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ABSTRACT

Occurrence of plasmids in bacteria strains resistant to heavy metals isolated
from soils contaminated by sugar-cane industrial activities in Paraiba State. Soil
bacteria have important role on nutrients cycling, being a great reservoir pool, mainly in
tropical soils. These microorganisms change genetic information, by transformation,
transduction and mainly conjugation processes, where in the latter, plasmids of several
sizes have been observed, carrying resistance determinants to antibiotics, heavy metals
and several organic compounds. In the present work, bacterial soil strains isolated from
sugar cane factory environments, able to grow in medium with different and specific carbon
sources, amended with different heavy metals concentrations. The resistent bacterial soil
strains that have presented plasmids were investigated, and it was also observed if such
plasmids would be induced by selective agents. Two of the techniques for DNA extractions,
allowed to obtain satisfactory plasmidial profiles, being possible a comparative analysis of
these techniques. Eleven strains presented plasmids, among the 24 strains tested.
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INTRODUGAO

Nos ultimos anos, os metais, em particular os metais pesados, tém
recebido muita atencao devido a sua liberagio e persisténcia no meio ambiente,
assim como a sua toxicidade para uma grande variedade de organismos. Os
metais pesados compreendem 40 elementos com uma densidade igual ou maior
a 5 g/lcm®. Muitos desses metais s3o essenciais para o desenvolvimento de
organismos procaridticos e eucariticos, como elementos-tragos, em
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concentragbes da ordem de nanomolar; entretanto, ao nivel de micro ou
milimolar eles sao toxicos (TREVORS ef al., 1986; SIQUEIRA ef al., 1994). Os
metais pesados sac utilizados em paises industrializados para uma série de
aplicagbes. A sua extensiva utilizacdo leva a contaminacdo dos habitats
aquaticos e terrestres, principalmente com cations divalentes. Além da
contaminag@o de origem antropica, os ions de metais pesados podem ser
carreados de minerais que ocorrem na Natureza. Em ambos os casos, em geral,
nao € apenas um cation que esta presente em concentracdes toxicas e sim um
cation principal e mais alguns ions que o acompanham, como por exemplo, Zn**
mais Cd*; Ni** mais Co* e CrO4* (NIES, 1992), podendo entdo ter um efeito
sinergistico sobre os organismos.

A toxicidade dos metais pesados para os organismos vivos é afetada por
um amplo espectro de fatores bidticos e abidticos. Para que um ion metalico
possa ser absorvido por uma célula viva deve-se considerar uma série de
pardmetros quimicos, tais como: carga do metal, seu raio iénico, preferéncia por
determinados ligantes orgénicos, concentragdo disponivel em ambientes
poluidos e ndo poluidos, reacbes quimicas dos ions em solugdo, capacidade de
absorcdo do metal e a existéncia de bombas de efluxo no organismo em
questdo. Além disso, deve-se considerar também a solubilidade, o pH, a
temperatura, o potencial de oxidagdo-reducdo, a presenga de ions
competidores, quelantes e ligagdes ndo especificas a proteinas, argila e matéria
organica (TREVORS ef al, 1986). Na Natureza ocorrem bactérias que
apresentam muiltipla resisténcia a ions metalicos (SIQUEIRA et al, 1994),
especialmente em ambientes poluidos. Muitas linhagens bacterianas contém
determinantes genéticos para resisténcia a metais pesados, tais como: Hg#,
organomercuricos, Ag®, AsO, AsO4*, Bi*, BO,*, Cd*, Co*, CrO,*, Cu?, Ni*,
Pb*, Sb*, TeQ,*, TI', Zn?' e certamente muitos outros (SILVER e MISRA, 1988).
Essa resisténcia pode estar associada a determinantes genéticos contidos em
plasmidios, como descrito para Staphylococcus aureus e para a bactéria de solo
Alcaligenes eutrophus linhagem CH34 (FOSTER, 1987) ou em elementos
genéticos transponiveis (RADFORD et al., 1981; NIES, 1992).

Um grande numero de plasmidios sd@o conhecidos e foram isolados
aproximadamente 300 tipos diferentes que ocorrem, de forma natural, em
linhagens de Escherichia coli. Embora os plasmidios ndo carreguem genes
essenciais para a bactéria hospedeira, sob todas as condi¢gées de crescimento,
a sua presenca pode ter uma profunda influéncia no fenétipo da célula. Dentre
os mais disseminados e mais bem estudados grupos de plasmidios estdo os
plasmidios de resisténcia (plasmidios R), que conferem resisténcia a antibiéticos
e varios outros inibidores de crescimento. Um plasmidio R pode conter varios
genes de resisténcia a antibidticos e, em geral, esses genes codificam proteinas
que inativam o antibidtico ou afetam a sua entrada na célula.

