: Carlos Ernesto Gongalves Reynaud Schaefer.
Co-advisers: Miriam Abreu Albuquerque and Antonio Galvao do Nascimento.

The analyses of cyanobacterial communities in soil, lakes and glacial streams samples
of three areas within the Maritime Antarctic domain revealed 37 cyanobacterial taxa,
with majority belonging to Oscillatoriales Order. The most widespread organisms
belonged to genera Phormidium spp,. Leptolyngbya spp. and Nostoc spp.. Seventeen
strains were isolated and kept in culture into the Banco de Algas do Laboratério de
Ficologia — DBV/UFV. Given the concern about the impact of the Antarctic
environmental contamination with petroleum hydrocarbons on microbial communities,
we tested the effect of three aromatic hydrocarbons on the growth of Phormidium
autumnale UFV-ANTO1. Toxicological data such as NOEC, EC20 and EC50 were
estimated. The toxicity observed on the growth of cyanobacteria tested followed the
order: a-benzo-pyrene> anthracene> naphthalene. Concentrations of benzo-o-pyrene
four hundred and fifty times smaller than those of naphthalene are sufficient to cause the
same toxicity on Phormidium autumnale UFV-ANTO1. Populations of cyanobacteria
can be a wuseful tool for the biomonitoring of areas contaminated with
hydrocarbons.Bioremediation can be a low cost and ecologic alternative to solve
hydrocarbon contamination problems in Antarctic soils.  The ability of three
cyanobacterial strains in degrading [l14C]naphthalene was tested under 15°C.
Cyanobacterial lineages Phormidium autumnale UFV-ANTO1, Nostoc sp. UFV-ANT23
and Tolypothrix sp. UFV-ANT22 was selected due its important contribution to
Antarctic microbial mats. Cyanobateria was investigated in monoclonal cultures and in
consortia with heterotrophic bacteria, in comparison with bacterial and abiotic controls.
After 200 hours of exposure to labeled hydrocarbons, treatments corresponding to
consortia proved to be more effective in [14C]naphthalene than the monoclonal
treatments and controls. Cumulative mineralization rates were 42%, 39% and 32%, for
Nostoc consortia, Phormidium consortia and Tolypothrix consortia respectively, while
bacterial control mineralized 11% of the added hydrocarbon. Monoclonal treatments

degraded 2,6 to 4,2% of naphthalene added and were considered less effective than
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bacterial control, but did not differ from abiotic control (1,9%). Degradation kinetics
was similar to those previously reported by other authors for low hydrocarbon
concentrations models, in which microbial hydrocarbon attack begins shortly after the
contaminant was added to treatments. The rates of hydrocarbon degradation observed to
consortia treatments were superior to the sum of individual monoclonal ones and the
bacterial control, indicating that cyanobacteria had played a important role in the
biodegradation process, providing moisture, nutrients, oxygen and immobilizating the

biodegraders microorganisms.



INTRODUCAO GERAL

A Antartica representa um ambiente de condi¢des extremas e de isolamento
geografico para o desenvolvimento dos organismos. A Antartica maritima apresenta um
regime climatico muito mais ameno que o observado em sua por¢do continental,
atingindo médias de temperaturas nos meses mais quentes do ano, entre 0 e 10°C
(Setzer et al., 2004.)

Durante o verdo (de dezembro a margo) ocorre o degelo de grandes areas,
expondo floragdes rochosas e solos; estas areas sdo colonizadas primariamente por
diversas espécies de liquens, cianobactérias e microalgas que proporcionam condi¢des
favoraveis ao estabelecimento de briofitas e vegetais superiores ¢ a formagao de solo
superficialmente. A agua proveniente do degelo de glaciares, do permafrost ¢ de bancos
de neve abastece lagos, pequenos tanques e forma cachoeiras, cursos de agua e canais
de degelo menores que correm até chegarem ao mar. Este cenario apresenta
microecotopos colonizados predominantemente por comunidades de cianobactérias,
especializadas em tamanho grau, em termos de composi¢ao de espécies e estruturagao
da biocenose, que diferem substancialmente de comunidades observados em outras
areas do globo terrestre (Komarek, 1999).

O sucesso das cianobactérias nestes ambientes extremos ¢, geralmente, atribuido
a sua tolerancia a dessecacdo, a ciclos de congelamento e degelo, a radiagdo solar
continua e a radiacdo ultravioleta excessiva (Ehling-Schulz & Scherer, 1999).

Entre as estratégias fisioldgicas que garantem a tolerancia a tais adversidades
podem ser destacadas a excre¢do de polissacarideos extracelulares (EPS) que estdo
envolvidos numa série de fungdes, incluindo tolerancia a dessecagdo e ao congelamento,
adesdo a diferentes substratos, bem como motilidade (Phillipis & Vincenzini, 1998).

Dentre os mecanismos utilizados pelas cianobactérias para evitar ou atenuar os
efeitos da radiagdo UV podemos destacar: a sintese de substancias que absorvem a
radiagdo UV (como sitoneminas ¢ aminoacidos semelhantes a micosporinas) (Garcia-
Pichel & Castenholz, 1993); incremento das concentragdes de carotendides para
diminuir danos causados por espécies reativas de oxigénio (Vincent & Quesada, 1994);
e a modulacdo da quantidade de exposicdo a UV que atinge fisicamente na comunidade,
alterando a posi¢do dos organismos na coluna de agua, ou desenvolvendo-se sob outros

organismos (Donkor & Héder, 1995; Quesada et al., 1999). Outras espécies de



cianobactérias possuem mecanismos de reparo que lhe permitem reconstruir moléculas
como enzimas e DNA (Tang & Asato, 1978; O’Brien & Houghton, 1982; Liu & Yang,
2003).

Apesar da reconhecida contribuicdo destes microrganismos aos ecossistemas
antarticos, pouco se conhece sobre sua comunidade de cianobactérias € os poucos
trabalhos de floristica existentes na literatura adotam sistemas de classificagcao
diferentes (Komarek & Elster, 2008; Komarek & Komarek, 1999; Komarek, 1999;
Pizarro et al., 2002; Vinocour & Pizarro, 1994). E de fundamental importancia conhecer
a diversidade de cianobactérias, sua distribuicdo, evolugdo e suas relagdes na ciclagem
de nutrientes nos ambientes antarticos, para isto uma abordagem polifasica, combinando
aspectos moleculares e morfologicos deve ser empregada para analise de tais
comunidades.

Mataloni et al. (2005) aponta as cianoficeas Chamaesiphon subglobosus e
Leptolyngbya sp. como dominantes em comunidades epiliticas de dois ambientes 16ticos
da Peninsula Antartica.

As Cyanophyta sdo apontadas com dominantes nas comunidades bentonicas de
sete lagos de Victoria Land, sendo Phormidium frigidum e Lyngbya martensiana os taxa
mais representativos, seguidos de varios representantes do Phylum Bacillariophyta.
Neste ambiente P. frigidum foi capaz de crescer mesmo em condigdes de anaerobiose
(Parker & Simmons, 1985).

Os ecossistemas antarticos sdo considerados os menos alterados do globo
terrestre, porém a atividade humana (i.e., turismo, pesquisa, atividades militares) no
continente tem se intensificado e causado impactos. As estacdes de pesquisa na
Antartica, que demandam grandes quantidades de combustivel fossil para aquecimento
e realizagdo de atividades logisticas, constituem uma importante fonte de polui¢ao
organica para os solos da regido, sendo a contaminagdo por hidrocarbonetos (HCs)
causada devido a problemas durante seu transporte, uso e disposi¢do final, além daquela
gerada pela incineracdo de residuos solidos (Santos, 2004).

Regides impactadas por derramamentos de petroleo e derivados, geralmente,
sofrem alteragcdes na estrutura de suas comunidades microbianas, sendo que espécies
sensiveis a HCs sdo, muitas vezes, eliminadas e substituidas por outras tolerantes ou
consumidoras de HCs (Gerdes, et al., 2005).

Biofilmes compostos predominantemente por cianobactérias, em termos de

biomassa, sdo frequentemente observados recolonizando d&reas contaminadas por
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hidrocarbonetos, indicando um possivel papel destas comunidades na biodegradacao
deste poluente (Hopner et al., 1996; Radwan et al., 2001; Barth, 2003).

A capacidade metabdlica que certos organismos possuem de transformar ou
mineralizar contaminantes organicos em formas menos toxicas, as quais sdo entdo
integradas aos ciclos biogeoquimicos naturais ¢ chamada de biodegradacdo (Margesin
& Schinner, 2001). Como a presenga de hidrocarbonetos (HCs) na biosfera acompanha
a historia da vida, isto pode explicar por que muitos organismos tém adquirido vias para
fazer uso destes compostos como substratos de crescimento (Widdel & Rabus, 2001).

A biorremediacdo ¢ uma tecnologia niao destrutiva, de grande efetividade, de
baixo custo e, algumas vezes, operacionalmente favoravel que visa acelerar o processo
natural de biodegradacdo de contaminantes pela otimizagdo dos fatores que limitam este
fenomeno (Allard & Neilson, 1997). O uso de organismos capazes de degradar
compostos como os HC, nos processos de biorremediacdo, ¢ de extrema importancia
por se tratar de uma alternativa de baixo custo, de alta efetividade e de carater menos
invasivo, sob o ponto de vista ecologico (Allard & Neilson, 1997).

Grotzschel et al. (2002) demonstraram a degrada¢ao de quatro HCs por um
biofilme composto por cianobactérias e bactérias heterotroficas. As técnicas
moleculares empregadas pelos autores nao demonstraram diferengas significativas na
composicao dos biofilmes, durante o periodo de exposi¢ao aos HCs.

Al-Awadhi et al. (2003) demonstraram a capacidade de biofilmes de
cianobactérias em degradar HCs, sugerindo a aplicacdo de biofilmes artificiais de
cianobactérias (produzidos em laboratério), como filtros, nos processos de remediagao
de rejeitos liquidos contaminados com compostos derivados de petrdleo, antes dos
mesmos serem liberados no ambiente. Nestes biofilmes artificiais, os autores destacam
o papel das cianobactérias como colonizadoras primarias, aderindo-se eficientemente a
superficie solida artificial e imobilizando as bactérias biodegradadoras.

Sanchez et al. (2006) relataram a degradagdo de HCs alifaticos e aromaticos,
num sistema do tipo cultura continua, por um consoércio de cianobactérias e bactérias
heterotroficas. Através das técnicas moléculares, demonstraram alteragcdes na
composi¢ao do biofilme, sendo que ao final do experimento ndo foram detectadas
cianobactérias no sistema, indicando que estes organismos ndo foram capazes de utilizar

os HCs como a tnica fonte de carbono.



Espécies de cianobactérias sensiveis a estes poluentes podem ser utilizadas como
bioindicadoras da presenca de HCs no ambiente (Al-Tukair, 2002). Os bioindicadores
sdo organismos capazes de gerar respostas mensuraveis, chamadas de biomarcadores,
que possam ser relacionadas a sua exposicdo a baixas concentracdes de poluentes
ambientais.

O enriquecimento do ambiente antartico com poluentes organicos, como os HCs,
em decorréncia da atividade humana, torna extremamente necessario o desenvolvimento
de programas de biomonitoramento, que através da identificacdo de bioindicadores, nos
permitam perceber rapidamente mudangas no meio causadas pelos HCs, prevenindo
impactos de grandes dimensdes ambientais ¢ de técnicas efetivas de biorremediagao,

que possam atenuar os impactos causados ao ambiente por estes contaminantes.



OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho foram: 1) Gerar informacgao a respeito da diversidade
de cianobactérias da Antartica Maritima, identificando e isolando espécies de
cianobactérias utilizando critério taxondmico morfoloégico e molecular para linhagens
selecionadas para os demais experimentos; 2) Avaliar o efeito de diferentes
concentragdes dos hidrocarbonetos naftaleno, antraceno e benzo-o-pireno sobre a
producdo de biomassa de cianobactérias selecionadas, buscando organismos com
potencial para serem utilizados como bioindicadores de ambientes contaminados por
estes hidrocarbonetos. 3) Avaliar a capacidade de degradacdo de naftaleno por isolados

de cianobactérias e por cianobactérias em consorcios bacterianos.



