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RESUMO

O téxon genérico Burkholderia apresenta grande diversidade metabdlica, possibilitando
que estas proteobactérias vivam numa variedade de habitats, dentre os quais
destacamos o solo, &gua (incluindo &gua do mar), plantas, fungos, animais e até mesmo
seres humanos. Uma das aplicacBes biotecnoldgicas mais marcantes é a capacidade
de promover a biodegradacdo de poluentes. Assim, este estudo visou a identificacdo do
isolado de Burkholderia SMF 090, bem como a avaliagdo do potencial na utilizacdo da
gasolina como fonte de carbono e a identificacdo de vias metabdlicas possivelmente
envolvidas na degradacdo dos componentes da gasolina através da realizacdo de
analises protedmicas. A identificacdo do isolado SMF 090 e andlise da filogenia
molecular foi realizada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. Posteriormente, foram
realizadas anélises de filogenia molecular e reconstrucéo de arvores filogenéticas com
outras bactérias do género. Para a caracterizagdo do perfil de crescimento do isolado
SMF 090 foram realizadas curvas de crescimento em meio nutritivo (TY), meio sem
fonte de carbono (BH), BH suplementado com gasolina comercial e BH suplementado
com D-glicose. O estudo das proteinas diferencialmente expressas ocorreu através de
eletroforese bidimensional, de espectrometria de massa e andlises de bioinfomatica.
Através da analise do 16S rDNA, sugeriu-se que SMF 090 esta relacionada
a Burkholderia sabiae Br3407 e ambos descendem de um ancestral comum recente. A
bactéria estudada foi capaz de crescer em meio mineral contendo gasolina como Unica
fonte de carbono. Foi possivel observar proteinas diferencialmente expressas entre 0s
grupos testados, as quais podem estar associadas ao metabolismo de degradacdo de
hidrocarbonetos. As analises dos géis de 2DE e os dados de espectrometria de massas
permitiram a identificacdo de varias proteinas das vias de catabolismo dos
hidrocarbonetos aromaticos monociclios e policiclicos. Portanto, o estudo apresentou
informacBes relevantes sobre o metabolismo de Burkholdeiras como potenciais

biodegradadoras de gasolina.

Palavras-chave: Burkholderia. Biodegradacdo. Gasolina.



ABSTRACT

The generic taxon Burkholderia presents a high metabolic diversity that allows these
protobacteria live in a wide range of habitats, among these are the soil, water (including
sea water), plants, fungi, animals and even humans. A remarkable biotechnological
application is the capacity to promote the pollutants biodegradation. Thus, this study
aimed the identification of Burkhoderia SMF 090 isolate, as well the evaluation of its
potential on the utilization of gasoline as a carbon source and the identification of
metabolic pathways possibly involved in the degradation of gasoline on its components
through realization of proteomic analysis. The identification of the SMF 090 isolate and
the analysis of molecular phylogeny were carried out by 16S rRNA gene sequencing. In
addition, the molecular phylogeny was analyzed and phylogenetic trees were
reconstructed using other bacteria from the same genus. In order to characterize the
growth pattern of SMF 090, bacterial growth curves were assessed using the media TY
(a nutritive media), BH (a medium without carbon), BH plus commercial gasoline and
BH plus D-glucose. The study of differentially expressed proteins was performed using
bidimensional electrophoresis, mass spectrometry and bioinformatics analysis. After the
16S rRNA analysis was suggested that SMF 090 is related to Burkholderia
sabiae Br3407 and both descended from a recent common ancestral. The strain grown
in mineral media containing gasoline as the unique carbon source. Differentially
expressed proteins were observed between the tested groups and these proteins may be
associated to the metabolic degradation of hydrocarbons. The analysis of data provided
by 2DE electrophoresis and mass spectrometry allowed the identification of various
proteins related to the monocyclic and polycyclic aromatic hydrocarbons catabolism
pathway. Therefore, this study showed relevant results about the growth of

Burkholderia as a potential gasoline biodegradant.