Varios plasmidios isolados de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
codificam para resisténcia aos efeitos dos metais pesados. Determinados
plasmidios de resisténcia a antibiéticos também possuem genes para resisténcia
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a mercurio e arsénico. Qutros plasmidios codificam apenas para resisténcia a
metais pesados. Foi isolado de Staphylococcus aureus um grande plasmidio que
codifica para resisténcia a mercurio, cadmio, arsenato e arsenito. O mecanismo
de resisténcia aos diversos metais pesados € variavel. Estudos feitos em
bactérias resistentes a niquel e cobalto mostraram que, na maioria dos casos, 0s
genes de resisténcia estdo em apenas um plasmidio (BROCK et al., 1994).

A resisténcia aos metais Zn¥, Cd*, Co?*, Ni#* e Cu®* pode ocorrer com
base em dois mecanismos: a complexacdo do metal a fatores de ligagéo
produzidos pela célula efou o efluxo ativo de cations (SILVER et al,, 1989). A
resisténcia ao Hg* é devida a sua reciclagem enzimatica até Hg® que se
volatiliza para fora das células (WALSH et al., 1988). Em geral, os procariontes
evitam o acUmulo desses metais pelo efluxo ativo de cations e os eucariontes
produzem fatores de ligagdo. Na maioria dos animais e nos eucariontes
inferiores, os fatores de ligacdo se constituem de pequenas proteinas, ricas em
cisteina, denominadas metalotioneinas. As plantas produzem um outro
polipeptidio, também rico em cisteina, denominado fitoquelatina. Por outro lado,
apesar de serem mais comuns em eucariotos, foram descritas metalotioneinas
em Pseudomonas e em uma cianobactéria do género Synechococcus, podendo
os fatores de ligacdo funcionarem como uma segunda linha de defesa em
bactérias, tendo o efluxo de cations como o principal sistema de resisténcia
(HIGHAN et al., 1984). Em Saccharomyces cerevisiae ocorre resisténcia ao Cd?
e ao Zn*, associada com uma suposta proteina ligada @ membrana (ZRC-1),
que pode estar envolvida no efluxo de cations (KAMIZONO ef al., 1989).

A contaminagdo dos solos com metais pesados tornou-se um problema
muito sério para a sua prépria produtividade (SIQUEIRA ef al., 1994), sendo
necessario o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem a sua
desintoxicacéo. Uma das mais estudadas & a biorremediac&o.

A biorremediacdo consiste no uso de microrganismos no tratamento de
ambientes contaminados com residuos, sejam eles metais ou outros poluentes
(SHANNON e UNTERMAN, 1993). Essa agao microbiolégica & um importante
fator na amenizacao dos efeitos da contaminag&o ambiental que agem sobre os
organismos no ecossistema e podem causar doencas ac homem (JAIN e
SAYLER, 1987). Existem cinco técnicas empregadas na biorremediacéo: a)
biodegradacdo de compostos organicos: -destruicdo da estrutura central do
composto original, criando metabdlitos menos complexos, de menor massa &
menos toxicos (DON e PEMBERTON, 1981; JAIN e SAYLER, 1987; SAID e
LEWIS, 1991: SPRINGAEL et al., 1993; BHAT et al., 1994; NADEAU ef al., 1994,
QUENTMEIER e FRIEDRICH, 1994; STIEBER et al., 1994); b) humificagédo e
polimerizacdo: -imobilizacdo do composto pela sua polimerizagdo ou por
processo de incorporagdo ao humus; c) transformacdes abidticas: -alteracao
abidtica da estrutura do composto, tornando-o disponivel ao ataque microbiano;
d) biotransformacao de metais ou compostos metalicos: -retirada do metal do
meio devido a sua reducdo ou oxidacdo (FOSTER, 1987; HORN et al., 1994;
KIYONO et al., 1995); e) estabilizacdo/ acumulacéo biologicamente mediada:
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-componentes bidticos sao utilizados para seqliestrar os compostos de forma
intacta (SHANNON e UNTERMAN, 1993).

Atualmente ja se estuda a possibilidade de se utilizar bactérias
biotransformadoras que, através de alteragdes nas caracteristicas do elemento,
favorecem sua retirada do meio. Sdo exemplos disso as bactérias capazes de
reduzir o U [U (VI)] para sua forma precipitada U (IV), que & insolavel em meio
aquoso, diminuindo assim a sua toxicidade no ambiente (SHANNON e
UNTERMAN, 1993).

Existem ainda casos como o do cromato, cujo uso industrial tem levado a
contaminacéo de ambientes aquaticos com a sua forma mais toxica, o Cr (VI). A
utilizagdo de bactérias capazes de reduzir o Cr (VI), altamente toxico (que ao
associar-se com o O, pode gerar poderosos oxidantes), para o Cr (lll), insolavel
em agua, tem sido estudada como uma forma extremamente viavel de
descontaminagso desses ambientes (CERVANTES e SILVER, 1992; SHANNON
e UNTERMAN, op. cit). Muitas espécies de bactérias foram estudadas por
apresentarem essa capacidade de redugao enzimatica, tais como Pseudomonas
fluorescens LB300 (BOPP e EHRLICH, 1988), Pseudomonas aeruginosa
(CERVANTES et al, 1990) e Escherichia coli, além de outras espeécies
pertencentes aos géneros Pseudomonas, Aeromonas, Enterobacter, Bacillus,
entre outras (CERVANTES e SILVER, op. cit.).