CAPITULO |

Comunidade de cianobactérias de ambientes terrestres e de agua doce
da Antartica maritima.



1 - Introducéo

As cianobactérias desempenham um importante papel na colonizacio e producao
primaria em areas livres de gelo na Antartica, sendo apontadas como os organismos
fotoautotroficos dominantes de ambientes terrestres e de d4gua doce, que geralmente, se
estruturam na forma de biofilmes que recobrem o substrato.

A Antartica Maritima apresenta ecossistemas terrestres ricos em cianobactérias,
independentemente da disponibilidade de nutrientes limitantes para o desenvolvimento
microbiano, como o nitrogénio, dada a capacidade deste grupo de realizar a fixacao
biologica do nitrogénio. Nesta regido, as Cyanophyta representam um dos grupos de
organismos que oferecem maior contribui¢do para a formagdo dos solos e a
incorporagao de carbono e nitrogé€nio nos ciclos biogeoquimicos.

Durante o verdo, com o degelo, 4gua carreando nutrientes escoa dos glaciares
formando rios ou canais que, em seu trajeto vao se infiltrando, alimentam lagos,
pequenos tanques e desembocam nas dreas mais baixas, alagando as planicies costeiras
até atingir o mar. Neste contexto, observam-se diferentes ecotopos, com condigdes
ecologicas variaveis de limitagao para a biocenose, constituindo um interessante cenario
para o estudo da estrutura da comunidade de cianobactérias da regido. Komarek &
Komarek (2009) consideram os biotopos da Antértica maritima singulares, sendo os
bidtipos ali encontrados especializados em tamanho grau aos microambientes que
ocupam que diferem dos organismos encontrados em outras partes do globo terrestre,
incluindo outras regides da Antartica.

Em varias regides da Antartica, biofilmes compostos predominantemente por
cianobactérias da ordem Oscillatoriales ocorrem em lagos, canais de degelo, tanques
temporarios e em vales secos (Broady & Kibblewhite, 1991; Nadeau & Castenholz,
1999; Casamatta et al., 2005).

Apesar de existirem trabalhos sobre as comunidades de cianobactérias de
algumas areas da Antartica maritima (Komarek & Komarek, 1999; Vinocur & Pizarro,
1995; Lucinska & Kyec, 1993; Mataloni et al., 2005), ndo existe consenso sobre a
porcentagem de espécies de cianobactérias endémicas da regido, sendo que, para alguns
autores, estas comunidades sdo dominadas por espécies cosmopolitas, baseando-se
sobretudo em critérios morfologicos. A grande eficiéncia de dispersdo destes
organismos ¢ o fato de que as areas livres de gelo sdo relativamente recentes, sao outros

argumentos que suportam o baixo indice de endemismo na regido.



Os objetivos deste trabalho foram: identificar, em nivel morfoldégico, as
comunidades perifiticas, epiliticas e edaficas de cianobactérias que ocorrem em
ambientes terrestres da Baia Esperanca (Peninsula Antartica), Cabo Lions Rump e
Peninsula Potter (Ilha Rei George) levando-se em conta os diferentes tipos de ecotopos
observados na regido; ¢ também o isolamento e caracterizagdo morfoldgica de
cianobactérias para a criacdo de um banco de organismos que possam servir para o
levantamento de novas informagdes de relevancia para as comunidades destas areas e
que fornecessem indculo para os experimentos realizados nos outros capitulos deste

trabalho.



2 - Materiais e Métodos

2.1 - Areas investigadas e amostragem

As areas amostradas enquadram-se no regime climatico da antartica maritima,
com médias de temperatura (-1,8° C), umidade relativa do ar e precipitacdo anuais mais
altas que as observadas no interior do continente antartico. A Peninsula Potter (62°
14°S, 58° 38°W) e o Cabo Lions Rump (62° 13’S, 58° 08’W) estdo localizados na Ilha
Rei George, Ilhas Shetland do Sul, e a Baia Esperanca (63° 23°S, 56° 59°W) localiza-se
na extremidade noroeste da Peninsula Antartica. Estas regides sdo caracterizadas pela
presenca de intmeros lagos, tanques e canais de degelo que sustentam grandes
comunidades de cianobactérias.

Este estudo foi realizado durante o periodo de verdo dos anos de 2008 e 2009.
Um total de 148 amostras compostas de biofilmes de cianobactérias foram coletadas a
partir de: solos (S), lagos glaciais (L), lagos ou tanques entre morainas (M), canais de
degelo (C), terrenos alagados (A) e paredes rochosas imidas (R). O ANEXO I ilustra
alguns dos ambientes amostrados. Estas amostras foram também classificadas como
pristinas (p), quando coletadas proximas de glaciares, antropogénicas (h), quando
coletadas proximas a estacdes de pesquisa, ou de influéncia animal (a), quando
coletadas em ambientes proximos a pinguineiras, ninhais de outras aves e dareas

visitadas por focas, lobos e elefantes marinhos.

2.2 - Andlise das amostras ambientais

Amostras a fresco foram analisadas sob microscopio Otico, e as espécies
observadas foram identificadas morfologicamente com base em literatura apropriada ao
contexto do ambiente Antartico (Komarek, 2007; Komarek & Anagnostidis, 2005;
Casamatta et al., 2005; Mataloni & Komarek, 2004; Taton et al., 2003; Broady &
Kibblewithe, 1991). O registro fotografico encontra-se no ANEXO II.

Para cada amostra analisada, foram feitas anotagdes de ocorréncia dos taxa, uma
estimativa visual da densidade de cada espécie na amostra e posteriormente, foi feito o
calculo da freqliéncia relativa nas amostras avaliadas.

A freqiiéncia relativa (FR) de cada espécie foi estimada conforme Singh et al.,

2008:



FR = (nimero de amostras em que a espécie aparece x 100)/ numero total de espécies .

2.3 — Isolamento e caracterizacdo morfologica

As amostras foram congeladas a - 20° C e enviadas para o Laboratorio de
Ficologia (DBV/UFV), no Brasil, onde foram enriquecidas em meio AA4
(suplementados ou ndo com nitrogénio) (ANEXO III) e mantidas em camaras de
cultivo, sob condigdes fotoautotroficas, a 15+1 °C ou a 25+2°. Foram realizadas
tentativas de isolamento para todos os morfotipos distinguiveis através de técnicas de
diluicdo e micropipetagem (Aguiar, 2000), além de plaqueamento em meio solido. Os
seguintes caracteres morfologicos foram avaliados para os taxa isolados:
largura/comprimento celular; largura/comprimento de heterocitos; formato do tricoma
(reto, atenuado, curvo); caracterizagao da célula apical (formato, presenca de caliptra ou
espessamento da parede); presenca de constrigdes celulares; e presenca de bainha

mucilaginosa.

2.4 — Selecdo de linhagens e caracterizacdo molecular

Dentre as cianobactérias isoladas, aquelas que apresentaram maior crescimento
visual em meio liquido com e sem fontes de nitrogénio foram selecionadas para a
condugdo dos experimentos de biodegradacdo e bioindicagdo, recebendo além da
caracterizagdo morfoldgica, caracterizagcao molecular.

A regido gendmica escolhida para a caracterizagdo molecular foi a do gene 16S
rRNA. A extragdo do DNA genomico foi feita conforme Fiore et al. (2000). A
amplificacdo por PCR do gene 16S rRNA (£1400pb) foi realizada utilizando-se o
conjunto de oligonucleotideos iniciadores: 27F1 (5°-
TAGTGTAAAACGACGGCCAGTAGAGTITGATCCTGGCTCA-3") e 1494R (5°-
TAGCAGGAAACAGCTATGACCTACGGCTACCTTGTTACGA-3’), conforme
descrito por Neilan et al. (1997). As condi¢des de amplificagao foram: 94°C, por 4 min,;
seguido de 30 ciclos, consistindo em 94°C por 20 s, 50°C por 30 s, e 72°C por 2 min. A
determinag¢do do tamanho dos produtos de PCR foi feita utilizando-se o padrao Low
DNA Ladder Mass (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A clonagem dos fragmentos foi
realizada com a ajuda do kit pPGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, Madison, WI,
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EUA), conforme as instru¢des fornecidas pelo fabricante. A introducdo do vetor nas
células competentes de E.coli DH5a foi feita por meio de choque térmico, conforme
Sambrook et al. (1989). A reagdo de PCR de colonias contendo o fragmento do gene
selecionado foi feita com os iniciadores CYA359 (5°-GGGGAATYTTCCGCAATG
GG-3’) e uma  mistura  equimolar dos  iniciadores  781A  (5°-
GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3’) e 781B (5-GACTACAGGGGT
ATCTAATCCCTTT-3’), nas condigdes descritas por Niibel et al. (1997). A extragdo do
DNA plasmidial foi realizada por hidrélise alcalina, conforme Birnboim & Doly, 1979.
A PCR para sequenciamento foi feita com o kit DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Foram utilizados
200 ng de DNA e quatro pares de oligonucleotideos iniciadores: M13 F/R, 1114 F/R,
357F/R e 704F/R. Apos a reacdo, as amostras foram precipitadas conforme instru¢des
do fabricante do kit acima mencionado e enviadas para sequenciamento no sequenciador
capilar modelo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As
sequéncias obtidas foram comparadas a sequéncias depositadas no GenBank (NCBI)
através da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Para a construgao
da arvore filogenética, as sequéncias obtidas foram alinhadas com outras selecionadas a
partir do GenBank, sendo os métodos de distdncia evolutiva Neighbor-Joining e
Maximum Likelihood comparados para a obten¢do da melhor topologia, utilizando-se o
Software MEGA 3.1 (Tamura et al., 2007).

3 — Resultados e Discussao

Durante a analise das amostras, 37 taxa foram reconhecidos; dados sobre a
ocorréncia, freqiiéncia relativa, dominancia e habitat estdo sumarizados na Tabelal. A
Ordem Oscillatoriales foi a de maior contribuicdo para a diversidade de espécies e
dominante em termos de biomassa. Os organismos de maior distribui¢do nas amostras
sdo pertencentes aos géneros Phormidium spp,. Leptolyngbya spp. e Nostoc spp.

O processo de isolamento resultou na obtencdo de dezessete linhagens, cujas
caracteristicas morfoldgicas foram apresentadas na Tabela 2. Dentre estas, seis
linhagens produziram biomassa considerada suficiente para a conducdo dos
experimentos de biodegradacdo e bioindicacdo, sendo ainda caracterizadas

molecularmente (sequéncias geradas disponiveis no ANEXO IV). As relagdes
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evolutivas entre as linhagens selecionadas e outras linhagens antarticas ou provenientes

de outras regides sdo apresentadas na Figural.

Tabela 1: Biodiversidade de cianobactérias, freqiiéncia relativa e habitats de ocorréncia

nas diferentes areas amostradas.

