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RESUMO

Devido aos episédios recorrentes envolvendo o derrame dos poluentes em ambientes
aquaticos e terrestres, em especial na regido amazonica, onde o transporte fluvial ainda é bastante
comum, explorar microrganismos com potencial biorremediador é de extrema importancia
cientifica. Diferentes géneros bacterianos tiveram suas respectivas atividades metabdlicas
associadas a degradacdo de hidrocarbonetos derivados do petréleo, principalmente alcanos. O gene
alkB é o responsavel por regular a expressdo da alcano 1-monoxigenase, proteina envolvida na
degradacdo de alcanos por determinadas bactérias. O objetivo do projeto foi avaliar a presenca
deste gene nas cepas de um consoércio bacteriano isolado das dguas do Rio Negro (AM) em uma
localidade afetada por derrame de diesel. Para isso, foram realizados o isolamento e cultivo das
cepas, obtencdo do DNA gendmico, analises gendmicas e ensaios de Biologia Molecular por PCR.
Neste trabalho, obteve-se o isolamento do DNA gendmico das cepas constituintes do consdrcio A3,
a identificacdo das cepas bacterianas pelo método 16S rRNA e o desenho de iniciadores
degenerados para um conjunto de popula¢des bacterianas isoladas do ambiente amazbnico. As
perspectivas deste trabalho sdao obter amplificacdes génicas que apontem a presencga do gene alkB,
corroborando com os ja elucidados por Acinetobacter junii SB132, conhecida na degradacao de
alcanos.
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1. INTRODUCAO

Os alcanos representam uma fracdo consideravel de toda a constituicdo quimica do petréleo,
além de serem isolados e obtidos a partir da exploracdo deste recurso e do gas natural. Em
decorréncia de suas propriedades e de seu alto valor comercial, os alcanos sdo comercializados
como constituintes da maioria dos produtos petroliferos em larga escala, como o querosene,
gasolina e éleo diesel (Liang et al., 2005).

A presenca indevida deste combustivel no ambiente aquatico e terrestre tem representado
uma das principais preocupac¢des ambientais nas ultimas décadas, pois sua presenca no ambiente
pode desencadear alteracOes irreversiveis em comunidades bioldgicas e microbianas. A regido
amazbnica é uma localidade extremamente vulnerdvel a acidentes envolvendo o derrame de
petréleo e diesel por conta das embarcacdes que fazem o transporte ou utilizam ambos os
combustiveis.

Sabe-se que comunidades microbianas desempenham fung¢des importantes em diversos
processos ecossistémicos, incluindo a remedia¢do de ambientes contaminados por petréleo. Duas
principais classes de alcano hidroxilases (AHs) tem suas respectivas atividades enzimdticas
associadas a degradacdo de alcano por bactérias e no processo de recuperagao melhorada do
petréleo, uma delas trata-se da alcano 1-monoxigenase, proteina envolvida na degradacdo de
alcanos por determinadas bactérias e cuja expressdo é regulada pelo gene alkB (Nie et al., 2014;
Souza-Neto, 2019).

O presente projeto se propOs a investigar a presenga do gene alkB em um consoércio
bacteriano isolado da regido amazonica. Para isso, foram realizados ensaios de biologia molecular
por PCR combinado a algumas ferramentas de bioinformdtica para o desenho de primers
degenerados e analise de outros resultados. Os resultados do projeto apresentam, de forma
preliminar, um avango no conhecimento sobre microrganismos com potencial remediador isolados
da Amazonia e podem fornecer subsidios para outros estudos nessa tematica.

2. OBJETIVO GERAL
Avaliar a presenca do gene alkB nas cepas constituintes do consoércio bacteriano A3 isolado
das 4guas do Rio Negro.

3. METODOLOGIA
Reativacao e isolamento das cepas do consércio A3 e A. junii SB132

A reativacdo dos isolados bacterianos foi feita em meio Bushnell-Haas (BH) liquido acrescido
com 1% de dleo diesel, a 30°C e 150 rpm por um periodo overnight. Os pré-indculos (5 mL) foram
preparados em meio BH/diesel (1%) e incubados sobre as mesmas condi¢des de temperatura e rpm
descritas acima por 48 horas para a extracao individual do DNA genémico (gDNA) das cepas do
consércio.
Extracdo e quantificacdo do DNA gendmico das cepas constituintes do consdrcio A3 e A. junii
SB132

O gDNA das células bacterianas foi extraido utilizando o kit Soil DNA Isolation Plus Kit
(TIANGEN), seguindo as especificacbes do fabricante. As amostras purificadas foram submetidas
individualmente a métodos fluorimétricos com auxilio do sistema Qubit® 2.0. Para a leitura, foi
utilizado 2 plL de cada amostra com o gDNA extraido.
Analise por eletroforese em gel de agarose

Nesta etapa, 5 pL de DNA gendmico purificado de cada cepa bacteriana e 5 plL de solugdo de
azul de bromofenol foram analisados em gel de agarose 0,8%. A eletroforese foi estabelecida a uma
voltagem de 70V, por aproximadamente 45 minutos.
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Identificacdo bacteriana das cepas constituintes do consércio A3 por sequenciamento de DNA

Os gDNAs extraidos das cepas do consércio A3 foram amplificados pela técnica de PCR com
os seguintes oligonucleotideos iniciadores (primers), 165400F: 5’-ACTCCTACGGRAGGCAGCAG-3’ e
16S400R: 5'-GGGACTACCAGGGTATCTAAT-3'.