Muitos metais, como As, Se e Hg, tornam-se altamente volateis quando
metilados ou transformados em sua forma metdlica, sendo também uma
alternativa para uma desintoxicagao do ambiente (HORN et al., 1994).

O objetivo deste trabalho consistiu em evidenciar a presenca de
plasmidios em isolados bacterianos de solo da agroindustria canavieira do
estado da Paraiba, que apresentavam crescimento nas concentracdes dos
metais Zn*2, Cd*2, Co*?, Cu'?, Ni*?2 e Hg'* testadas.

MATERIAL E METODOS

LINHAGENS UTILIZADAS

As seguintes linhagens foram utilizadas: Escherichia coli C600
(SAMBROOK et al., 1989); Escherichia coli J53 pUR400 (SCHMID et al., 1982);
Escherichia coli EC206 (NIES et al., 1989), além de 82 isolados bacterianos,
oriundos de solos poluidos com restos de cultivo e/ou residuos da agroindustria
sucroalcooleira, que foram testados quanto & sua tolerdncia a metais pesados e
antibiéticos (Tab. 1) (LIMA ef al., 1994; COUTINHO et al., 1995). Os isolados
foram caracterizados fenotipicamente através de testes bioquimicos, de acordo
com os parametros descritos em SNEATH et al. (1986) e HOLT ef al. (1994). A
sobrevivéncia dos isolados, frente aos antibidticos ampicilina (50 pg/ml),
estreptomicina (20 pyg/ml), kanamicina (20 pg/ml), acido nalidixico (20 pg/ml) e
tetraciclina (10 ug/ml), foi testada em meio NB agar (LIMA et al., 1994).
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TABELA 1 - Linhagens selecionadas para a extragdo de DNA.

Linhagem Espécie Temp. (°C) Marcas
AS5 Enterobacter cloacae 30 Cd¥, Co®, Cu®*', Amp
AS13A Sporosarcina ureae 30 Co*, Ni*", Cu™, Nal
AS14 Pseudomonas picketii 37 Co®, Km, Te¢, Amp, Sm,
Nal
AS15 Pseudomonas delafieldii 30 Co®, Ni#*. Cu™, Km, Tc,
Amp
AS16 Serratia marcescens 30 Zn?, Co%, Ni¥, Cu*, Km,
Tc, Amp
AS16A Pseudomonas cepacia 30 Zn?', Co®, Ni¥", Cu®, Km,
Amp, Sm
AS18 Pseudomonas aeruginosa 37 Zn%, Cd*, Ni**, Cu®,
Co*, Km, Tc, Amp, Sm,
Nal
AS18A Pseudomonas cepacia 37 Zn**, Co®, Ni**, Cu®, Km,
Tc, Amp, Sm, Nal
AS20A Pseudomonas picketii 37 Zn?, Co*, Cu*, Km, Tc,
Amp, Sm
AS20B Pseudomonas picketii 37 Zn*, Co*, Cu*, Km, Tc,
Amp, Sm
AS23 Serratia marcescens 30 Zn*, Co¥, Ni¥*, Cu™, Tc,
Amp
AS26 Pseudomonas aeruginosa 37 Zn¥, Co®, Ni#*, Cu*, Km,
Amp, Sm
AS29A Citrobacter freundii 30 Cd?*, Co*, Km, Amp
AS31 Pseudomonas stutzeri 37 Zn?*, Co%, Ni¥", Cu®, Km,
Tc, Amp, Sm
AS40 Serratia marcescens 30 Co?", Ni*", Hg*, Km, Tc,
Amp, Sm
AS42A Serratia rubidaea 37 Cu®, Hg*, Amp
AS43 Pseudomonas aeruginosa 37 Zn*, Cd¥, Hg*, Km, Tg,
Amp, Sm, Nal
AS43A Pseudomonas aeruginosa 37 Zne.Gd%, Gu™ Hg™,
Km, Amp, Sm, Nal
AS44 Proteus vulgaris 30 Cu®, Co®, Km, Amp, Sm
AS46A Pseudomonas 30 Co®, Cu®, Hg*, Amp, Sm
saccharophila
AS46B Pseudomonas cepacia 30 Co?, Ni#", Cu®*, Hg**, Km,
Tc, Amp
AS4TA Pseudomonas 37 Cd*, Cu®, Hg*, Amp
pseudoalcaligenes
AS48 Kurthia gibsonii 37 Zn®, Co*, Ni**, Cu™, Nal
AS50 Pseudomonas stutzeri 30 Cd*, Co®, Hg?, Km,

Amp, Sm
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CRESCIMENTO EM MEIO M9-TRIS COM DIFERENTES FONTES DE
CARBONO

Os isolados foram testados em Meio M9-Tris contendo 1,5% de agar e 1/5
do volume final da solugao de sais para M9-Tris (5X) esterilizada (27,8 g de Tris;
7,459 de KCI; 25g de NaCl; 5g de NH,Cl e 0,23 g de Na,HPO,.H,O para
11itro), com 2% de glicose ou sacarose, para determinacao da fonte de carbono
preferencial para cada isolado.