Taxa Frequen Habitat Classificacao da Local de ocorréncia®
cia amostra de
Relativa® origem?
Ordem Chroococcales PP LR BE
Aphanocapsa sp.1 19,4 Perifitico C,L/p/o + + +
Aphanocapsa sp.2 11,1 Perifitico CA/p/o +
Chamaesiphon sp. 5,6 Epifitico sobre outras C,A/p/o + +
cianobactérias
Chroococcus sp. 11,1 Perifitico C/pl/o + +
Gloeocapsopsis aurea 5,6 Perifitico C/pl/o + +
Ordem Oscillatoriales
Blennothrix sp. 5,6 Edafico/Perifitico S,C/a/ o +
Geitlerinema cf. deflexum (W. et 6,9 Perifitico S,C,A/ ah/ o + +
G.S West) Anagnostidis 1989
Jaaginema sp. * * C,A/ah/* + +
Leptolyngbya sp.1 16,6 Perifitico CA/p/o + + +
Leptolyngbya sp.2 66,7 Perifitico CA/p/o + + +
Leptolyngbya sp.3 * * LMA/p/* + + +
Leptolyngbya sp.4 130,6 Perifitico L,CA/p/o + + +
Leptolyngbya cf. borchgrevinkii 63,9 Perifitico C,Alale + +
Komarek 2005
Leptolyngbya  cf.  nigrecens 5,6 Perifitico C/p/ o + +
Komarek 2005
Leptolyngbya  cf.  vincentii 100,0 Perifitico L,M,A/ ahp/ ® + + +
Komarek 2005
Phormidium  c¢f.  autumnale 116,6 Perifitico/Epilitico/Edafico L,S,C,A,R/ ahp / ® + + +
Gomont ex Gomont 1892
Phormidium cf. murrayi Anagn. 8,33 Perifitico C,D/pa/ e +
et Kom. 1988
Phormidium cf. priestleyi Anagn. 19,4 Perifitico C,D,A/ pa/ o + +
et Kom. 1988
Phormidium cf. pseudopriestleyi 8,3 Perifitico C,A/al o
Anagn. et Kom. 1988
Phormidium sp.1 113,9 Perifitico C,Alal e + +
Phormidium sp. 2 11,1 Perifitico/Bentonico L/p/e +
Pseudanabaena cf. mucicola 30,5 Perifitico sobre N. commune - + + +
Oscillatoria cf. fracta Carlson 8,3 Perifitico C,Al/p/o + +
1913
Oscillatoria cf. subproboscidea 8,3 Perifitico/Edafico S,C/a/o + +
W.et G.S West 1911
Oscillatoria sp.1 13,8 Perifitico L,C,A/ph/o + +
Oscillatoria sp.2 11,1 Perifitico/Bentonico L/p/e +
Schizothrix sp. 25,0 Perifitico D/p/e +
Ordem Nostocales
Anabaena sp. 5,6 Ticoplanctonico (?) LC/p/o +
Hydrocoryne sp. 41,6 Perifitico/Bentonico L,C,A/ph/o + + +

12




Nodularia cf. harveyana Thuret 16,6 Perifitico/bentonico L,A/ps/o + +
ex Bornet et Flahault 1888
Nostoc commune Vaucher ex 30,5 Epilitico C,A/pah/e + + +
Bonet et Flahault 1888
Nostoc sp.1 80,6 Perifitico LM.C,A/pa/o + + +
Nostoc sp.2 19,4 Perifitico C,A/pa/o + +
Nostoc. sp.3 * * C,A/PA/ * + +
Tolypothrix sp.1 63,9 Perifitico/Bentdnico LM,A/ph/e + + +
Tolypothrix sp.2 * * L,M,A/ ph +
Ordem Stigonematales
Fischerella sp. 11,1 Epifitico em musgos/epilitico LM,C/ ph/ o +

Total 28 31 15

" Obtida pelo método proposto por Singh et al., 2008

% Classificagio da amostra de origem, letras maiusculas indicam: terrenos alagados (A), canais de degelo (C),
drenagens com correnteza (D), lagos glaciais (L), lagos ou tanques entre morainas (M), paredes rochosas umidas (R)
e solos (S); letras minusculas indicam: influéncia animal (a), antropogénica (h) pristina (p), sprays salinos (S).
Simbolos representam a densidade relativa, estimada visualmente: o = menos de 20% da biomassa; @ entre 20 ¢ 50%
da biomassa; ® = acima de 50% da biomassa.

3 Locais de ocorréncia: Peninsula Potter (PP), Lions Rump (LR) e Baia Esperanga (BE).

* Detectado somente ap6s enriquecimento das amostras

O numero de espécies observadas neste estudo estd abaixo do nimero de
espécies observado por Komarek (1999) na Antartica maritima. Isto pode ser atribuido
ao fato de que o presente trabalho ndo acompanha aspectos de sazonalidade e de
flutuagdes populacionais dentro da comunidade de cianobactérias, representando
somente um quadro avaliativo da estrutura destas comunidades observada na segunda
fase do verdo austral. Em contrapartida, outros autores, como Broady (1989),
Luscinska & Kyc (1993) e Pizarro et al. (1996), observaram um ntimero de espécies
semelhante ao obtido para as amostras analisadas.

As amostras provenientes de canais de degelo e areas alagadas sdo as que
exibem o maior nimero de morfotipos distinguiveis por amostra analisada. O tipo de
ambiente observado mais restritivo para o desenvolvimento de cianobactérias foram
pareddes de rochas umidos, nos quais somente foi observada a ocorréncia de
Phormidium autumnale.

Para Komarek & Komarek (2003) os canais de degelo e os terrenos alagados da
Antartica maritima sdo as que possibilitam maior diversidade de cianobactérias. No
presente trabalho, vinte e nove taxa, correspondentes a mais de 80% das espécies
listadas, ocorrem em pelo menos um destes ambientes. Esta diversidade pode ser
explicada pelo constante aporte de nutrientes provenientes dos glaciares, que sdo

carreados pela 4gua de degelo durante os meses de verao.
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Tabela 2: Caracterizagdo morfoldgica das cianobactérias isoladas.

Taxa Caracteristicas Avaliadas
NO
Ordem Oscillatoriales Largura/ Largura/ Formato do Caracterizagéo Constricdes Bainha Coloragéo
Comprimento Comprimento tricoma da célula apical celulares mucilaginosa
celular de heterdcitos
1 Geitlerinema cf. deflexum UFV-ANTO07 /23 - Atenuado, Inflada Inconstrito Inconspicua Verde ciano
levemente
curvo
2 Jaaginema sp. UFV-ANT06 2,6/4,0 - Atenuado Arredondada Levemente Inconspicua Verde palido
constrito
3 Leptolyngbya sp. UFV-ANTO05 3,1/3,4 - Nao atenuado Tende a conica Levemente Fina, firme Verde ciano/
constrito verde escuro
4 Leptolyngbya sp. UFV-ANT04 2,3/2,3 - Levemente Arredondada Constrito Pouco conspicua Verde ciano
atenuado
5 Phormidium sp. UFV-ANTO03 3,1/1,7 - Reto Truncada Inconstrito Inconspicua Verde oliva
6 Phormidium autumnale UFV-ANTO01 4,713,2 - Atenuado, Capitada, Inconstrito Inconspicua Verde oliva
levemente caliptra presente
curvo
7 Phormidium autumnale UFV-ANT02 5,4/2,3 - Reto Arredondada, Inconstrito Inconspicua Verde palido
espessada
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N° | Ordem Nostocales Largura/ Largura/ Formato do Caracterizacdo Constricdes Bainha Coloragéo
Comprimento Comprimento tricoma da célula apical celulares mucilaginosa
celular de heterdcitos
8 Hydrocoryne sp. UFV-ANT31 4,1/3,0 4,9/59 Levemente Conica Constrito Fina, firme Verde ciano
atenuado
9 Hydrocoryne sp. UFV-ANT32 4,6/3,9 4,8/5,3 Levemente Conica Constrito Fina, firme Verde ciano
atenuado
10 | Nodularia cf. harveyana UFV-ANT33 2,1/0,9 1,8/1,1 Levemente Semi-lunada Constrito Fina, difluente Verde ciano
atenuado
11 | Nostoc commune UFV-ANT20 3,3/2,1 3,8/3,2 Nio atenuado Redonda Constrito Grossa, firme. Verde ciano /
Envelope marrom
12 | Nostoc sp. UFV-ANT23 3,0/2,5 3,1/3,0 Né&o atenuado Redonda Constrito Grossa. Firme. Verde ciano
Envelope
13 | Nostoc sp. UFV-ANT24 4,5/6,3 5,2/6,8 Nao atenuado Redonda Constrito Grossa, Verde ciano
difluente
14 | Nostoc. sp. UFV-ANT24.B 4,8/5,2 5,5/5,8 Nao atenuado Redonda Constrito Grossa, firme Verde ciano
15 | Tolypothrix sp. UFV-ANT22 5,1/6,5 5,5/5,6 Né&o atenuado Redonda Constrito Fina, firme Verde ciano/
verde escuro
16 | Tolypothrix sp. UFV-ANT25 5,6/5,9 5,3/6,4 Nio atenuado Redonda Constrito Fina, firme Marrom/ negro
N° | Ordem Stigonematales Largura/ Largura/ Formato do Caracterizacdo Constricdes Bainha Coloragéo
Comprimento Comprimento tricoma da célula apical celulares mucilaginosa
celular de heterdcitos
17 | Fischerella sp. UFV-ANT40 5,4/5,6 5,4/6,4 Ramificagdes Redonda Constrito Inconspicua Verde ciano
atenuadas

*Qrganismos em negrito foram selecionados para os experimentos de biodegradacéo e bioindicacao.
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A maioria dos taxons identificados em nivel especifico, neste trabalho, possui
distribui¢do geografica ampla, ndo restrita a Antartica. Dados disponiveis na literatura
sobre endemismo de Cyanophyta divergem bastante, variando entre 60% (Komarek,
1999) a menos de 10% (Luscinska & Kyc, 1993; Pizarro et al., 1996). Comparar os
dados obtidos com os apresentados por outros autores ¢ um trabalho arduo, j4 que na
pouca literatura existente sobre a regido, sejam encontradas algumas listagens de
espécies baseadas em chaves voltadas para morfotipos de climas temperados ou
tropicais e as vezes, trabalhos com énfase em caracterizagdes moleculares que deixam
de fora aspectos morfoldgicos e ecoldgicos dos organismos estudados.

Utilizando-se a ferramenta BLAST, foi possivel encontrar linhagens antarticas
depositadas no Genbank que apresentaram alta similaridade as sequéncias geradas para
as cianobactérias isoladas neste trabalho. O isolado Nostoc sp. UFV-ANT23 apresentou
99% de similaridade a linhagem Nostoc sp. ANT. L61.1; Nostoc sp. UFV-ANT24
apresentou 99% de similaridade a Nostoc sp. ANT. LPR.2.1.

As linhagens Phormidium autumnale UFV-ANTOl e UFV-ANTO2,
provavelmente representam clones, embora apresentem caracteristicas morfologicas
levemente distintas em cultivo; uma similaridade de 99% para as linhagens foi obtida
quando comparadas a Phormidium autumnale Arct-Ph5, de origem artica (Svalbard) e
similaridades entre 97 ¢ 99% quando as sequéncias geradas foram comparadas a outras
linhagens de origem antartica. As sequéncias aqui obtidas enquadram-se num clado
consistente formado por linhagens, oriundas de regides polares, de caracteristicas
morfologicas pertencentes ao grupo Phormidium autumnale sensu lato de Anagnostidis
& Komarek (2005), assim como observado por outros autores (Comte et al., 2007,
Strunecky et al., 2010).

Sequéncias depositadas no GenBank que apresentam similaridade alta com as
linhagens Tolypothrix sp. UFV-ANT22 e UFV-ANT25 sdo afiliadas ao género
Anabaena, contudo, sequéncias afiliadas ao género Tolypothrix apresentam distancia
evolutiva grande o suficiente para coloca-las como diferentes géneros. Nao existem
sequéncias de linhagens antarticas disponiveis para o género, embora este apareca nas
listagens de espécies da Antartica maritima (Komarek, 1999; Komarek & Elster, 2008).
A morfologia mais proxima de Tolypothrix com sequéncia depositada no GenBank, que

possui distribui¢do na Antartica, pertence ao género Coleodesmium, porém os
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alinhamentos entre a sequéncia disponivel para esta linhagem e as sequéncias obtidas
neste trabalho, apresentaram baixas similaridades (<87%).