Keywords: Burkholderia. Biodegradation. Gasoline.
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1 INTRODUCAO

A industria petrolifera possui, no Brasil e no mundo, uma marcante importancia
econdmica. Suas atividades tém se intensificado visando acompanhar a crescente
demanda da sociedade. Logo, é previsivel a ocorréncia de acidentes que afetem de
forma direta ou indireta a populacdo e 0 meio ambiente, uma vez que 0 petroleo e seus
derivados contém substancias tdxicas e carcinogénicas.

Um dos derivados de petréleo mais comuns é a gasolina. Esta possui diversas
substancias toxicas, incluindo o benzeno, tolueno, etileno e xileno, coletivamente
denominados de BTEX. Vale salientar que a gasolina comercializada no Brasil, além
dos BTEX, contém etanol, o que a torna mais solivel em &gua, aumentando assim 0s
danos ao ambiente.

A Dbiorremediacdo constitui atualmente uma das melhores estratégias para
recuperacdo de solos e gua contaminados por petroderivados. Portanto, a descoberta de
novos micro-organismos habeis em metabolizar compostos toxicos transformando-os
em inofensivos é cada vez mais indispensavel.

A caracterizacdo dos mecanismos moleculares especificos de biorremediacao
pode se tornar uma poderosa ferramenta no desenvolvimento de produtos
biotecnologicos para biorremediar ambientes contaminados. Assim, o presente trabalho
faz uso de técnicas de protedmica associadas a bioiformatica propde gerar
conhecimento sobre o metabolismo de Burkholderias como potenciais biodegradadoras

de gasolina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Degradacao ambiental e industria petrolifera

Nos dias atuais, vivemos em uma sociedade altamente consumidora e que
depende dos combustiveis fosseis para fornecer os produtos e servicos necessarios a
manutencdo do aparato de facilidades que o nosso cotidiano exige. Segundo Schirmer
(2004) a industria petrolifera constitui a principal fonte energética mundial, assim uma
grande estruturacdo da cadeia produtiva desse setor é exigida para atender toda essa
demanda. Acidentes e vazamentos vém ocorrendo durante a exploragdo, refino,
transporte e armazenamento do petroleo, provocando a contaminacdo de solos e rios,
gerando assim, graves danos ao meio ambiente. Uma das principais preocupacdes € a
contaminacéo de aquiferos que sejam usados como fonte de abastecimento de agua para
consumo humano. Este € um problema que, nos Gltimos anos, vem ganhando grande
importancia no Brasil em funcdo dos diagndsticos crescentes de areas impactadas
(SCHNEIDER, et al., 2003).

Segundo Finotti, Caicedo e Rodriguez (2001), as contaminagdes subterraneas
com petroderivados, em especial gasolina e 6leo diesel, sdo cada vez mais freqlientes
tornando-se um dos maiores problemas ambientais. A contaminacdo de solos com
gasolina, diesel, 6leos em geral e outros produtos de petrdleo através de vazamentos,
derrames e por outras fontes tem se tornado importante foco de pesquisa (ZHOU e
CRAWFORD, 1995

2.1.1 Petroleo

O petréleo é uma mistura complexa de compostos organicos, na maior parte
alcanos e hidrocarbonetos aromaticos, com pequenas quantidades de compostos
contendo oxigénio, nitrogénio e enxofre. Além disso, 0 petroleo apresenta outras
caracteristicas importantes, a saber: oleoso, inflamavel, menos denso que a agua, cor
variando entre negro e castanho escuro e odor caracteristico. A composicdo do petréleo
varia em funcdo da localizacdo geogréfica e das condicdes fisicas, quimicas e bioldgicas
que o originaram (CRAPEZ et al., 2002; VAN HAMME et al., 2003).
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O petroleo é a principal fonte de energia do mundo moderno, fornecendo
diversos produtos, tais como: gasolina, diesel, querosene, 6leo combustivel, lubrificante,
parafina, diversos tipos de gases e etc. (FINOTTI; CAICEDO; RODRIGUEZ, 2001;
RANGEL, 2010).

2.1.2 Gasolina

A gasolina é constituida de uma mistura de hidrocarbonetos volateis, cujos
componentes sdo cadeias ramificadas de alcanos, alcenos, cicloalcanos e compostos
aromaticos monociclicos ou policiclicos (ANDRADE, 2008). A composicao especifica
da gasolina esta relacionada ao petréleo do qual foi originada, com o processamento
utilizado para o seu refinamento e com a existéncia ou ndo de aditivos (PENNER,
2000).