TESTE DE RESISTENCIA A METAIS PESADOS (MERGEAY ET AL, 1985)

Em Meio M9-Tris, agar ja contendo a fonte de carbono preferencial, foram
adicionadas as seguintes concentragdes de ZnSO,.7H,O (0,5, 0,8, 15 e
2,5 mM); CdCl,.H,0 (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM); CoCl,.6H,0 (0,1: 0,5: 1,0: 2.0 e
5,0 mM); CuS0,.7H,0 (0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 mM) e NiCL.6H,0 (0,1; 0,5:
1,0 e 2,0 mM). Em meio NB (0,8% de nutrient broth + 1,5% de agar), acrescido
de 0,2% de glicose ou sacarose, foi testado o crescimento em mercurio,
adicionando-se HgCl, (0.25; 0,5; 0,75 e 1,0 mM).

EXTRAGCAO DE DNA PLASMIDIANO

Dentre todos os métodos testados (LEMOS, 1980: KADO e LIU, 1981
GRIMBERG et al., 1989; SAMBROOK et al., 1989 e XIANG et al., 1994), apenas
o0 proposto por KADO e LIU (1981) e por SAMBROOK et al. (1989),
posteriormente modificado, apresentaram resultados satisfatérios.

METODO DE KADO E LIU (1981)

As linhagens crescidas durante a noite em NB (30 ou 37 °C), na auséncia
de metais ou antibiéticos, foram centrifugadas (12.000 rpm) € o precipitado foi
ressuspenso em 1 ml de tampéo E (40 mM de tris-acetato pH 7.9, ajustado com
acido aceético glacial; 2 mM de EDTA). Foram adicionados 2 ml do tampao de
lise (3% SDS; 50mM Tris pH 12,6, ajustado com NaOH 2N) e agitado
suavemente. O tubo foi incubado por 20 minutos entre 50 e 65 °C, sendo logo
apods adicionados 2V de fenol:cloroférmio (1:1) ndo saturado. O tubo foi agitado
suavemente, a fase superior foi transferida para outro tubo e submetida a
eletroforese.

METODO DE SAMBROOK ET AL. (1989), MODIFICADO

As linhagens que sofriam o processo de extracdo de DNA foram cultivadas
em NB durante a noite na sua temperatura especifica de isolamento (30 ou
- 37°C). Apbds esse periodo, foram centrifugados 3 ml da cultura (12.000 rpm). O
precipitado foi ressuspenso em 100 pl da Solugdo | (25 mM de Tris-HCl pH 8,0;
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25 mM de EDTA pH 8,0 e 50 mM de glicose), misturado levemente e incubado
no gelo por 15 minutos. Adicionaram-se 200 pl da Solucéo 1l (0,2 N de NaOH e
1% de SDS) e a mistura foi colocada a 0 °C por 5 minutos, seguido da adigdo de
150 pl da Solugéo Il (2,55 M de KAc) e incubada em gelo por 30 minutos. Logo
apos uma centrifugagdo (12.000 rpm), o sobrenadante foi transferido para outro
tubo, onde acrescentaram-se 2V de ETOOH, permanecendo a —20°C por 15
minutos. Apos centrifugagdo por 5 minutos, o precipitado foi ressuspenso em
100 pl de Solugao 3, constituida de 1 ml de NaAc 0,1M, 0,15 ml de SDS 0,1% e
2825 ml de TE (25 mM de Tris-HCI pH 80 e 10 mM de EDTA pH 8,0).
Adicionou-se, entdo, igual volume de fenol pH 8,0, misturando-se por 2 minutos
e centrifugando-se por 3 minutos. A fase aquosa foi retirada e a amostra
submetida a novo tratamento com fenol pH 8,0 ou cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1). Repetiu-se a precipitacdo com ETOOH e ressuspendeu-se o precipitado
em 50 pl de agua milli-Q.