A maior parte dos dados moleculares existentes para cianobactérias cultivaveis
de origem antartica apontam estes organismos como de distribuicdo ampla no globo
terrestre, enquanto que os dados moleculares nao dependentes de cultivo, disponiveis
para cianobactérias da regido, apontam indices de endemismo altos, evidenciando a
limitacdo das técnicas moleculares dependentes de cultivo para acessar a diversidade de

cianobactérias da antartica (Taton et al., 2003).
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4- Conclusdes

Um predominio de organismos pertencentes a Ordem Oscillatoriales foi
observado nas amostras provenientes da Antartica Maritima. Habitats como canais de
degelo e areas alagadas, com maior disponibilidade de nutrientes carreados pela agua

apresentaram maior diversidade de organismos.
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CAPITULO 11

Efeito de hidrocarbonetos aromaticos sobre o crescimento da

cianobactéria antartica Phormidium autumnale UFV-ANTO01
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1 - Introducéo

Embora o ambiente antartico tenha sido menos alterado pelo homem que o resto
do globo terrestre, ndo podemos considera-lo pristino. O crescimento das atividades de
pesquisa, turismo e pesca na Antartica, que demandam o uso de combustiveis derivados
do petroleo, tem contribuido significativamente para a contamina¢do do ambiente com
hidrocarbonetos (Aislabie et al., 1999).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) estdo presentes no petrdleo e
em seus derivados e também podem ser formados no processo de combustao incompleta
de combustiveis fosseis. Tais compostos raramente sao encontrados como produto de
vias biossintéticas e possuem alta persisténcia no ambiente (Martins et al., 2004). Os
PAHs sdo recalcitrantes no ambiente e, sob condi¢des naturais, geralmente sdo
resistentes ao ataque microbiano (Xu & Obbard, 2004).

Apesar de PAHs, como o naftaleno, terem sido enquadrados na lista prioritaria
de poluentes organicos, devido a sua natureza altamente toxica (Eljarrat & Barcelo,
2003), existem poucos trabalhos que investigam organismos que possam ser utilizados
como bioindicadores de ambientes impactados por estes poluentes.

Um organismo com potencial para ser usado em processos de bioindicacao deve
apresentar atributos como: ser sensivel a mudancas nas condi¢des ambientais; possuir
distribui¢do abundante e cosmopolita; ser facil e rapidamente amostrado; e apresentar
uma grande variedade de biomarcadores que possam ser quantativamente mensuraveis
(Steinman & Mclntire, 1990). Biomarcadores sao definidos como uma resposta
bioldgica que pode ser relacionada a exposi¢do, ou ao efeito toxico, de um contaminante
ambiental (Peakall & Shugart, 1998).

Apesar do termo biomarcador, geralmente, referir-se a respostas em niveis
inferiores ao organico, num contexto mais amplo, pode também incluir respostas em
todos os niveis de organizacdo bioldgica, incluindo desde mudancas de padrdes
moleculares e bioquimicos, até alteragdes no comportamento e na estrutura de
populagdes/comunidades (Wu et al., 2005).

Informagdes disponiveis sobre os niveis de PAHs encontrados em ecossistemas
antarticos demonstram que a contaminagdo com este tipo de poluente ¢ localizada,
geralmente limitando-se a areas onde pequenos derramamentos de diesel ocorreram, e
que amostras provenientes de areas controle, geralmente apresentam niveis de

hidrocarbonetos abaixo dos limites de deteccdo (Bargagli, 2005). Contudo, Mazzera et
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al. (1999) observaram, no entorno da Estagdo americana de McMurdo, niveis de
contaminantes como naftaleno, acenaftaleno, acenafitileno e fluoranteno na ordem de
2700042600, 17800+1270, 1570046300 mg. Kg' de solo (parte por milhdo, ppm),
respectivamente e que niveis de contaminacdo consideradas moderados nao se
restringiam as areas de risco, como nas imediacdes de casas de maquinas e de tanques
onde diesel era manipulado.

Embora as cianobactérias representem grande parte da produtividade primaria de
ambientes terrestres ¢ de 4gua doce na Antartica, pouco se sabe sobre o impacto que o
input de hidrocarbonetos poderia causar sobre estas comunidades. Existem relatos de
que a exposicao aos HCs, leva ao decréscimo da diversidade de espécies de
cianobactérias, sendo que as mais sensiveis sucumbem, dando lugar as espécies
tolerantes (Kostel et al.,1999).

Apesar de dados toxicoldgicos produzidos com base em organismos modelo
como Scenedesmus sp. e Daphnia sp. serem de grande valor, ndo podem ser utilizados
para estimar o efeito de poluentes sobre organismos antarticos. Este trabalho investiga
os efeitos de trés hidrocarbonetos aromaticos sobre o crescimento de Phormidium
autumnale UFV-ANTOI1, cianobactéria de ampla distribuigdo no ambiente antartico,
contribuindo para estimar o efeito real de tais poluentes sobre a estrutura das

comunidades antarticas.
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2 — Materiais e Métodos

2.1 - Reagentes quimicos

Todos os hidrocarbonetos testados apresentavam pureza superior a 98% e foram

adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (Saint Louis, MO, EUA).

2.2 — Material Bioldgico

Foi selecionada para o experimento a linhagem Phormidium autumnale UFV-
ANTO1, dada sua ampla distribuicdo e frequéncia relativa alta nas amostras de solo e
canais de degelo analisadas. Este organismo foi mantido em meio AA4 liquido com
fonte de nitrogénio combinada (ANEXO III), sob a temperatura de 15+£1°C, sob
fotoautotréfico no Laboratorio de Ficologia DBV/UFV.

2.3 — Condicodes

O experimento foi conduzido em tubos de ensaio com capacidade para 20 mL,
aos quais foram adicionados 14 mL de meio AA4 liquido (suplementado com nitrato) e
1 mL do in6culo de cianobactérias. A concentra¢do do indculo inicial foi ajustada para
5x10* células/mL, em fase exponencial de crescimento.

Estes experimentos foram montados em quatro blocos, sendo o primeiro, o bloco
controle (sem adi¢dao de hidrocarbonetos) e os trés restantes apresentando concentragdes
gradativamente maiores de cada hidrocarboneto escolhido. Foram selecionados para os
testes os seguintes hidrocarbonetos aromaticos policiclicos: naftaleno, antraceno e
benzo-a-pireno. Fatores como alta concentracdo no petrdleo ou maior persisténcia no
ambiente foram levados em consideracdo para esta escolha. As concentragdes finais
testadas para o naftaleno foram: 0, 250, 500 e 1000 pg/L. Para o antraceno foram: 0, 20,
50 ¢ 100 pg/L. Para o benzo-a-pireno foram: 0, 1, 2 ¢ 5 pg/L. Os hidrocarbonetos foram
adicionados diluidos em 100 pL metanol (concentracdo final de metanol 0,66% v/v).
Aos tratamentos controle foram adicionados 100 pL de metanol livre de
hidrocarbonetos para se excluir a hipétese de que as alteracdes observadas sobre o

crescimento da cianobactéria fossem causadas pelo metanol.
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Os tubos foram colocados em um suporte metalico e incubados em uma camara
de crescimento, sob condigdes fotoautotroficas de crescimento (intensidade luminosa de
66 umols.m™.s”, regime de 16 horas de luz para 08 horas de escuro), a temperatura de
15 £1°C. Como a posi¢do do tubo no suporte poderia deixa-lo exposto a diferentes
intensidades luminosas, interferindo no crescimento das cianobactérias, adotou-se,
dentro da camara de crescimento, um sistema de rodizio de tubos de ensaio, de maneira
que diariamente, a posi¢do dos frascos era trocada no suporte para tubos, tornando a

exposi¢do luminosa mais homogénea entre 0s mesmos.

2.4 — Amostragem e avaliagdo de crescimento de cianobactérias

Durante o periodo de quinze dias, foram realizados seis pontos de amostragem: o
primeiro foi realizado imediatamente apds a aplicagdo de cada tratamento (tempo 0), e
os outros pontos foram coletados em intervalos regulares de 72 horas. Em cada ponto de
amostragem, trés tubos foram aleatoriamente escolhidos, dentro de cada um dos blocos.
Apbs a homogeneizacdo do contetido de cada tubo, com a ajuda de um agitador
mecanico (Potter S, B. Braun Biotech International, Alemanha), uma aliquota de 2 mL
era recolhida e fixada em 2mL de formol (4%).

O monitoramento da producao de biomassa foi realizado no Laboratorio de
Ficologia DBV/UFV, através de contagens de células de cianobactérias, utilizando-se
uma camara do tipo Neubauer improved (Laboroptik, Alemanha), sob microscopio
optico BX41 (Olympus, EUA). Para cada ponto, convencionou-se a contagem de cinco
laminas, sendo contados os dois l6culos da camara e rejeitando-se a contagem se a

diferenca entre os dois loculos excedesse a 20%.

2.5 — Calculo do valor inibitério de crescimento de cianobactérias expostas a
hidrocarbonetos

A inibi¢do do crescimento de cianobactérias foi obtida pela média de diminuicao
no numero de células, apds a exposicdo a cada hidrocarboneto, durante o periodo
experimental, em comparagdo com o controle. A avaliacdo foi feita baseando-se na
comparacdo das areas abaixo das curvas de crescimento, conforme a metodologia
descrita por Djomo et al. (2004). A area (A) delimitada pela curva foi calculada de

acordo com a formula:

A=[(Ng+Ng).t1]/2+ {[(Nt+N2)—(2.No)].(ta—t)} /2+ ...+
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e T {[(Nn-t + Np) = (2. No)] - (th —th-1)} / 2

Onde Np ¢ o nimero de células por mL ao tempo tp (indculo); N; é o nimero de
células por mL no tempo t;, que € o tempo decorrente até a primeira contagem, apos o
inicio do experimento; ¢ N, ¢ o nimero de células por mL no tempo t,, que € o tempo

decorrido entre a nésima contagem e o inicio do experimento.

A inibigdo do crescimento celular (1) foi obtida através da equagao:

Ia = [(Ac - A . 100] / Ac

Onde A; ¢ a area abaixo da curva do tratamento controle, e A; € a area abaixo da
curva do tratamento (exposi¢do ao poluente).

Os parametros toxicoldgicos 50% da concentragdo maxima efetiva (EC50), 20%
da concentracdo maxima efetiva (EC20) e concentragdo maxima nao efetiva (NOEC)
foram estimados para cada hidrocarboneto testado, utilizando-se uma anélise de
regressao do tipo Probit (Probability Units). Adotou-se intervalo de confianca de 95%.
EC50 e EC20 expressam as concentragdes maximas de PAH capazes de causar um
efeito inibitério sobre o crescimento do organismo testado na ordem de 50 e 20%,
respectivamente, enquanto que NOEC representa a concentragcdo maxima em que nao se

observa efeito inibitorio sobre o crescimento, no intervalo de confianca adotado (95%).

3 - Resultados e Discussao

O efeito dos hidrocarbonetos testados sobre o crescimento de Phormidium
autumnale UFV-ANTO1, a temperatura de 15+1 °C, durante quinze dias, encontra-se
apresentado na Figura 1 A-C. A toxicidade de hidrocabonetos aromaticos policiclicos
sobre Phormidium autumnale UFV-ANTO1 observada, seguiu a ordem: benzo-a-pireno
> antraceno > naftaleno. Entre os hidrocarbonetos testados, o benzo-a-pireno foi o que
mais afetou o crescimento de Phormidium autumnale UFV-ANTO1, mesmo tendo sido

testado em menores concentragdes que os demais PHAs.
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Figura 1: Curvas de crescimento de Phormidium autumnale UFV-ANTO exposto a
diferentes doses de naftaleno (A), benzo-a-pireno (B) e antraceno (C). Os pontos
representam a média de triplicatas.
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O menor valor de EC50 estimado foi obtido para o benzo-a-pireno, sendo a
concentragdo necessdria deste hidrocarboneto para causar tal inibicdo sobre o
crescimento de Phormidium autumnale UFV-ANTO1 foi quase quatrocentas e cinquenta

vezes menor que a estimada para naftaleno (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros toxicologicos estimados para Phormidium autumnale UFV-

ANTO1 exposto a diferentes hidrocarbonetos aromaticos.