Os alcanos, cuja formula quimica € CnHn+2), sdo hidrocarbonetos alifaticos
saturados, ou seja, possuem cadeias carbdnicas aciclicas, lineares ou ramificadas, e
ligacGes simples entre os atomos de carbono. Os alcenos (C,H2n), sdo hidrocarbonetos
alifaticos insaturados, por apresentarem alguma ligacdo dupla entre os atomos de
carbono.

Os cicloalcanos (ChH2n), s@o hidrocarbonetos ciclicos saturados, caracterizados
por cadeias carbonicas fechadas com ligacdes simples entre os d&tomos de carbono. Os
aromaticos sdo hidrocarbonetos caracterizados pela presenca de anéis benzénico, ou
seja, possuem cadeia fechada formada por seis atomos de carbono com alternéncia de
ligacGes simples e duplas.

Os compostos aromaticos com dois ou mais anéis benzénicos sdo chamados de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS). Devido a possibilidade da fusdo de um
namero variavel de anéis e das varias posicdes em que estes anéis podem se ligar entre
si, ha atualmente mais de 100 HAPs reconhecidos pela IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry). Contudo, somente 16 HAPs sdo considerados em funcao
de sua importancia industrial, ambiental e toxicologica. Sdo eles: acenaftaleno,
acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)pireleno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno,
fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, naftaleno e pireno (POTIN et al., 2004).

A maior fonte de contaminacdo de HPAs no ambiente é devido aos afloramentos de
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petréleo, a combustdo de automoveis e aos acidentes ambientais envolvendo petréleo e
petroderivados (BIAZATI, 2009).

Dentre os aromaticos com baixo peso molecular, destacam-se os compostos com
apenas um anel, a saber: benzeno, tolueno, etilbenzeno e os xilenos (orto, meta e para),
apresentados na figura 1, coletivamente chamados de BTEX (SANCHES, 2009), os
quais representam os compostos mais sollveis e mais mdéveis encontrados na gasolina
(POULSEN etal., 1992).

Figura 1 — Estrutura quimica dos compostos BTEX

Benzeno Tolueno  Etilbenzeno o-Xileno m-Xileno p-Xileno

CH3 CH:CH3 CHa H, CH
CHa
@ CHs
CHs

Fonte: Trigueiros, 2008

Os BTEX sdo os hidrocarbonetos mais abundantes da gasolina, podendo
representar uma parcela de 18% a 25% em massa (ANP, 2006 apud TRIGUEIROS,
2008; ANDRADE, 2008). As porcentagens dos compostos BTEX na gasolina sdo

apresentadas na Figura 2.

Figura 2 — Porcentagem em massa dos compostos da fracdo monoaromatica da gasolina.

p-Xileno 9% Benzeno 11%

Tolueno 26%

m=Xileno 31%
Etilbenzeno 11%

o-Xileno 12%

Fonte: ANP, 2006 apud TRIGUEIROS, 2008

O vazamento em tanques de combustiveis representa uma das maiores fontes de

contaminacgdo de gasolina. Nos EUA é estimado que mais de 10% dos 3,5 milhGes de
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tanques de armazenamento de derivados de petrdleo estejam vazando. No Brasil, a
maioria dos tanques de armazenamento de combustivel foi construida nos anos 70. A
vida util desses tanques de armazenamento é estimada em 25 anos, assim nos anos 90
cresceu a preocupacdo com relagdo aos vazamentos e 0s riscos envolvidos na
contaminacdo de solos e aguas subterraneas (CUNHA et al., 2008). Os vazamentos ndo
apenas contaminam os ecossistemas dos solos, mas sdo também, em longo prazo, uma
potencial fonte de contaminacdo para os aquiferos (ZHOU e CRAWFORD, 1995). A
maioria dos tanques de armazenamento estdo situados no subsolo, fato que dificulta o
monitoramento e controle de vazamentos, 0s quais quando ocorridos exigem estratégias
imediatas para impedir possivel contaminacdo do solo e 4guas subterraneas.