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 0,5% PARA DNA TOTAL
(SAMBROOK ET AL., 1989; QUENTMEIER E FRIEDRICH, 1994)

O meétodo padrdo utilizado para separar, identificar e purificar fragmentos
de DNA ¢ a eletroforese em gel de agarose (SAMBROOK ef al., 1989). Todas as
eletroforeses foram feitas em géis horizontais submersos com 12,4 cm x 18,5
cm, na concentracdo de 0,5%. O tampéo de eletroforese utilizado foi o tampéo
TBE 0,5X (5.4 g de tris base; 2,75 g de acido boérico e 2 ml de EDTA pH 8,0 para
1 litro). As corridas foram realizadas sob corrente continua inicial de 40 V por
uma hora, sendo depois aumentada para 60 V por 5 horas. O DNA contido no
gel foi visualizado com a ajuda do corante fluorescente, brometo de etidio na
concentragdo de 0,5 pg/ml, sob luz ultravioleta. O padrao de migracio
eletroforética foi o DNA de E. coli J53 abrigando o plasmidio pUR400, com cerca
de 80 kb, para determinar a faixa de migracdo do DNA plasmidiano e
cromossomico. Apds a corrida, o gel foi entdo fotografado.

REGISTRO FOTOGRAFICO DOS GEIS DE AGAROSE

Os géis de agarose, apos a corrida eletroforética e visualizagdo sob UV,
foram fotografados com o auxilic de uma camera Olympus OM 2N 50 mm,
montada com filtro laranja HOYA O (G) 49 mm, utilizando o filme Tri - X Pan
400. A camera foi regulada manualmente, com abertura 56 e o tempo de
exposi¢ao do filme variou entre 30 e 40 segundos. A revelagéo do filme foi feita
com revelador Kodak D-76 durante 4 minutos, interrompido com agua e a
fixacao das imagens foi feita com o auxilio do fixador Kodak por 5 minutos.
Apds isso, o filme foi deixado em agua corrente para ser lavado durante no
minimo 15 minutos. Logo depois, o filme foi levado a um ampliador Ampligraf,
onde foi feita a foto em papel Kodabrome Print RC. O papel, depois de exposto,
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foi lavado no revelador Dektol Kodak, depois rapidamente numa solugdo de
aguazacido acético (1:1) para interromper a revelagdo e as imagens foram
fixadas com fixador Kodak.

RESULTADOS

Foram testados 82 isolados quanto ao crescimento em meio M9-Tris, agar
acrescido de uma fonte de carbono, glicose ou sacarose. Todos cresceram no
meio utilizado e 50 deles cresceram, preferencialmente, em sacarose.

Os 82 isolados bacterianos foram entdo testados em meio acrescido de
metal pesado na presenca da fonte de carbono preferencial. A capacidade de
crescimento nos meios com metais pesados possibilita a determinacéo de
algumas concentragbes com as quais possam ser discriminados os isolados
resistentes (FOSTER et al., 1979). Essas concentragées foram: 3,0 mM para o
Cd>; 2,5 mM para Zn*; 1,0 mM para Niz*; 3,0 mM para Cu®" 5,0 mM para Co* e
1,0 mM para Hg?". Observou-se que: 11 dos isolados testados sao resistentes
ao Cu 6 ao Zn*%; 4 ao Cd'%; 4 ao Ni#*; 2 ao Co* e 1 ao Hg*".

Foram escolhidos 24 isolados, de diversas espécies, que apresentaram
crescimento em diferentes metais em concentragbes médias (COUTINHO et al.,
1995), associadas a resisténcia a antibioticos, pois os plasmidios que possuem
determinantes de resisténcia a metais, geralmente, também carrregam
determinantes de resisténcia a antibidticos (SCHMIDT e SCHLEGEL, 1994).
Além desses isolados, utilizou-se também a linhagem de Escherichia coli
EC206, que alberga o plasmidio pDNA206, fusido do pVK102 com o fragmento
contendo o determinante de resisténcia ao Ni* e Co* (NIES et al., 1989), como
padrdo de resisténcia e peso molecular, para se proceder a extragido de DNA
plasmidiano (Tab. 1).

Utilizando-se a técnica descrita em KADO e LIU (1981), observou-se a
presenca de DNA plasmidiano em apenas 4 linhagens, quando estas foram
cultivadas sem nenhum agente seletivo. As linhagens AS14, AS20A e AS20B
possuem um plasmidio grande, cada um, visualizado acima do DNA
cromossdémico, e a AS16A apresenta trés plasmidios, um grande, visualizado
acima do DNA cromossdmico, e dois pequenos, que migram abaixo do DNA
cromossomico (Fig. 1).

Foram utilizadas 2 linhagens-padrdo e 3 linhagens, representadas por
isolados de solo, para investigar a possivel selecdo de diferentes plasmidios
utilizando-se diferentes agentes seletivos, metal pesado efou antibiotico. O DNA
plasmidiano foi obtido pela técnica de SAMBROOK et al. (1989), modificada.
Observou-se que a AS16A apresenta plasmidios diferentes, de acordo com o
agente seletivo utilizado para o seu crescimento. A AS46A apresenta 0 mesmo
plasmidio tanto na presenga de antibiotico quanto de metal, além de outros
plasmidios especificos para cada um dos agentes utilizados. Ja na AS44, a
presenca de plasmidio foi detectada quando a célula foi incubada apenas com
antibiético (Fig. 2).
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FIGURA 1 — Eletroforese em gel de agarose 0,7% corado com brometo de etidio 0,5ng/ml.
Extracdo de DNA segundo método descrito em KADO & LIU (1981). 1) E. coli C600
(padrao cromossémico); 2) AS10; 3) AS11; 4) AS14; 5) AS16; 6) AS16A; 7) AS20A; 8)
AS20B; 9) AS31.