Parametros toxicologicos Equacdo de regressdo no modelo Probit*
PAH EC50 EC20 NOEC a b r’
Naftaleno 758,5 ug/L | 251,2 pg/L 83,2 ng/L -0,02 1,74 0,97
Antraceno 25,7 ng/L 2,95 ng/L 0,41 pg/L 0,89 3,74 0,90
Benzo-a- 1,7 pg/L 0,95 pg/L 0,15 pg/L 4,18 3,55 0,97
pireno

* Equacdo de regressdo no modelo Probit (y= a +bx), onde y=probit (% controle) e X=log10[concetragao
de PAH]

As diferencgas de toxicidade observadas para os hidrocarbonetos testados podem
ser atribuidas a propriedades fisico-quimicas intrinsecas de cada um dos compostos,
como solubilidade, coeficiente de particdo dgua-octanol (K,y), volatilidade, persisténcia
e toxicidade foto-induzida (Miller et al., 1985; Gala & Giesy, 1992).

O efeito toxico dos PHAs sobre o crescimento de Phormidium autumnale UFV-
ANTO1 aumentou para PHAs com maiores valores de K. Estes resultados estdo de
acordo com os apresentados por Djomo et al. (2004) e Hutchinson et al. (1979) que
apresentaram evidéncias experimentais de que os valores de k,y de PAHs sio
diretamente proporcionais ao seu efeito toxico sobre a atividade fotossintética.

O efeito de hidrocarbonetos sobre o crescimento de cianobactérias ¢ um assunto
pouco explorado na literatura, alguns relatos demonstram efeitos inibitorios de
hidrocarbonetos, sobretudo dos aromaticos, sobre o crescimento, fotossintese e sobre as
taxas fixagdo de nitrogénio de cianobactérias do género Anabaena sp. (Gaur & Singh,
1989; Bastian & Toetz, 1985).

Batterton et al. (1978) demonstraram que a exposi¢do a 6leos combustiveis ¢
fracdes soluveis de petroleo tém efeito inibitorio sobre as taxas de crescimento de
Agmenellum gquadruplicatum, sendo consideradas as fragdes mais ricas em PAHs mais

toxicas. Em contra partida, Al-Hasan et al. (1994) demonstraram que a exposi¢ao de
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Phormidium corium e Microcoleus chthonoplastes a hidrocarbonetos alifaticos e a
fragdes do petrdleo tem efeito estimulatorio sobre as taxas de crescimento destas
cianobactérias, € que a razao entre o contetido de clorofila a e carotendides nao foi com
isto afetada, indicando a auséncia de estresse fotossintético.

Apesar de ser amplamente aceito pela literatura que os hidrocarbonetos, mesmo
em pequenas quantidades, tenham um efeito inibitério sobre organismos fotossintéticos,
a bioquimica da toxicidade dos mesmos ¢ pouco conhecida. Sikkema et al. (1995)
apresenta uma compilagdo de dados que demonstram que um dos principais sitios de
toxicidade dos hidrocarbonetos seja a membrana citoplasmatica. Os autores reunem
dados que demonstram que a bicamada lipidica perde sua integridade, tendo sua
permeabilidade a ions aumentada quando exposta a hidrocarbonetos, perdendo assim,
sua fungdo seletiva. Ha ainda evidéncias de que as proteinas de membrana sejam
afetadas.

E importante destacar que em solugdo, a toxicidade de PAHs pouco solaveis,
como os testados, ¢ determinada pela quantidade do contaminante solubilizada, que
pode ser menor que a concentragdo total do poluente adicionada ao tratamento (Leahy
& Colwell, 1990). Dois fatores que podem interferir na biodisponibilidade dos
hidrocarbonetos neste experimento devem ser levados em consideracdo ao analisarmos
os resultados aqui apresentados: como a linhagem testada cresce melhor sem agitagao,
os tubos contendo os tratamentos ndo foram mantidos sob agitagdo constante, o que
poderia diminuir a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos na fase aquosa; e para tentar
aumentar a solubilidade dos HCs testados na fase aquosa, estes foram adicionados aos
tratamentos dissolvidos em metanol, contudo a quantidade de hidrocarbonetos
disponivel nesta fase ndo foi mensurada. Desta maneira, o efeito observado sobre o
crescimento de Phormidium autumnale UFV-ANTO1 pode corresponder a doses
menores que aquelas totais aplicadas a cada tratamento.

Apesar da area de solos afetados por hidrocarbonetos na Antértica ndo ser muito
grande, sitios pontuais de contamina¢do podem ser detectados nas areas do entorno de
estagdes de pesquisa em funcionamento ou desativadas, por até¢ 30 anos apods a
ocorréncia de um derramamento (Aislabie et al., 2004).

Embora Oliveira (2005) ndo tenha detectado concentracdes de PAHs totais
superiores a 1,19 ng.g” (parte por milhdo, ppm) de solo seco, nos ambientes terrestres
do entorno da Esta¢do Antartica Comandante Ferraz, existem trabalhos que mostram

que o input de HCs na area tem aumentado consideravelmente. Martins et al. (2000)
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obteve concentragdes de naftaleno de até 26,95 ng.g” solo seco, ¢ de antraceno
chegando a 20,5 ng.g”" solo seco, analisando amostras de sedimento provenientes da
Baia do Almirantado. Os autores, comparando os dados levantados para esta regido com
os obtidos em anos posteriores por outros pesquisadores, indicam um aumento nas
concentragoes de PAHs totais detectadas em sedimentos.

Isto indica que o crescimento da atividade de pesquisa na area, pode levar a
alteracOes ambientais que comprometem as comunidades de organismos presentes
nestas regides. Considerando-se que concentracdes de PAHs na ordem de parte por
milhdo (ppm) tém frequentemente sido relatadas em compartimentos ambientais da
Antartica, e que as concentracdes destes poluentes testadas no presente trabalho estdo na
mesma ordem de grandeza, podemos inferir que as concentragdes de PAHs observadas
na area sdo suficientes para causar efeitos deletérios sobre as populacdes de
Phormidium autumnale UVF-ANTOI, e consequentemente provocar um desequilibrio
nas comunidades microbianas que habitam tais ambientes.

A busca por bioindicadores de areas impactadas com HCs e o estabelecimento
de programas de biomonitoramento na regido, tornam-se de grande importancia para a
preservagdo do ecossistema existente na Baia do Almirantado. Alteragdes na populacao
de Phormidium autumnale UVF-ANTO1, nos solos da regido, podem atuar como
biomarcadores que funcionam como um sinal de alerta para as mudangas nas
concentragdes de HCs nestes solos. Experimentos futuros com este isolado poderiam
gerar pardmetros mais sensiveis que o crescimento celular, como por exemplo,

marcadores moleculares para o biomonitoramento de areas contaminadas.

4 — Conclusodes

A cianobactéria Phormidium autumnale UVF-ANTO1 exibiu alta sensibilidade
as concentragdes testadas de hidrocarbonetos, indicando que a crescente contaminagdo
do ambiente antartico com estes poluentes pode ter um efeito deletério sobre a
comunidade de cianobactérias da regido. Fatores como uma ampla distribuicdo em
amostras de solos da Antartica maritima, associados a sensibilidade a concentra¢des
baixas de naftaleno, antraceno e benzo-o-pireno, fazem de Phormidium autumnale
UVF-ANTO1, um organismo com potencial para ser empregado em estudos de

bioindicagao de solos poluidos por HCs, na Antartica.
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CAPITULO Il

Interacdo entre cianobactérias antarticas e bactérias na
biodegradac&o de [**C]naftaleno
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1 - Introducéo

A atividade cientifica, logistica e o turismo na Antartica dependem, em grande
parte, do petroleo para a geracdo de energia e transporte. Estima-se que
aproximadamente 90 milhdes de litros de combustivel sdo gastos anualmente por
estagoes de pesquisa na Antartica (Cripps & Shears, 1997).

Apesar da atividade antropogénica nao ter introduzido os hidrocarbonetos (HCs)
como uma nova classe de compostos no ambiente, esta elevou o seu acimulo na
biosfera, o que pode ser extremamente deletério para o ambiente no caso de um
derramamento (Widdel & Rabus, 2001). Os HCs podem servir como substrato de
crescimento para alguns organismos vivos, bem como podem ser toxicos para outros
(Gerdes, et al., 2005).

Algumas cianobactérias exibem além do crescimento fotoautotrédfico,
crescimento autotrofico facultativo, sendo capazes de utilizar alguns compostos
organicos, como uréia e aminoacidos, até mesmo em altas taxas (Montesinos et al.,
1997, Zubkov et al., 2003). Existem estudos que demonstram a capacidade das
cianobactérias em degradar pesticidas orgdnicos como ¢y-hexaclorociclohexano, um
organoclorado (Kuritz & Wolk, 1995).

Embora a utilizagdo de bactérias heterotroficas na degradagdo de
hidrocarbonetos em condi¢des de laboratdrio seja eficaz, em condigdes de campo nem
sempre se observa o mesmo efeito (Al-Awadhi et al., 2003). A utilizagdo de consorcios
entre cianobactérias e bactérias poderia ser uma alternativa ecologicamente viavel na
biodegradacao de hidrocarbonetos.

Abed (2010) demonstrou que a utilizacdo de cianobactérias em consorcio com
bactérias degradadoras de HCs pode substituir eficientemente o uso de fertilizantes
organicos e inorganicos, que geralmente aumentam os custos de processos de
biorremediagao.

O naftaleno, um hidrocarboneto aromatico diciclico, e seus derivativos
metilados sdo considerados os compostos mais toxicos da fra¢do soluvel do petroleo
(Anderson et al., 1974). A exposigdo diaria de ratos ao naftaleno por inalagdo provou
ser claramente carcinogénica e causou decréscimo das concentragdes sanguineas de
hemoglobina (NTP, 2000). Existem relatos de intoxicagdes letais por naftaleno em

humanos, a maioria dos casos esta associada ao desenvolvimento de anemia hemolitica

(Santucci & Shah, 2000).
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A baixa solubilidade em agua e a alta adsor¢do dos PAHs, geralmente limitam
muito a sua taxa de degradagdo, mas a producio de metabdlitos toxicos e de metabolitos
com taxas quase nulas de degradagdo, a repressdo metabolica, a disponibilidade de
substratos preferenciais sdo fatores que também devem ser considerados quando se fala
da persisténcia destes compostos no ambiente (Atlas, 1981).

A degradacdo bacteriana de compostos aromaticos normalmente inclui a
formac¢ao de um diol, seguida da clivagem do anel, e da formacao de um didcido como o
acido muconico. Em contraste, a oxidagdo de compostos aromaticos em eucariotos leva
a formagao de um trans-diol (Cerniglia et al., 1984).

Narro et al. (1980b) demonstraram a capacidade da cianobactéria Oscillatoria
sp. JCM em oxidar o naftaleno a 1-naftol, primariamente pela oxidagdo do naftaleno a
naftaleno 1,2-6xido, que sofre uma isomerizacdo, por um mecanismo chamado
substituigdo NIH, formando um ceto intermedidrio, que através de uma enolizagdo
forma o 1-naftol (via indireta), a semelhanga de outros microrganismos como Bacillus
cereus (Cerniglia et al., 1984). Os autores ndo descartam a possibilidade de ocorréncia
de hidroxilagdo direta em taxas menores.

Neste trabalho testamos a capacidade de degradacdo de naftaleno por trés
linhagens de cianobactérias unialgais ou em consorcio com bactérias heterotroficas,

sendo todos os organismos envolvidos isolados a partir de solos antarticos.
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2 — Materiais e Métodos

2.1 — Reagentes

A solugio metandlica de [C'*]naftaleno-benzeno (uniformemente marcada), com
atividade especifica de 31,3 mCi.mmol™, o coquetel de contagem em cintilagdo liquida
(Sigma High Performance LSC Cocktail) e o hidréxido de sédio (NaOH) foram obtidos
da Sigma-Aldrich Chemical Co. (Saint Louis, MO, EUA).