Segundo Tiburtius e colaboradores (2004), a presenga dos hidrocarbonetos
aromaticos no ambiente é um perigo para a salude publica bem como para 0s
ecossistemas, levando em conta sua toxicidade e capacidade de bioacumular ao longo
da cadeia alimentar.

De acordo com Mariano (2006) e com a Resolucdo Conama 396/2008, o
benzeno é considerado o mais téxico dentre os BTEX, o qual possui a maior
solubilidade em agua dentre os constituintes da gasolina, portanto, € 0 composto com
maior potencial de poluir o lengol freatico (CORSEUIL, 1992). Normas do Ministério
da salde estabelecem o padrdo de potabilidade benzeno em 10 pg/L.

Particularmente no Brasil, os efeitos ao meio-ambiente sdo potencializados pelas
caracteristicas intrinsecas da gasolina nacional. A gasolina comercializada no Brasil é
misturada com aproximadamente 22-24% de etanol (CUNHA e LEITE, 2000;
CORDAZZO et al., 2000; POWERS et al., 2001) que visa elevar o indice de octanagem
da gasolina automotiva e reduzir a poluicdo atmosférica. Vale salientar que este
procedimento provoca consequéncias importantes em termos de toxicidade, aumentando
a persisténcia e alterando o padrdo de deslocamento deste composto no solo
(CORSEUIL e FERNANDES, 1999; ANDRADE, 2008), uma vez que a gasolina tem
seu comportamento determinado através de suas caracteristicas fisico-quimicas e da
interacdo destes com o ambiente.

Os frequentes vazamentos de petroleo e seus derivados vém motivando o
desenvolvimento de novas técnicas que objetivam, principalmente, a descontaminacao
desses ambientes. Portanto, diversas técnicas estdo sendo desenvolvidas para a remogéo
ou a degradacdo in situ ou ex situ de petroleo derramado e para a reducao de seus efeitos
sobre os ecossistemas (ANDRADE et al., 2010).
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Diversos processos fisico-quimicos e biologicos tém sido utilizados na remocéo
de hidrocarbonetos de petréleo puros e dissolvidos na agua subterranea, tais como:
extracdo de vapores do solo (SVE), adsorcéo em carvéo ativado, recuperagédo de produto
livre, bioventilacdo, torres de aeragdo, extragdo com solventes, incineracao,
biorreatores, biorremediacdo no local, dentre outros (CORSEUIL e MARINS, 1997).
Apbs um vazamento, o destino destes compostos ira depender da interacdo entre varios
fatores, inclusive, podendo se destacar a degradacdo do poluente pelos seres vivos do
ambiente, em especial a microbiota (CRAPEZ et al., 2002).

2.2 Biorremediacéo

O termo biorremediacdo pode ser definido como um processo que utiliza
organismos Vvivos, ou parte deles, na aceleracdo da transformacgdo dos poluentes em
produtos menos toxicos atraves de reagdes bioquimicas. Diaz (2004) e Yakubu (2007),
afirmam que varios estudos tém indicado a biorremediacdo como alternativa segura e
eficaz na remocdo de petroleo do ambiente, tendo em vista que grande parte dos
componentes do petroleo é biodegradavel. A escolha pela biorremediacdo leva em
consideracdo o conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas do contaminante,
volume vazado, tempo de vazamento, caracterizacdo geologica e hidrologica do local
contaminado, analise do meio fisico superficial e subterraneo e ainda a extensdo da
pluma contaminante (SPILBORGHS, 1997). A biorremediacdo é uma opgao atraente na
degradacdo de petroleo. Por ser um método natural, atrai vantagens sobre outros
métodos a guisa de exemplo: incineracdo, oxidacdo quimica in-situ, atenuacao natural
monitorada, extracdo de vapores no solo entre outros. A biorremediacdo gera como
produtos finais agua e gas carbbnico, que ndo apresentam toxicidade e podem ser
incorporados ao ambiente sem prejuizo aos organismos vivos. Diante das técnicas
desenvolvidas, a “biorremedia¢do” vem se firmando como uma estratégia viavel e
promissora para o tratamento de solos contaminados por petréleo e seus derivados
(BENTO et al., 2003; DUA et al., 2002; RAHMAN et al., 2002).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos é essencialmente uma reacdo de oxi-
reducdo onde o hidrocarboneto é oxidado e um aceptor de elétrons é reduzido. De
acordo com Boopathy (2000) e Mandri e Lin (2007), a biorremediacdo por micro-

