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INTRODUCAO

Microorganismos como as bactérias (dominios: Bacteria e Archaea) podem
viver em ambientes oligotroficos, a exemplo de efluentes radioativos de mina
de uranio e suas bacias de drenagem. Dentre os metodos independentes de
cultivo utilizados para verificar a ocorréncia dos dominios Bacteria e Archaea
em amostras ambientais esta o FISH (Hibridizacdo Fluorescente In Situ), que
consiste numa tecnica de identificacao filogenética usada para detectar a
presenca ou auséncia de sequéncias de DNA ou RNA especificas de cada
tipo de organismo estudado [1]. O FISH utiliza-se de sondas, produzidas a
partir de fragmentos isolados de DNA ou RNA, capazes de identificar
sequéncias de oligonucleotideos com alto grau de similaridade, sendo
possivel identificar tipos especificos de microorganismos em uma amostra.

OBJETIVO

Implantacao da técnica independente de cultivo (FISH) para analise dos
grupos Bacteria e Archaea em amostras de efluentes radioativos da Unidade
de Tratamento de Minérios na Cava da Mina (CM), represas Antas (RA) nos
pontos P14, P41 e CAB e Bortolan (RB) em Pocos de Caldas/MG.

METODOLOGIA

Etapas do processo de hibridizacao:

Esquema de Hibridizacao Fluorescente in situ:
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Coletas das amostras
na Cava da Mina e

Represas
TABELA 1. Amostras (RA, RB e CM) de Jan/09 e Jun/09
ﬂ Sonda Hibridizacdo Formamida Lavagem NaCl Referéncias
_ ARC915 45°C/2h 20% 48°C/20min  225mM [3]
QF. Fixag8o das células com |
—0° paraformoaldeido (PFA) EUB338  46°C/1,5h 20% 48°C/15min  225mM [4] [5]
ﬂ TABELA 2. Amostras (RA, RB e CM) de Jan/09 e Jun/09:
Sonda Hibridizacdo Formamida Lavagem NaCl Referéncias
ARC915 -
EUB338 46°C/2,5h 20% 48°C/15min  225mM [1] [6] [7]
Filtracao das amostras ARG 46°C/2,5h 30% 48°C/15min 225mM [1] [6] [7]

em membrana 0,22uL EUB338

com kit Millipore

¢ TABELA 3. Amostras (RA, RB e CM) de 20/Mai/10:

Sonda Hibridizacdo Formamida Lavagem NaCl Referéncias

ARC915 o 0 o :
ﬂ EUB338 46°C/2,5h 20% 48°C/15min 225mM [6] [7]

ARC915
EUB338

‘n/ Hibridizacdo com sondas ésggég 42°C/18h 30% 48°C/15min  225mm [1]
fluorescentes (ARC915/EUB338)

46°C/2,5h 30% 48°C/15min 225mM [6] [7]

ﬂ TABELA 4. Amostras Lago LAPOC de 12/Mai/10:
c"/"(.‘im Incubagao a 46°C em Sonda Hibridizacdo Formamida Lavagem NaCl Referéncias
>4 - camara escura
ARC915 o . .
| EUBssg  46°C/2,5h 20% 48°C/15min 225mM [6] [7]
. : - TABELA 5. Amostras Lago LAPOC de 02/Jun/10:
Analise Microscopica
Sonda Hibridizacao Formamida Lavagem NaCl Referéncias
Células Células .
. EUB 42°C/18h % 48°C/1 225mM 1
Totais Hibridizadas UB338 C/18 30% 8°C/15min 5m [1]
(DAPI) (Rodamina) EUB338  46°C/2,5h 30% 48°C/15min  225mM [6] [7]
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RESULTADOS

Os resultados obtidos utilizando-se a técnica de FISH puderam indicar que
apesar da auséncia de hibridizacao quando utilizadas sondas especificas para
as sequéncias de oligonucleotideos dos Dominios Bacteria e Archaea, havia
células bacterianas nas amostras de agua procedentes dos ambientes
aquaticos RA, RB e CM: comprovado pelo uso do corante Dapi. Sendo assim,
oretende-se dar continuidade nos testes de implantacao da técnica de FISH
para amostras de agua das represas das RA, RB e CM. De acordo com a
iteratura [1], iInumeros fatores podem ter influenciado os resultados obtidos ate
0 presente momento.

Ceélulas bacterianas coradas
com DAPI (azul) em
microscopio de fluorescéncia
na execucao do meétodo de
FISH:

1. Represa das Antas: P14M.

2. Unidade de Tratamento de
Minério: CM.

3. Represa Bortolan: RBF.

4. Lago LAPOC — DAPI.
4.1. Lago LAPOC — Hibridizado
(Rodamina).

5. Lago LAPOC — DAPI.
5.1. Lago LAPOC — Hibridizado
(Rodamina).

CONCLUSOES

O método de FISH empregado nesse estudo nao demonstrou bons
resultados na maioria das amostras, sendo necessarios novos testes, a fim de
padronizar um protocolo de FISH para os ambientes aquaticos estudados.
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