2.2 — Material Bioldgico

Foram selecionados para o experimento as linhagens de cianobactérias
Phormidium autumnale UFV-ANT 01, Tolypotrix sp. UFV-ANT22, Nostoc sp. UFV-
ANT23 de maior distribuicdo nas amostras de solo, canais e lagos de degelo analisadas.
Estes organismos foram mantidos em meio liquido AA4 com ou sem fonte de
nitrogénio combinada (ANEXO III), sob a temperatura de 15+£1°C, sob regime
fotoautotroéfico no Laboratorio de Ficologia DBV/UFV. As bactérias heterotroficas
foram selecionadas de uma amostra de solo contaminada com diesel, proveniente da
Antartica, que foi enriquecida em meio minimo mineral (ANEXO III) suplementado
com 2% v/v de diesel estéril, que serviu como Unica fonte de carbono para o
crescimento microbiano. Os organismos foram incubados a 30+2°C sob agitagdo
constante de 250 rpm. Foi obtida uma cultura mista, na qual todos os microrganismos
capazes de crescer foram considerados potencialmente degradadores de
hidrocarbonetos.

O in6culo de cianobactérias foi preparado concentrando-se cada cultura em fase
exponencial de crescimento através de centrifugagao (12000 rpm, durante dez minutos).
O precipitado foi colocado sobre uma folha de papel filtro estéril, a fim de retirar o
excesso de umidade. Posteriormente, o precipitado foi transferido para um tubo de
centrifuga e pesado em balanga analitica. O volume do tubo foi completado com meio
AAA4 liquido (sem fonte de nitrogénio), pH 7.1, para a obtencao de um inoculo inicial
com concentragao de 100 mg.mL'1 (matéria fresca).

O indculo contendo bactérias heterotroéficas foi preparado através de
centrifugacdo das culturas, com trés dias cultivo (12000 rpm, durante dez minutos) e

ajuste para obtenco de um inéculo com concentragdo de 10 mg.mL™' (matéria fresca).
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2.3- Condigdes experimentais

Os experimentos de degradacdo foram conduzidos em Erlenmeyers com
capacidade para 50 mL, aos quais foram adicionados 9 g de solo autoclavado (121°C, 40
min.). Cada um destes microcosmos recebeu 2,33 nCi de ['*C]naftaleno e
aleatoriamente foram separados em blocos para receber os tratamentos.

Os tratamentos, com trés réplicas cada um, consistiram em um controle abidtico,
um controle bacteriano e seis tratamentos bioticos, que continham culturas unialgais de
cada das trés cianobactérias selecionadas ou consorcios entre cada espécie de
cianobactéria ¢ bactérias heterotroficas, conforme sumarizado no Quadrol. Os frascos
contendo os tratamentos foram conectados a um sistema respirométrico (ANEXO III), e
mantidos em uma cdmara de crescimento tipo B.O.D. (Eletrolab, Brasil) com
fotoperiodo de 16 horas de claro e 8 de escuro, a temperatura de 15°C£1, por um
periodo de duzentas horas. A técnica utilizada pressupde que o ['*C] naftaleno é
mineralizado a '*CO, quando biodegradado pelo inéculo testado e assim, a taxa de
degradagio do mesmo pode ser mensurada através da quantidade de '*CO; liberada ao
longo do periodo de incubagao.

Ap06s o periodo de duzentas horas, cada microcosmo recebeu uma dose adicional

de 0.25MCi de ["*C]naftaleno e foi novamente conectado ao aparato respirométrico.

2.4 — Coleta e deteccdo de *CO, mineralizado

A cada ponto de amostragem, ImL da solugdo contida no sistema de captura de
CO, de cada tratamento (cada sistema possuia 35 mL ao todo), previamente
homogeneizada através de fluxos continuos com micropipeta, foi recolhido e
acomodado em um vial de contagem que era entdo, hermeticamente fechado. O volume
do sistema de captura de '*CO, era novamente completado para 35 mL (com solugio de
NaOH 0,7 M) e novamente ligado a sua respectiva amostra de solo no sistema
respirométrico. A primeira amostragem foi realizada apds 12 horas do inicio do
experimento, as demais amostragens foram realizadas a cada 24 horas pelo periodo de
duzentas horas. Apos este periodo, com a adi¢do de hidrocarboneto adicional, mais duas
coletas foram realizadas nos tempos 212 e 260 horas.

Para a contagem das amostras radioativas, a cada amostra recolhida foram

adicionados 5 mL do coquetel de cintilagdo liquida (Sigma High Performance LSC
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Cocktail), as amostras foram vigorosamente agitadas e mantidas em descanso por pelo
menos 24 horas antes de serem contadas. A contagem foi realizada em um contador de
cintilacdo (LS 6800, Beckman, EUA), estabeleceu-se vinte minutos de contagem por
amostra, repetindo-se a contagem caso o lumex ultrapassasse 5%. Os resultados foram

corrigidos para a eficiéncia de contagem e background do aparelho.

Quadro 1: Tratamentos realizados no experimento degradagao de ['*C] naftaleno

Suspensdes recebidas por cada tratamento
Suspensao Suspensdo de Suspensao de Suspensdo de Meio AA4
Tratamento de bactérias Phormidium Tolypothrix sp. Nostoc sp. (sem fonte de
autumnale UFV-ANT22 UFV-ANT23 N) estéril
UFV-ANTO1
Controle abidtico - - - - 2mL
Controle bacteriano ImL - - - ImL
Phormidium unialgal - ImL - - ImL
Phormidium consorcio ImL ImL - - -
Tolypotrix unialgal - - ImL - ImL
Tolypotrix consércio ImL - ImL - -
Nostoc unialgal - - - ImL ImL
Nostoc consorcio ImL - - ImL -

2.5 — Deteccdo de *C incorporado a biomassa de cianobactérias

Como as cianobactérias sio organismos fotoautotréficos, parte do '*CO,
mineralizado pode ser consumido no processo fotossintético e incorporado na biomassa
na forma de agucares, proteinas, 4cidos orginicos e outros constituintes celulares. O
conteudo total de cada tratamento foi ressuspendido em 20 mL de solucdo salina (NaCl
0,6%) mais Tween 20 (150mg.L™") e centrifugado por 5 minutos a 3000 rpm, coletou-se
ImL do sobrenadante para a contagem da radiacdo no contador de cintilagdo, o restante
foi desprezado. Este passo foi repetido por duas vezes. A biomassa foi entdo, separada
do solo sendo ressuspendida em 20 mL de solug@o de sacarose a 50% p/v e coletada do
sobrenadante com o auxilio de uma micropipeta. A biomassa foi transferida para um
eppendorf de 2 mL ressuspendida em 4gua ultrapura e centrifugada a 13000 rpm por 3

minutos, sendo o sobrenadante descartado; repetiu-se o processo por duas vezes.
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Para eliminar as bactérias heterotroficas que se aderiram a bainha mucilaginosa
das cianobactérias, a camada de exopolissacarideos (EPS) foi removida, conforme
descrito por Fiore et al. (2000). Foi recolhido 1 mL do sobrenadante para contagem da
radiacao.

Para a determinacio das concentragdes de '*C na biomassa utilizou-se a
metodologia de fracionamento etandlico a quente, descrita por Davis et al. (1983),
sendo obtidas uma fragdo soluvel e uma fracao insoltivel da biomassa de cianobactérias.
A fragdo soluvel representa agucares simples, proteinas soluveis, pigmentos
fotossintéticos e acidos organicos. A fracdo insolivel compreende a parede celular e
agucares insoluveis. A fracao insoluvel foi ressuspendida em 500uL de agua ultrapura e
uma aliquota de 250uL foi acomodada em um vial de contagem. A fragdo solavel foi
seca em estufa a 50°C, até a reducdo do volume original para 1 mL, ressuspendida em
1,5 mL de agua ultrapura, coletando-se 250ul. que foi transferido para um vial de
contagem. A contagem de radioatividade foi realizada conforme anteriormente descrito

no item 2.4.
2.6 — Analise de dados

Os dados de degradacdo obtidos foram analisados através de regressdao nao-
linear e analise de covaridncia. E para a analise dos dados de quantificagdo de '*C na
biomassa foram realizados testes de médias. Adotou-se nivel de significancia de 5%. As
analises estatisticas foram realizadas com a ajuda do programa estatistico livre R.
3 — Resultados e Discusséo
3.1 — Experimento de degradacéo de [**C]naftaleno

O ["C]naftaleno foi prontamente degradado pelo controle bacteriano e pelos

tratamentos contendo consorcios entre as cianobactérias e bactérias heterotroficas sem

uma fase de adaptacao pronunciada, conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1 (A-C): Taxas cumulativas de degradacio de ['*C] naftaleno para os diferentes
tratamentos testados durante o periodo de duzentas horas.
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Os tratamentos Phormidium consoércio e Nostoc consorcio foram considerados
os melhores tratamentos testados, resultando em taxas cumulativas de degradag¢do de
naftaleno na ordem de 39% e 42%, respectivamente, seguidos do tratamento
Tolypothrix consorcio com taxa de degradag@o de 32% e pelo controle bacteriano com
11% de degradagdo ao fim de duzentas horas de experimento.

Os tratamentos unialgais de cianobactérias ndo diferiram estatisticamente do
controle abidtico que apresentou taxa de mineralizacdo de 1,9%, sendo esta taxa
atribuida a perda por volatilizacdo Figura 1. As taxas de degradagdo obtidas para os
tratamentos Phormidium unialgal, Tolypothrix unialgal ¢ Nostoc unialgal foram de
2,6%, 4% e 4,2%, respectivamente. Isto pode refletir a falta de habilidade dos
organismos selecionados em aproveitar hidrocarbonetos como fonte de carbono, mesmo
num microcosmo em que a concentragdo de CO, disponivel para a via fotossintética ¢
baixa, ja que o ar bombeado para os erlenmeyers passam primeiro por unidades que
retiram a maior parte do didxido de carbono.

Os resultados aqui obtidos para as cianobactérias em consorcio com bactérias
heterotréficas superam a soma das partes, ou seja, se somarmos os valores obtidos para
o controle bacteriano com o de qualquer das culturas unialgais de cianobactérias, ainda
assim obteriamos um valor menor que o observado para qualquer dos tratamentos em
consorcio. Para Grotzschel et al.,, 2002, a formag¢do de consorcios microbianos
possibilita que varios organismos adaptados a condi¢cdes de crescimento diferenciadas
estejam em proximidade (e.g., regides saturadas de O, em proximidade com regides
anoxicas), de maneira que poderiam atuar em sinergia na degradagdo de compostos
derivados do petroleo.

Abed (2010) demonstrou que a utilizagdo de cianobactérias em consorcio com
bactérias degradadoras de HCs pode substituir eficientemente o uso de fertilizantes
orgdnicos e inorganicos, que geralmente aumentam os custos de processos de
biorremediacao.

Os resultados aqui apresentados endossam o reconhecimento de que
cianobactérias estdo relacionados a processos de biodegradacdo e atenuagdo das
concentragdes de naftaleno, em condigdes experimentais. As cianobactérias parecem ter
participagdo crucial para a efetividade do processo de degradagdo, seja de forma direta,
oxidando/consumindo os HCs, ou indireta, impedindo que bactérias heterotroficas
aderidas a bainha mucilaginosa fiquem dispersas, mantendo-as imobilizadas e

colocando-as em contato prolongado com os HCs. Além disso, as cianobactérias suprem
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tais bactérias com nutrientes, nitrogénio e oxigénio, necessarios para a atividade de
degradacdo (Abed et al., 2002; Grotzschel et al., 2002; Al-Awadhi et al., 2002; Al-
Awadhi et al., 2003; Abed & Koster, 2005; Chaillan et al., 2006; Sanchez et al., 2006).

Os dados obtidos aqui, ainda indicam que cianobactérias que isoladamente sao
sensiveis a hidrocarbonetos, como demonstrado para Phormidium autumnale UFV-
ANT 01 no capitulo II, podem se beneficiar do consorcio; possivelmente as
concentragoes de HC que efetivamente penetram na célula da cianobactéria consorciada
sejam atenuadas pelo consumo do poluente pelas bactérias que vivem aderidas a bainha
mucilaginosa. Sofonova et al. (1999) demonstraram que a associagdo entre isolados
axénicos de cianobactérias e bactérias alcanotroficas aumenta a tolerancia de
cianobactérias a concenracoes de até¢ 1% de HCs em meio de cultura. Os autores ainda
demonstraram que o consorcio entre isolados de cianobactérias e bactérias
alcanotroéficas foi mais eficiente na degradagdo do petrdleo que culturas puras das
bactérias alcanotroficas.