organismos utiliza tanto o metabolismo aerébio quanto o anaerdbio. Segundo Ghiorse e
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Wilson (1991), bactérias, fungos, algas e protozoarios geralmente formam populagdes
de micro-organismos nas condigdes subsuperficiais.

Chapelle (1993) afirma que na zona saturada, as bactérias variam de acordo com
as condicbes geoquimicas e hidrogeolégicas do aquifero, com predomindncia das
bactérias aerdbias. Mariano (2006) relata que a estrutura quimica dos poluentes
organicos tem grande importancia na capacidade dos micro-organismos metabolizarem
estas moléculas, principalmente em relacdo as taxas e extensdo da biodegradacédo. Ele
ainda afirma que alguns compostos organicos sao biodegradados rapidamente, enquanto
outros n3o, sendo assim recalcitrantes. Alcoois e hidrocarbonetos de baixo a médio peso
molecular sdo exemplos de compostos facilmente biodegradaveis bem diferentes dos
compostos xenobioticos que apresentam resisténcia a biodegradacao.

A biorremediacdo pode ser aplicada tanto in sito quanto ex situ, como citado
anteriormente. No primeiro, os procedimentos de biorremediagédo sao aplicados no local
poluido, sem a necessidade de remocdo do substrato contaminado. No segundo, o
substrato precisa ser removido, e a biorremediacédo realizada fora do local contaminado
(BOOPATHY, 2000; RAMSAY et al., 2000). Existem vérias técnicas de
biorremediacdo adequadas para tratamento de solos contaminados, como
bioaumentacdo, bioestimulacdo, biorremediacdo intrinseca, sistema de landfarming,
bioventilacdo e compostagem. Para o tratamento de liquidos ou suspensdes pode-se
utilizar biorreatores, biofiltros (para poluentes volateis), pump and treat e
biossurfactantes (WETLER-TONINI1, 2010). Segundo Boopathy (2000), a técnica de
biorremediacgéo escolhida deve alcancar limpeza necesséaria do local poluido, apresentar
niveis aceitaveis de contaminantes apds a biorremediacdo, apresentar um custo
beneficio positivo em relacdo as demais técnicas de remediacdo, obter resultados
conhecidos pela populacéo e capacidade de cumprir as limitacdes de tempo e espaco.

Muitos micro-organismos transformam hidrocarbonetos em intermediarios
comuns do seu catabolismo, através de vias bioquimicas complexas, gerando assim,
fontes de carbono e energia para seu metabolismo e conseqiiente crescimento (DIAZ,
2004; JACQUES et al., 2007; MANDRI e LIN, 2007; SEO et al., 2009).

Segundo Rosato (1997), diversos géneros microbianos, principalmente bacteérias,
fungos e leveduras possuem a habilidade de degradar hidrocarbonetos do petroleo,
entretanto, cianobactérias, algas e mesmo protozoarios também possuem essa
habilidade.
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2.3 Bactérias envolvidas na degradacao do petroleo

De acordo com Jacques e colaboradores (2007), bactérias degradadoras de
compostos de petroleo sdo isoladas desde a década de 50. Os principais tadxons
genéricos relacionados ao catabolismo de petroderivados sdo Acidovorans,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijemickia,
Burkholderia, Nocardia, Paracoccus, Pasteurella, Bacillus, Comomonas,
Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia, Microbacterium,
Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, Polaromonas, Pseudomonas,
Ralstonia, Rhodococcus, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces e Vibrio
(CRAPEZ et al., 2002; JACQUES et al., 2007; MANDRI e LIN, 2007; SEO et al.,
2009).