Na AS50 foram detectados plasmidios diferentes, de acordo com o agente
seletivo na qual ela foi incubada. Quando incubada com antibiético, visualizou-
se um plasmidio grande, localizado em uma banda acima do DNA
cromossdmico. Na incubacdo com metal, visualizou-se um plasmidio localizado
abaixo do DNA cromossémico (Fig. 3).

Apbs a extracdo de DNA das 24 linhagens de solo e de duas linhagens-
padréo, utilizando-se da técnica de SAMBROOK et al. (1989), modificada, tendo
estas sido cultivadas em meio contendo apenas antibidtico, observou-se o
aparecimento de plasmidios nas seguintes linhagens: AS20B, AS23, AS29A,
AS40, AS42A e EC206 (Figs. 4 e 5).

DISCUSSAO

Os dados da Tab. 1 mostraram a presenga de varias comunidades
diferentes nos locais de coleta, e uma caracteristica de comunidades
bacterianas que vivem em ambientes degradados ou poluidos é a presenga de
plasmidios conjugativos com largo espectro de hospedeiros, que possibilitam a
transferéncia da informagéo entre diferentes grupos bacterianos (CERVANTES
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et al., 1990; KRUSE e S@RUM, 1994; TOP ef al, 1994). Existe, portanto, a
possibilidade de recombinagdo e alteragcdo desses plasmidios, durante esse
processo de transferéncia da informac&o genetica (COSTA, 1987). Além disso, a
presenca de diferentes grupos de bactérias em um mesmo ambiente permite e
facilita a ocorréncia dos outros mecanismos naturais de recombinagao, tanto a
transformacgéo quanto a transdugdo (TREVORS et al, 1987, MAZODIER e
DAVIES, 1991). Considerando que os determinantes de resisténcia podem
apresentar-se tanto em plasmidios, gquanto no cromossomo ou em transposons
{(existem determinantes onde ocorre uma interacéo entre produtos plasmidianos
e cromossdmicos), a capacidade de transmissdo genética neste ambiente &
muito grande.

FIGURA 2 — Eletroforese em gel de agarose 0,5% na presenga de brometo de etidio
0,5ug/ml. Extragdo de DNA segundo a técnica de SAMBROOK et al. (1989), madificada,
com o crescimento da cultura em meios seletivos. 1) E coli C600 (NB, padréo
cromossémico); 2) E. coli J53 pUR 400 (NB, padrdo plasmidiano); 3) AS44 (MMS-Tris,
Co?*, 1 ON®); 4) AS16A (MM9-Tris, Co™, 2 ON™); 5) AS44 (MM9-Tris, Co*", 2 ON™™); 6)
AS4BA (MM9-Tris, Co®, 2 ON*); 7) AS16A (MM9-Tris, Co*, 1 ON*); 8) AS46A (MM9-Tris,
Co?", 1 ON*); 9) AS16A (NB, Km, 1 ON*); 10) AS44 (NB, Km, 1 ON*); 11) AS46A (NB, Ap,
1 ON*). (* - crescida durante 16 horas; ** - crescida durante 36 horas).
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FIGURA 3 — Eletroforese em gel de agarose 0,5% na presenga de brometo de etidio
0,5pg/ml. Extragdo de DNA segundo SAMBROOK et al. (1989), madificado. 1) E coli C600
(NB, padrao cromossémico); 2) E. coli J53 pUR 400 (NB, padrdo plasmidiano); 3) AS14
(NB, Co®, 1 ON*); 4) AS14 (NB, Tc, 1 ON*); 5) AS18 (NB, Co?*, 1 ON*); 6) AS18 (NB, Tc,
1 ON*); 7) AS18A (NB, Co®, 1 ON*); 8) AS18A (NB, Te, 1 ON*); 9) AS50 (NB, Co™, 1
ON*): 10) AS50 (NB. Ap, 1 ON*). (* - crescida durante 16 horas).