Embora os tratamentos contendo cianobactérias em consorcio tenham se
mostrado capazes de degradar o naftaleno, as cianobactérias em culturas monoclonais
testadas neste trabalho, ndo foram capazes de degrada-lo, indicando que estas exercem
somente um papel indireto na degradagcio de HCs.  Alguns poucos relatos
demonstraram um papel direto das cianobactérias na degradagdo de hidrocarbonetos
(Raghukumar et al., 2001; Kumar et al., 2009; Ibraheem, 2010).

O fato de que as cianobactérias testadas foram isoladas de solos que ndo
apresentam historico de contaminagao com HCs, pode refletir a auséncia de estratégias
metabolicas que permitam, a estes organismos utilizarem o naftaleno como fonte de
carbono para o crescimento. Aislabie et al. (2001) relataram que solos ndo
contaminados por HCs da Ilha Ross, tipicamente exibem um numero baixo, ou mesmo
abaixo do limite de deteccao, de microrganismos capazes de utilizar estes poluentes
como fonte nutricional.

A rapida resposta dos microrganismos, observada neste trabalho, a exposi¢do ao
hidrocarboneto também vem de acordo com o encontrado na literatura para exposi¢do a
baixas concentracdoes de HCs. Existem evidéncias de que a cinética da biodegradacao
de hidrocarbonetos sob baixas concentragdes, como as empregadas neste experimento,
tende a apresentar fase de adaptacdo muito curta ou pouco evidente, sendo que muitas
vezes, taxas de degradacdo elevadas podem ser observadas quase que imediatamente a

aplicagdo dos tratamentos (Scow et al., 1986; Ferguson et al., 2003).
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Narro et al. (1992) demonstraram que culturas puras de Anagmenellum
quadruplicatum PR6 sdo capazes de metabolizar 2,2 % do [C'] fenantreno
(hidrocarboneto aromatico triciclico), adicionado ao meio liquido, sob condicdes
fotoautotroficas e a temperatura de 30°C, num periodo de 12 horas.

Outros autores, porém, observaram cinéticas de degradacdo muito diferentes das
obtidas no presente trabalho, com fases de adaptacdo mais acentudas e curvas com um
formato tipicamente em “S”. Heitkamp et al. (1987) relataram que a meia vida de
degradagdo do [C'] naftaleno (tempo necessario para a mineralizagdo de 50% do HAP
adicionado) por amostras de sedimentos contendo bactérias heterotroficas foi de 4,4
semanas. Os autores observaram uma meia vida de degradacdo menor (2,4 semanas)
para amostras provenientes de areas com historicos de contaminag¢do muito elevados.
Wyndham & Costerton (1981) obtiveram uma taxa média de degradagio de [C']
naftaleno igual a 77+7%, em oito semanas, para bactérias provenientes de sedimentos
de uma regido adjacente a um deposito natural de petroleo.

Apos o periodo de 60 horas de experimento, um platé de degradagdo foi atingido
em todos os tratamentos testados. Tanto Heitkamp et al. (1987), quanto Wyndham &
Costerton (1981) obtiveram um platd de degradagdo, somente, por volta da oitava
semana de exposi¢do das amostras ao naftaleno. Isto nos leva a cogitar algumas
hipdteses que justifiquem o alcance prematuro do platd de degradagdo: 1) o naftaleno
marcado adicionado inicialmente tornou-se bioindisponivel ao ataque microbiano; 2) o
naftaleno ou um produto de sua degradacdo exibiu um efeito toxico sobre os
tratamentos; 3) houve deplecdo de naftaleno, ja que o aparato respirométrico permite
perdas de "*CO, que nio sio mensuradas; e 4) houve deplecio de nutrientes necessarios
para que a maquinaria enzimatica dos organismos continuem degradando os
hidrocarbonetos.

Para tentar eliminar algumas destas hipoteses, apds o periodo de duzentas horas
de incubagdo, nova aliquota de naftaleno marcado foi adicionada aos tratamentos. Uma
cinética de degradacdo semelhante a descrita anteriormente foi observada para cada
tratamento (Tabela 1). No tempo 212 horas de exposi¢do (12 horas apds a adi¢do de
mais naftaleno) registraram-se taxas de degradacdo proporcionais as obtidas por cada
tratamento nas 12 horas iniciais do experimento, € no tempo de 260 horas, as taxas
cumulativas obtidas ndo diferem substancialmente daquelas registradas no tempo de 60

horas, estacionando novamente.
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Com isto, descartamos as hipoteses de efeito toxico e de deplegao de nutrientes,
j& que os tratamentos responderam positivamente a adicdo de mais hidrocarboneto.
Como as taxas de degradagdo tenderam a estacionar novamente, as hipoteses de
bioindisponibilidade do hidrocarboneto ao ataque microbiano e a de deplecdo de

hidrocarboneto por perdas nao mensuraveis ainda nao puderam ser descartadas.

Tabela 1: Porcentagem de fracdo inicial de [C'*] naftaleno mineralizada em

comparagdo a fragdo mineralizada apos a aplicagdo de naftaleno adicional.

Tratamento % ['*C]Naftaleno inicial % ['*C]Naftaleno adicional
(% cumulativa de naftaleno Hora 12 Hora 60 Hora 212 Hora 260

degradado)
Controle abiotico (1,9%) 0,35 1,09 1,02 1,06
Controle bacteriano (11%) 7,6 10,9 5,2 49
Phormidium unialgal (2,6%) 0,62 1,1 1,0 1,2
Tolypothrix unialgal (4%) 0,32 1,3 0,9 1,1
Nostoc unialgal (4,2%) 0,36 1,7 1,3 1,3
Phormidium consorcio (39%) 31,9 36,7 22,5 25,3
Tolypothrix consorcio (32%) 31,2 28,1 25,7 26,5
Nostoc consorcio (42%) 39,4 39,5 29,3 32,6

A porcentagem de naftaleno perdida por volatilizacdo no controle abidtico (1,9
%) esta muito abaixo dos valores apresentados em experimentos similares. Heitkamp et
al. (1987) relataram uma perda de 12 a 15% do naftaleno adicionado aos tratamentos
por volatilizagdo, durante as duas primeiras semanas de incubagdo. Este fato pode
corroborar a hipdtese de que os dados obtidos foram subestimados, em decorréncia de
perdas de '*CO, para o ambiente, dado o carater rustico do aparato respirométrico
utilizado na condugao dos experimentos.

E importante ressaltar que os experimentos conduzidos no Laboratorio de
Ficologia do DBV/UFV foram realizados em uma temperatura de 15+1°C. Existem
varias revisoes disponiveis na literatura, que demonstram que o aumento da temperatura

leva a um incremento das taxas de degradacdo de HCs, tipicamente em faixas de
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temperatura de 30 a 40°C, acima das quais, a toxicidade aumenta em funcdao da
alteragdo na permeabilidade da membrana citoplasmatica (Atlas, 1981; Leahy &
Colwell, 1990). H4 evidéncias de que mesmo as populagdes microbianas indigenas de
solos antarticos, respondem com maiores taxas de degradagdo em temperaturas
proximas de 28°C (Ferguson et al., 2003). Possivelmente, um aumento da temperatura
de trabalho poderia resultar num incremento das taxas de degradacdo do naftaleno
obtidas, seja pelo aumento do metabolismo microbiano ou por alteragdes na natureza
fisica do HAP, que resultariam numa maior disponibilidade do mesmo para o consumo
microbiano. Contudo, uma temperatura de trabalho mais alta ndo seria realista se

imaginarmos um cenario de biorremediacao em campo na Antartica.

3.2 — Fracionamento do **C incorporado & biomassa

Cerca de 17% do hidrocarboneto marcado foi detectado na solugdo com
detergente utilizada para reaver a biomassa. Provavelmente, esta por¢ao de naftaleno
encontrava-se adsorvida ao solo e a biomassa por interagdes fracas que foram quebradas
pela agdo surfactante do Tween 20°.

Parte do carbono marcado inicialmente adicionado aos tratamentos pdde ser
detectada na biomassa de cianobactérias. Houve diferenca significativa entre as
quantidades de carbono incorporadas pelos tratamentos unialgais e pelos tratamentos em
consorcio, sendo as médias dos tratamentos em consorcio superiores para as duas
fragdes mensuradas (Tabela 2). Esta diferenca estatistica exclui a possibilidade de que a
deteccdo de '*C na biomassa seja decorrente de falhas metodologicas (por exemplo, que
0 '*C detectado estivesse adsorvido a parede celular e nio incorporado na estrutura da
mesma), ja que as propriedades fisico-quimicas das paredes celulares das cianobactérias
ndo sdo alteradas se estas estiverem em cultura unialgal ou em consorcio.

Esta diferenca também ndo pode ser atribuida a quantidade de '*C incorporada a
biomassa das bactérias aderidas a mucilagem das cianobactérias em consorcio, ja que o
EPS foi extraido previamente ao fracionamento celular, levando as bactérias a ele

aderidas.
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Tabela 2: Comparagéo entre médias de '*C incorporado & biomassa de cianobactérias,

expresso em porcentagem da quantidade inicial total de '*C adicionado aos tratamentos,

pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Fracdo Médias de "“C detectado na biomassa (%)
Phormidium | Tolypothrix | Nostoc Phormidium | Tolypothrix | Nostoc
unialgal unialgal unialgal consércio consdrcio consoércio
Soluvel 2,1c 1,5¢ 24c 12,0 a 6,5b 10,7 a
Insolavel 0,9c¢c 09c 1,4c 54a 4,0 ab 3,5b
Tl?tal 3,0 2,4 3.8 17,4 10,5 14,2
a,b,C

Letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes, comparagdes feitas entre médias dos
tratamentos para cada fracdo analisada.

Certamente, esta diferenga ndo seja atribuida a uma maior habilidade das
cianobactérias em consorcio de consumir diretamente o hidrocarboneto marcado, ¢ sim
seja resultado de um incremento na taxa fotossintética proporcionado pelo aumento da
concentra¢io de '*CO,, proveniente da mineralizagao ['*C] naftaleno realizada pelas
bactérias heterotrdficas, dentro do microcosmo que inicialmente tem o CO; removido
para garantir a eficiéncia da metodologia empregada. Assim, o '*CO, que fica
disponivel, ¢ assimilado fotossinteticamente, sendo transformado primeiramente em
acucares ¢ posteriormente pode ser incorporado em virtualmente todos os componentes
celulares da cianobactéria.

Estes resultados ainda ressaltam outro papel importante de cianobactérias no
processo de biorremediacdo, o consumo de hidrocarbonetos por bactérias heterotréficas
¢ acompanhado do aumento da emissdo de CO, para a atmosfera em virtude do aumento
da taxa de respiracao celular. A associacdo de um organismo degradador com um
organismo que tem papel ecoldgico de produtor primdrio, poderia resultar numa menor
emissdo de CO, para a atmosfera e num aumento da incorporagdo de carbono “limpo”
na matéria organica do solo. Se considerarmos um cenario em que litros de petroleo
tenham sido derramados, as quantidades de CO, liberadas para atmosfera, caso
empregassemos uma técnica de biodegradag@o in situ utilizando apenas bactérias

heterotroficas, seriam consideraveis.
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4 — Concluséo

Independentemente de uma participagdo direta das cianobactérias na degradacao
de HCs, os tratamentos contendo cianobactérias em consdrcio foram capazes de
degradar o naftaleno, sendo considerados mais eficazes que o controle bacteriano, o que
indica que o emprego de consdrcios na biodegradacao de tais poluentes, possa ser mais
vantajoso e ecologicamente desejavel que o emprego somente de bactérias
heterotréficas. Estudos complementares envolvendo as cianobactérias precisam ser
implementados para o desenvolvimento de estratégias que as envolva na biorremediagdo

in situ.
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ANEXO |

Figura 1: Diferentes ambientes encontrados na Antartica Maritima: A) Tanques; B) Lagos glaciais; C) Lagos entre morainas; D) Canais de
degelo formando cachoeiras; E) Canais de degelo cortando pinguineira; F) Terrenos alagados.
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Figura 1: A) Fischerella sp. B) Hydrocoryne sp.; C) Nostoc commune; D) Nostoc sp. UFV-
ANT23; E-F)Tolypothrix sp. UFV-ANT22; G) Gloecapsopsis aurea; H) Leptolyngbya sp.2; 1)
Phormidium autumnale ANT-UFV02; J) Phormidium sp.1; K) Leptolyngbya cf. borchgrevinkii;
L) Phormidium autumnale ANT-UFV01; M) Oscillatoria sp.1 N) Oscillatoria cf.
subproboscidea; O) Oscillatoria cf. fracta; P) Phormidium sp.2. Barra: 10 pm.
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ANEXO I11

Meios de Cultivo

1 — Composicdo do meio de cultura AA4

O meio utilizado neste trabalho para o cultivo de cianobactérias ¢ uma adaptacéo
do meio AA4 (Allen & Arnon, 1955), na qual as solucdes Fe-EDTA e solucdo de
micronutrientes sdo substituidas pelas solucdes de Fe-EDTA e A5 do meio BG-11
(Allen & Arnon, 1968).