Crapez e colaboradores (2002) explicam que a formacdo de consércios, com
bactérias de diferentes géneros e espécies, onde cada uma é especializada na degradacéo
de uma ou mais fragcdes do poluente, ocorre por causa da complexidade dos processos
metabolicos necessarios a degradacdo dos hidrocarbonetos. Assim, a descoberta de
novas bacterias com potencial de degradacdo de compostos toxicos é importante para o
aumento do poder de eficiéncia da biorremediacao.

Segundo Coenye e Vandamme (2003) e Qingyan e colaboradores (2008), as
bactérias dos géneros: Pseudomonas, Nocardia, Arthrobacter e Burkholderia destacam-
se no metabolismo de poluentes quimicos. No tocante ao género Burkholderia, estudos
tem se destacado em biorremediacéo e biodegradacdo de gasolina (CUNHA e LEITE,
2000).

2.4 Género Burkholderia

2.4.1 Descricéo

O género Burkholderia pertence ao grupo das [3-proteobactérias e foi proposto
por Yabuuchi e colaboradores (1992) atraves de taxonomia polifasica, para acomodar as
sete espécies de bactérias que antes eram classificadas como "grupo Il de homologia do
rRNA" do género Pseudomonas, a saber: Burkholderia cepacia (PALLERONI e
HOLMES, 1981), B. caryophylli (BURKHOLDER, 1942), B. gladioli (SEVERINI,
1913), B. mallei (ZOPF, 1885), B. pseudomallei (WHITMORE, 1913), B. pickettii
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(RALSTON et al., 1973) e B. solanacearum (SMITH, 1896). B. pickettii e B.
solanacearum foram, posteriormente, transferidas para o0 género Ralstonia
(YABUUCHI et al., 1995).

O género Burkholderia é constituido por bacilos gram-negativos, aerdbios, ndo
formadores de esporos e pertencente ao filo das proteobactérias e classe das f-
proteobactérias. De acordo com Fuzari Junior (2008) bactérias do género Burkholderia
armazenam polihidroxibutirato (PHB) como reserva energética a partir de fontes de
carbono. Até 2009, de acordo com Magnani (2009), diversas espécies de Burkholderia
haviam sido descritas de maneira que existiam cerca de 60 espécies conhecidas. As
espécies de Burkholderia podem ser encontradas nos mais diversos ambientes,
ocorrendo comumente no solo e rizosfera, dgua (incluindo agua do mar), plantas,
fungos, animais e atée mesmo seres humanos (COENYE, 2003; VANDAMME, 2003).
Segundo Sousa e colaboradores (2011) essa diversidade de habitats pode ser explicada

pela extraordinaria versatilidade metabdlica que essas bactérias possuem.

O nome deste género é uma referéncia a Walter H. Burkholder da Cornell
University, pesquisador que primeiro observou a especie tipo (descrita como
Pseudomonas cepacia) como patdgeno causador da podriddo mole da cebola (Allium
cepa L.), conforme foi observado no Estado de Nova York nos Estados Unidos em 1940
(BURKHOLDER, 1950; COMPANT et al., 2008). Contudo em 1942 este pesquisador
ja havia descrito uma das primeiras Burkholderia sp, Phytomonas caryophylli, a qual foi
posteriormente chamada de Pseudomonas caryophylli e agora Burkholderia caryophylli
(COMPANT et al., 2008).

A partir dos anos 90, com a evolucdo da biotecnologia, disponibilidade de
maquinas seqlenciadoras de DNA e com a evolugdo da bioinformatica, a taxonomia de
bactérias passou por uma grande revolucdo. A capacidade de estudar o genoma,
conjunto total de genes de um individuo, através de ferramentas de biologia molecular
permitiu identificar e caracterizar a nivel molecular novas espécies. O género
Burkholderia foi descrito por Yabuuchi e colaboradores (1992) através da analise do
sequenciamento do gene 16S [rRNA. O desenvolvimento dos métodos de
sequenciamento de DNA, possibilitou o acimulo de sequencias do gene 16S rRNA em
bancos de dados publicos como Genbank (Centro Nacional para Informacao

Biotecnoldgica, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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A comparacdo de seqiiéncias da regido codificadora do gene 16S rRNA é
uma forma eficaz de inferir a filogenia das bactérias do género Burkholderia, visto que
esse gene é bastante conservado entre as bactérias. Contudo, o gene 16S rRNA é
suficientemente variavel e com uma quantidade de informacbes capaz de revelar,
claramente as relacdes filogenéticas entre as espécies (WOESE, 1987). A classificacdo
de bactérias é importante para que novas espécies sejam identificadas e que as antigas

sejam revistas.