Observou-se um crescimento na faixa testada com Zn# (0,5-2,5 mM) de 18
isolados (22,5%), similar & encontrada na literatura, de 0,5 a 2,5mM (NIES et
al., 1987, 1989; SPRINGAEL et al., 1993; TOP et al, 1994; STOPPEL e
SCHLEGEL, 1995). Nos testes com Co?, foi observado um crescimento de 59
linhagens (71,9%) na faixa testada (0,1-5,0 mM). Essa faixa abrange um
espectro de concentragbes similar ao relatado em grande parte da literatura, que
variam entre 1.0 e 5,0 mM (NIES et al., 1987, 1989; COLLARD et af., 1993,
STOPPEL e SCHLEGEL, 1995), porém inferior a outras, de 0,1 a 20 mM,
segundo MERGEAY et al. (1985) e SPRINGAEL et al. (1993). No caso do Cd*,
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9 isolados (11,1%) apresentaram crescimento na faixa de teste (0,5-3,0 mM),
que & superior a encontrada na literatura (0,1-1,0 mM) (NIES et af., 1987, 1989; -
SPRINGAEL et al., 1993). Nas linhagens testadas em Zn*, Cd* e Co*, foram
consideradas resistentes, 6, 4 e 2 isolados, respectivamente.

No presente trabalho, o nivel de resisténcia ao Co*" foi testado na faixa de
0,1 a 5,0 mM. Entre os considerados resistentes, apenas dois cresceram na
concentracdo 50mM. No caso do Ni*, 4 isolados foram considerados
resistentes e foi observado o crescimento em 25 isolados (30,4%) na faixa
testada (0,1-2,0 mM), abrangendo um espectro maior que o utilizado por NIES et
al. (1987, 1989), COLLARD ef al. (1993) e SPRINGAEL et al. (1993), isto €, 1,0
a 2,0 mM. Porém, trabalhos mais ro =g Ltiizam uma faixa maior, variando de
0,5 a 20 MM (LIESEGANG et al., 1993; STOPPEL e SCHLEGEL, 1995).

1 2.3 4.5 67 9 10
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FIGURA 4 - Eletroforese em gel de agarose 0,5% corado com brometo de etidio 0,5pg/ml.
Extracdo de DNA segundo SAMBROOK et al. (1989), modificado, com o crescimento da
cultura na presenga de antibiéticos. 1) AS5; 2) AS13A; 3) AS14,; 4) AS16; 5) AS18; 6)
AS18A; 7) AS20B; 8) AS23; 9) AS26; 10) AS29A.
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FIGURA 5 — Eletroforese em gel de agarose 0,5% corado com brometo de etidio 0,5ug/ml.
1) E. coli J53 pUR400; 2) AS31; 3) AS40; 4) AS42A; 5) AS43: 6) AS43A; 7) AS46B; 8)
AS47A; 9) AS48; 10) E. coli EC206.

Verificou-se que 11 dos isolados (resistentes) testados apresentaram
crescimento em concentraces de Cu?* relativamente altas (3,0 mM). Neste
trabalho, utilizaram-se concentragbes de Cu? maiores ou iguais as testadas por
outros autores, isto &, 0,1 a 1 mM (SAID e LEWIS, 1991; SPRINGAEL ef al,,
1993 HARWOOD e GORDON, 1994). Observou-se que 79% dos isolados
testados em Cu®, na faixa de concentragdo aqui usada (0,1-3,0 mM),
cresceram, apesar da concentracdo relativamente alta. Esse fato € importante
se comparado aos dados de DIAZ-RAVINA et al. (1994), onde foi observado
50% de sobrevivéncia das linhagens de solo até um limite méximo de
concentracio 30 vezes menor que o utilizado neste trabalho (0,1 pM-0,66 pM).

Com relagdo ao Hg* observou-se crescimento em 21,25% dos isolados
testados na faixa de concentracdo aqui usada (0,25-1,0 mM) e o aparecimento
de um isolado resistente que cresceu nas conceniracbes mais altas,
concentragbes estas maiores que as utilizadas por SPRINGAEL et al. (1993),
que variavam de 0,1 a 0,5 mM. Outros trabalhos utilizam uma faixa maior, isto &,
de 5 uM a 1 mM (SAID e LEWIS, 1991).
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Antes de se partir para a analise do DNA, faz-se necessario que,
primeiramente, se consiga extrair o DNA total com uma certa pureza e
integridade, fatos que, dependendo do método escolhido para analise, podem
ser parametros criticos (LEFF et al., 1995; ZHOU et al., 1996).

Foram testados neste trabalho os métodos indicados por LEMOS (1980),
KADO e LIU (1981), GRIMBERG et al. (1989), SAMBROOK et al. (1989),
modificado, e XIANG et al. (1994), visando tragar o perfil plasmidiano das
linhagens bacterianas que apresentaram crescimento nas concentracdes
testadas de metais pesados. Como os isolados pertenciam a varios géneros de
bactérias diferentes, se tornou dificil estabelecer um Unico método, que fosse
reprodutivel, para extrair o DNA plasmidiano de forma pura, integra e em alta
concentracéo. Os métodos de Xiang, Lemos e de Grimberg, apesar de serem os
métodos mais simples e rapides, ndo serviram para que fossem tracados os
perfis plasmidianos das amostras, provavelmente por serem mais especificos
para plasmidios de baixo peso molecular, embora, paradoxalmente, seja
indicado no trabalho de XIANG et al. (1994) que esse método é o mais indicado
para plasmidios acima de 20Kb. Sabe-se que os plasmidios onde estdo
presentes estes determinantes de resisténcia para metais pesados, geraimente,
variam entre 163Kb, como o pMOL28 (MERGEAY et al., 1985), e 340Kb, como o
pTOMS8 (SCHMIDT e SCHLEGEL, 1994).