O preparo da reacdo de sequenciamento foi realizado com o kit DYEnamic ET Dye Terminator
(Amershaw Bioscience). A leitura das amostras foi realizada no Sequenciador 3500 Genetic Analyzer,
da Applied Biosystems. Para a analise do sequenciamento e montagem dos contigs, foi utilizado o
programa Electropherogram quality analysis (Embrapa). As sequéncias nucleotidicas foram
submetidas a ferramenta Nucleotide BLAST com acesso ao banco de dados do NCBI. Para a
identificacdo dos isolados, os contigs obtidos foram utilizados para buscar microrganismos com
sequéncias semelhantes no GenBank. A. junii SB132 foi utilizada como controle positivo nesta etapa.
Desenhos dos primers degenerados para amplificagdo do gene alkB

Com base em regides conservadas, foram desenhados dois pares de primers degenerados para
a deteccdo e amplificagdo do gene alkB por PCR. Os primers foram desenhados com base em
sequéncias do gene alkB identificados em microrganismos isolados da regido amazonica e
disponiveis no acervo do Laprot e da Embrapa Amazoénia Ocidental. Cada sequéncia, de forma
individual, foi submetida ao alinhamento no software ClustalW. Para o desenho dos primers
degenerados, foram selecionadas as regides conservadas de cada alinhamento realizado. Os dois
pares de primers degenerados foram nomeados como: Alk2 (baseado na sequéncia de alkB
disponivel no Laprot) e Alk3 (baseado na sequéncia de alkB disponivel no acervo da Embrapa
Amazonia Ocidental).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento das cepas constituintes do consdrcio A3 e A. junii SB132

A partir da reativa¢do e crescimento das cepas do consoércio A3, foram isoladas trés col6nias
bacterianas de aspectos morfoldgicos distintos. As respectivas col6nias foram nomeadas como
A313, A314 e A316 (Tabela 1), e descritas inicialmente por Santos (2021).

Determinados microrganismos constituintes de um consdrcio podem ter a capacidade de
secretar importantes enzimas que degradam hidrocarbonetos, outros podem produzir
biomoléculas, como os biossurfactantes, pois um consércio bacteriano é nutricionalmente mais
versatil quando comparado a uma Unica cepa isolada (Nozari et al., 2018). Em uma populacado
variada de microrganismos, a capacidade enzimatica de diferentes bactérias pode aumentar
progressivamente a taxa e extensao da biodegradacdo do petréleo (Patowary et al., 2016).
Extracdo, quantificacdo e anadlise por eletroforese em gel de agarose 0,8% dos gDNAs.

A andlise eletroforética demonstrou a integridade dos DNA gendmicos extraidos, tendo as
seguintes quantificagcdes por cepa: A. junii SB132 (22.3 ng/uL), A313 (8.5 ng/uL), A314 (14.4 ng/uL)
e A316 (24.9 ng/uL). Para a identificacdo dos isolados, os contigs obtidos neste trabalho foram
utilizados para buscar microrganismos com sequéncias semelhantes no GenBank. A partir do
resultado obtido pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, foram identificadas linhagens bacterianas
a nivel de género (Pseudomonas sp.) e a nivel de espécie (Acinetobacter seifertii e Achromobacter
xylosoxidans) conforme indicado na Figura 1.

Tabela 1: Identificacdo das cepas do consoércio A3 pelo sequenciamento da regido do 16S rRNA.
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Cepa Identificagao Contigs Similaridade
A313 Acinetobacter seifertii 1 99.57%
A314 Achromobacter xylosoxidans 2 98.57%
A316 Pseudomonas sp. 3 100.0%

A. junii SB132 Acinetobacter junii 4 100.0%

Os microrganismos caracterizados neste projeto ja foram apontados como possiveis
candidatos para a biorremediacdo de areas contaminadas por poluentes, sobretudo espécies
pertencentes ao género Acinetobacter. Esse comportamento também ja foi descrito para
Pseudomonas particularmente pela eficdcia em degradar componentes téxicos e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), como o benzeno, tolueno, fenol e o pireno (Mukherjee et al., 2017
Xu et al., 2018). A expressao do gene alkB foi associada a esta capacidade catabdlica apresentada
por Pseudomonas.