Solucéo A (- Pi)

Componentes Quantidade
NaCl 20¢g
MgSO,. 7TH,O 209
CacCl,. 2H,0 69
H,O (deionizada) Completar p/ 1,5 L

Solucéo B (+ Pi)

Componentes Quantidade
K;HPO,. 3H,0 28 ¢
H,O (deionizada) Completar p/ 500 mL

Solugéo A5 (Micronutrientes)

Componentes Quantidade
H3BOs 28649
MnCl,. 4 H,0O 1,81¢g
ZnS0,. 7 H,0 0,222 g
CuS0O,. 5 H,0 0,079¢
CoCl,. 6 H,0 0,059
NaMoO,. 2 H,0 ou MoO3; (85 %) 0,018 g
H,O (deionizada) Completar p/ 1 L
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Solucdo Fe-EDTA
Componentes Quantidade
Na, EDTA 0,1g
Citrato férrico de aménia 0649
Acido citrico. H,0 0,69
CaCl,. 2 H,0 364
H,O (deionizada) Completar p/ 1L

Para preparar 1L de meio de cultura AA4 (modificado por Corréa, 2007) devem

ser utilizadas as seguintes aliquotas de cada solu¢do estoque:

Solucéo Estoque Quantidade
Solucéo A (- Fosfato) 25 mL
Solucéo B (+ Fosfato) 6,25 mL
Solucéo A5 (Micronutrientes) 1mL
Solucéo Fe-EDTA 10 mL
H,O (deionizada) Completar p/ 1 L

Para meio AA4 suplementado com nitrato
KNO; 0,256 g. L™
NaNO; 0,212¢g. L™

Antes de autoclavado, o meio deve ter o pH ajustado para 7,2. O meio de cultura
deve ser autoclavado a temperatura de 121°C, por vinte minutos. A solucdo B deve ser
autoclavada separadamente dos demais componentes e, apos a autoclavagem deve ser

adicionada ao restante do meio, ainda quente, sob uma capela de fluxo laminar.
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2 — Composi¢do do meio minimo mineral MMM

O meio minimo mineral foi utilizado para o cultivo de bactérias heterotréficas,
acrescido de 2% de diesel como Unica fonte de carbono. Apesar de ndo recomendado, o
diesel foi adicionado ao meio antes da autoclavagem, de maneira que as fracbes mais

volateis podem ter sido perdidas durante o processo.

MMM: Meio minimo mineral
Componentes Quantidade

K;HPO,. 3H,0 4049
KH,PO,. 3H,0 1049
NH;NO; 1049

NaCl 109
MgSO;,. 7 H,0 0,259
Solucéo estoque de minerais 10 mL

H,O (deionizada) Completar p/ 1 L

Solucgéo Estoque de Minerais
Componentes Quantidade
H;BO, 309
MnCl,. 4 H,0 1159
FeSO,. 7 H,0 60,0 g
CoCl,. 6 H,O 8,0¢g
ZnS0,. 5 H,0 7,09
CuCl,. 2 H,0O 30g
Na, EDTA 50,09
H,O (deionizada) Completar p/ 100 mL

58



ANEXO IV

Sequéncias de nucleotideos geradas neste trabalho

1- Sequéncia parcial de nucleotideos do gene 16S rRNA gerada para a linhagem
Phormidium autumnale UFV- ANTO1 (1413 pb) a partir deste trabalho:

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTAGCAATACTTAGTGGCGGACGGG
TGAGTAACGCGTGAGAATCTACCTTCAGGACGGAGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAACCCCCGATG
TACCGAAAGGGCAAATATTTATAGCCTGAAGAAGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGAGAGGTAAA
AGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGAC
CGCGTGGGGGAAGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCCCTTTTCTCTGGGAAGAACGCAATGACGGTACCA
GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG
AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCAGTTCAAGTCTGCTGTCAAAGACCGGGGCTCAACCTC
GGAAAGGCAGTGGAAACTGAACAGCTAGAGTATGGTAGGGGCAAAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACATCGGTGGCGAAGGCGCTTTGCTGGACCATAACTGACACTCAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG
GTGTTGTCTGTATCGACCCGGACAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC
GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATCCTTCTGAAAGGAAGGAGTGCCTTAGG
GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAACAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAAT
GGTAGGGACAAAGGGCAGCCAACCCGCGAGGGCGAGCTAATCCCGTAAACCCTGCCTCAGTTCAGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAAT
CCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCATTACTCT
AACCTTTCGAGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA

2- Sequéncia parcial de nucleotideos do gene 16S rRNA gerada para a linhagem
Phormidium autumnale UFV- ANTO2 (1413 pb) a partir deste trabalho:

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTAGCAATACTTAGTGGCGGACGGG
TGAGTAACGCGTGAGAATCTACCTTCAGGACGGAGACAACGGTTGGAAACGACTGCTAACCCCCGATG
TACCGAAAGGGCAAATATTTATAGCCTGAAGAAGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGAGAGGTAAA
AGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGAC
CGCGTGGGGGAAGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCCCTTTTCTCTGGGAAGAACGCAATGACGGTACCA
GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG
AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCAGTTCAAGTCTGCTGTCAAAGACCGGGGCTCAACCTC
GGAAAGGCAGTGGAAACTGAACAGCTAGAGTATGGTAGGGGCAAAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG
AAATACGTAGAGATCAGGAAGAACATCGGTGGCGAAGGCGCTTTGCTGGACCATAACTGACACTCAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG
GTGTTGTCTGTATCGACCCGGACAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC
GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATCCTTCTGAAAGGAAGGAGTGCCTTAGG
GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAACAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAAT
GGTAGGGACAAAGGGCAGCCAACCCGCGAGGGCGAGCTAATCCCGTAAACCCTGCCTCAGTTCAGATT
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAAT
CCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCATTACTCT
AACCTTTCGAGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA

3 - Sequéncia parcial de nucleotideos do gene 16S rRNA gerada para a linhagem
Nostoc sp. UFV- ANT24 (1415 pb) a partir deste trabalho:

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACACAGTGGCGGACGGG
TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTCTAGGTCTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG
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TGCCCTTCGGGGTGAAAGATTAATTGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGGTAA
AGGCGCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATA
CCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACC
TGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG
GAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCAATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCT
CATAAGAGCAGTGGAAACTACATAGCTAGGGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG
GCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCCG
GCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAAGAGTGCCTTCGG
GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAAT
GCTCCGGACAGAGGGCAGCAAGCATGCGAATGCAAGCAAATCCCGTAAACCGGAGCTCAGTTCAGATC
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAAT
TCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTACTCC
AACCTTTCGGGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

4 - Sequéncia parcial de nucleotideos do gene 16S rRNA gerada para a linhagem
Nostoc sp. UFV- ANT24 (1415 pb) a partir deste trabalho:

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGGCACAGTGGCGGACGGG
TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTCTAGGTCTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG
TGCCCTTCGGGGTGAAAGATTAATTGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGGTAA
AGGCGCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATA
CCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACC
TGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG
GAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCGATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTA
GATAAGAGCAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG
GCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCCG
GCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCTTCTTGAAAGGGAAGAGTGCCTTCGG
GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAAT
GCTCCGGACAGAGGGCAGCAAGCATGCGAGTGCAAGCAAATCCCGGAAACCGGAGCTCAGTTCAGATC
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAAT
TCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTACTCC
AACCATTCGGGAGGAGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

5 - Sequéncia parcial de nucleotideos do gene 16S rRNA gerada para a linhagem
Tolypothrix sp. UFV- ANT22 (1411 pb) a partir deste trabalho:

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAATCTTTAGGGATTTAGTGGCGGACG
GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGA
TATGCCGAGAGGTGAAAGATTAATTGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATA
CCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACC
TGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG
GAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCGATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCATGCTCAACAT
GATAAGAGCAGTGGAAACTACAGAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGTGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG
GCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC
GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCTTTTTGAAAAGAGAGAGTGCCTTCGG
GGGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC
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CGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAAT
GCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAGATC
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAAT
TCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCC
AACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA

6 - Sequéncia parcial de nucleotideos do gene 16S rRNA gerada para a linhagem
Tolypothrix sp. UFV- ANT25 (1415 pb) a partir deste trabalho:

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAATCTTTAGGGATTTAGTGGCGGACG
GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGA
TATGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATA
CCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGAAAGAAAAAAATGACGGTACC
TGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG
GAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCGATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCATGCTCAACAT
GATAAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG
GCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC
GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCTTTTTGAAAGATGGGAGTGCCTTCGGG
AGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATG
CTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCG
CAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATT
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCA
ACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA
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1 — Caracterizacdo do aparato

ANEXO V

Aparato Respirometrico

O experimento de degradacdo de [C**] naftaleno foi conduzido num sistema

respirométrico, previamente descrito por Albuquerque (1995). O aparato consiste de: (1)

uma fonte de ar comprimido; (2) um sistema de armadilhamento de CO,, que visa tornar

0 ar gque entra no sistema livre de CO,, composto de uma garrafa de Dreschel contendo

500 g de soda lime e de (3) uma armadilha liquida (1 L de solucdo NaOH 5M), com

algumas gotas de solucé@o indicadora de pH (Tropeolin O a 0,1%); (4) Erlenmeyers

contendo os tratamentos, que possuem uma entrada de ar (livre de CO;) e uma saida de

ar (por onde o **CO, liberado pode escapar e ser capturado em (5); e (5) um sistema de

captura de **CO,, composto por armadilhas (uma para cada amostra de solo) contendo

35 mL de solugdo de NaOH 0,7 M, as quais capturam o **CO, mineralizado de cada

amostra de solo. A Fig. 1 apresenta um esquema simplificado do aparato utilizado.

lime

Soda

KOH
am

Ar livre de CO,

14C0, evoluido

—

KOH
05 M

Figura 1: Esquema simplificado do aparato respirométrico.
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2 — Solo utilizado como substrato de crescimento em experimentos de
biodegradacao

Foi utilizado nos experimentos de degradagdo, como substrato de crescimento
para o biofilme de cianobactérias, o solo coletado préximo a Estacdo Antartica
Comandante Ferraz (EACF), na Ilha Rei George, Antartica. O solo utilizado foi
coletado a profundidade de 0-10 cm, e caracteriza-se por apresentar textura arenosa,
baixa concentracdo de nitrogénio, alta concentracdo de fosforo e concentracdo natural
de carbono organico total baixa. Um incidente durante a manipulagdo de diesel JP1,
combustivel comumente usado na geracdo de energia na EACF, levou a contaminacao
do solo no ponto amostrado, enriquecendo-o com carbono na forma de HCs. As
concentracfes maximas de naftaleno, encontradas na area amostrada, foram de 1,19 ng.

g de solo seco (Oliveira, 2005).
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