Utilizando o método de KADO e LIU (1881), mais indicado para plasmidios
de alto peso molecular, variando de 4 a 538 Kb, obteve-se a visualizacdo de
plasmidios em 4 linhagens, AS14, AS16A, AS20A e AS20B (Fig. 1). Entretanto,
este método mostrou-se inconveniente devido a alta viscosidade que a amostra
apresenta, prejudicando a sua manipulagdo mesmo apods a utilizagao de varios
artificios para diminui-la, como: diluigdes, tratamento das células para
diminuicio da capsula de EPS (polissacaridio extracelular) seguido de
precipitagdes sucessivas e crescimento em meio minimo desbalanceado, para
diminuir a formacdo de EPS. Qutro fator que inviabilizou a utilizacéo deste
método foi a sua baixa reprodutividade para as linhagens aqui utilizadas.

Entretanto, com o método de SAMBROOK et al. (1989) modificado, apesar
de ocorrer o mesmo problema com a reprodutividade, ndo houve problema
algum com relagdo a viscosidade, e assim decidiu-se utilizar este método para
as outras extrages. Neste método, procurou-se analisar a variagdo destes
plasmidios de acordo com o agente seletivo (Figs. 2 e 3), sendo observados
plasmidios diferentes, quando do cultivo dessas linhagens em meio com
antibiético ou metal pesado. Observou-se variagdo do perfil plasmidiano nas
linhagens AS16A, AS44 e AS4BA, AS50. Entretanto, apesar desses resultados,
havia um inconveniente no tocante ao cultivo das linhagens. As linhagens
cultivadas durante a noite na presenca de antibiotico apresentaram crescimento
satisfatorio para se proceder a extragdo de DNA, enquanto que as linhagens
cultivadas na presenca de metal pesado, mesmo apos varios dias de incubagao,
nio apresentaram o crescimento necessario para a obtencdo de DNA
plasmidiano. Por isso, decidiu-se cultivar as células em meio apenas com



Vol 13(1/2), 1999 101

antibiético, nao tendo este o objetivo de selecionar nenhum plasmidio, mas sim
de proteger as linhagens contra o aparecimento de possiveis contaminantes.
Observou-se, entdo, o aparecimento de plasmidios nas seguintes linhagens:
AS20B. AS23, AS29A, AS40 e AS42A (Figs. 4 e 5). A auséncia de plasmidios
em outras linhagens nao significa que eles nao existam, podendo eles estar
abaixo do limite de resolugdo do gel corado com 0,5 pg/ml de brometo de etidio
(50ng de DNA), devido ao pequeno numero de copias que esses plasmidios de
alto peso molecular normalmente apresentam ou devido as dificuldades nas
técnicas de extracdo de DNA, principalmente no passo de lise (SCHMIDT e
SCHLEGEL, 1994).

CONCLUSOES

- E possivel o isolamento de linhagens resistentes a fatores como antibidticos ou metais
pesados de qualquer ambiente, devido a facilidade de transmisséo da informacéo genética
entre comunidades bacterianas que convivam neste mesmo ambiente.

- A fonte de carbono preferencial & a sacarose, na qual cresceram 50 dos isolados
investigados. Tal preferéncia, provavelmente, advém do fato de que, no ambiente de
origem (usina de produgao de alcool e acucar), a fonte de carbono mais abundante é a
sacarose.

_ Dos 82 isolados bacterianos testados, a maior frequéncia de resistentes (11) foi ao Cu*,
com o qual testou-se uma concentragdo 30 vezes maior que a descrita na literatura,
seguida por 6 isolados resistentes ao Zn?', 4 ao Cd?* e Ni?*, 2 ao Co** e 1 ao Hg™".

- Das 24 linhagens de solo que tiveram seu DNA extraido, 11 (AS14, AS16A, AS20A,
AS20B, AS23, AS29A, AS40, AS42A, AS44, AS46A e AS50) apresentaram plasmidio.

- Para as linhagens AS14, AS20A e AS20B, a técnica de KADO e LIU (1981) se mostrou
satisfatoria, enquanto que para as linhagens AS23. AS29A, AS40, AS42A, AS44, AS46A e
AS50, a técnica de SAMBROOCK et af. (1989) modificada apresentou melhores resultados.
Para as linhagens AS16A e AS20B, ambas as técnicas se mostraram satisfatorias.

- O perfil plasmidial dessas linhagens pode ser alterado, pois seus plasmidios pedem ser
selecionados e induzidos por um agente seletivo, seja antibidtico ou metal.
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