A presenca do gene alkB em Achromobacter xylosoxidans foi descrito pela primeira vez por
Tanase et al. (2013) e ainda ha poucos estudos publicados que elucidem a eficacia de biodegradacao
de hidrocarbonetos pelo microrganismo. De modo geral, os dados gen6micos sobre Acinetobacter,
Pseudomonas e Achromobacter estao disponiveis e oferecem informacgdes relevantes que podem
auxiliar na interpretacgao dos resultados obtidos para este projeto.

Primers degenerados e amplificacdo do gene alkB

Os primers desenhados neste trabalho estdao apresentados na Tabela 2. As temperaturas
6timas de anelamento para cada par de iniciadores foram definidas inicialmente através de ensaios
com gradientes de temperaturas de 40 °C a 50 °C. Para os pares de primers Alk2 e Alk3, as
temperaturas de 47,9 °C e 40 °C, respectivamente, demonstraram ser as mais eficientes em
comparacao as demais temperaturas testadas (Figura 2).

Tabela 2: Caracteristicas dos primers de PCR utilizados no estudo.

Identificagdo do Sequéncia (5’» 3’) Temperatura de Tamanho do
primer anelamento produto (pb)
Alk2FW CVCAYGARYTNABYCA 47,9 °C 537
Alk2Rev TGRTSBGARTGVCG 47,9 °C 537
Alk3FW GGSCAYTTCTWCRTSG 40 °C 360
Alk3Rev GGAACAGGTTSSTSAC 40 °C 360
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Figura 2: Gel de agarose 0.8% (m/v) com os produtos do gradiente de temperatura de PCR avaliando o par de
iniciadores Alk2 e B) Alk3. Amostra avaliada: A. junii SB132.
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As cepas do consdrcio A3 ndo apresentaram nenhum produto de amplificacdo na reacao
avaliando o par de primers Alk2 e Alk3. Também foi constatada a auséncia de um produto de
amplificagdo no controle positivo (A. junii), que havia anteriormente funcionado. Os componentes
da reacdo (tampdo, DNA, primers, dNTP, MgCl,, Taq) e demais parametros de termociclagem foram
checados e os ensaios repetidos. Todos sem indicios de degradagdo e/ou contaminagao.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel isolar as cepas do consdrcio A3 e identifica-las
através de ensaios de biologia molecular. Os ensaios de PCR revelaram uma auséncia da amplificacdo
de alkB pelas cepas do consdrcio A3 com o conjunto de primers testados. O redesenho dos
iniciadores encontram-se nas perspectivas deste trabalho, pois eles podem permitir uma deteccdo
deste gene em cepas isoladas da regido amazbnica e confirmar essa propriedade com auxilio de
outras técnicas de biologia molecular e bioinformatica.

REFERENCIAS

Liang, F.; Lu, M.; Keener, T. C.; Liu, Z.; Khang, S. J. The organic composition of diesel particulate matter, diesel fuel and
engine oil of a non-road diesel generator. J. of Environmental Monitoring, v. 7, n. 10, p. 983-87, 2005.

Mukherjee, A. K.; Bhagowati, P.; Biswa, B. B.; Chanda, A.; Kalita, B. A comparative intracellular proteomic profiling of
Pseudomonas aeruginosa strain ASP-53 grown on pyrene or glucose as sole source of carbono and identification of
some key enzymes of pyrene biodegradation pathway. J. Proteomics, v. 167, p. 25-25, 2017.

Nie, Y.; Chi, C. Q.; Fang, H.; Liang, J. L.; Lu, S. L. et al. Diverse alkane hydroxylase genes in microorganism and
environments. Scientific Reports, v. 4, 2014.

Santos, J. F. Sinergismo entre cepas de um consércio bacteriano degradador de diesel isolado do Rio Negro.
Dissertacdo (Doutorado em Biotecnologia) — Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal do
Amazonas, 2021.

Souza Neto, J. N. Caracterizagdo gendmica de Acinetobacter junii SB132 degradadora de diesel e sua interagdo com
substratos hidrofébicos. Dissertacdo (Doutorado em Biotecnologia) — Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia.
Universidade Federal do Amazonas, 2019.

Tanase, A.; lonescu, R.; Chiciudean, |.; Vassu, T.; Stoica, |. Characterization of hydrocarbon-degrading bacterial strains
isolated from oil-polluted soil. International Biodeterioration & Biodegradation, v. 84, p. 150-154, 2013.

Wang, L.; Wang, W.; Lai, Q.; Shao, Z. Gene diversity of CYP153A and alkB alkane hydroxylases in oil-degrading bacteria
isolated from the Atlantic Ocean. Environmental Microbiology, v. 12, n. 5, p. 1230-1242, 2010.

Xu, X.; Liu, W,; Tian, S.; Wang, W.; Qi, Q. et al. Petroleum Hydrocarbon-Degrading Bacteria for the Remediation of Oil
Pollution Under Aerobic Conditions: A Perspective Analysis. Frontiers in Microbiology, v. 9, 2018.

AGRADECIMENTOS
UFAM, ICB, FAPEAM, Laprot e CAM/UFAM.

Q¢& 5
W @cweg > (e

C APES