Segundo Magnani (2009) muitas espécies pertencentes ao género Burkholderia
tém capacidade de produzir compostos com atividade antimicrobiana, sdo agentes de
biocontrole, produtores de plasticos biodegradaveis e biorremediadores. Além de
realizarem a fixacdo bioldgica de nitrogénio em associa¢cdo com leguminosas. Algumas

espécies podem desenvolver simbiose com fungos e formarem biofilme.

Neste contexto, espécies do género Burkholderia tém despertado grande
interesse em estudos de biodegradacdo de poluentes, conforme demonstrado na tabela 1
(URBANCE et al., 2003).

Tabela 1 - Poluentes conhecidos por serem degradados por espécies de Burkholderia.
(Modificado de Urbance et al., 2003).

Burkholderia Poluentes degradaveis

Burkholderia  vietnamiensis G4 Benzeno, o-cresol, m-cresol, p-cresol, fenol,

(ATCC 53617 ou R1808) tolueno, TCE, naftaleno, cloroformio; US
patents 4925802 e 5543317,
http://genome.ornl.gov/microbial/bcep 1808/

Burkholderia kururiensis KP23 'TCE
(JCM 10599)

Burkholderia xenovorans LB400 Bifenil, ’PCBs;
(LMG 21463) http://genome.ornl.gov/microbial/bfun/
Burkholderia phenoliruptrix °2,4,5-T, 2,3,4,6-tetraclorofenol,

AC1100 (LMG 22037) pentaclorofenol
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Burkholderia sp. JS150 TCE, benzeno, fenol, toluene, clorobenzeno,
naftaleno

Burkholderia sp. CRE-7 e RP007 ~ “PAHs

Burkholderia sp. CSV90, °2,4-D

EML1549, K712, RASC, TFD2 e

TFD6

Burkholderia sp. strain CBS3 4-Clorobenzoato, 2-nitrobenzoato, 3-
nitrobenzoato, 4-nitrobenzoato, 3-

nitroclorobenzeno, 2-nitrofenol, 3-nitrofenol,

2,4,6 trinitrotolueno
Burkholderia sp. strain 8 Benzoato, 4-fluorobenzoato, 4-hidroxibenzoato

Burkholderia sp. strain KZ2 2-Clorobenzoato, 4-clorobenzoato, 2,4-

) ) diclorobenzoato
Burkholderia sp. strain NF100

Fenitrotiona

Fonte: adaptado a partir de O’SULLIVAN & MAHENTHIRALINGAM, 2005). ‘TCE:
tricloroetileno; *PCBs: bifenilos policlorados; %2,4,5-T: 2,4,5-triclorofenoxiacético;
*PAHSs: Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos; °2,4-D: 2,4-diclorofenoxiacetico. As
informac0es relativas das cepas de Burkholderia pode ser obtida a partir do banco de

dados: Biodegradative Strain Database (http://bsd.cme.msu.edu/bsd/ index.html).
2.4.2 Metabolismo de degradacéo

As rotas catabolicas bacterianas dos compostos BTEX e de outros compostos
aromaticos podem ser divididas em duas principais categorias, a saber: rotas
metabolicas periféricas e centrais. As rotas periféricas transformam um composto
original em um composto comum a muitas rotas metabolicas. Estes compostos comuns
sdo chamados de metabdlitos centrais e sdo metabolizados por enzimas de rotas
metabolicas centrais, sendo utilizado como subproduto de crescimento, resultando em
intermediarios durante a reacdo (TRIGUEIROS, 2008).
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Durante a degradacdo dos compostos aromaticos as enzimas oxigenase
promovem a introducdo do oxigénio na molécula de hidrocarboneto. Assim, 0s
compostos aromaticos sdo convertidos em dihidroxi-aromaticos. O catecol é um
exemplo de dihidroxi-aromatico, este alias, é o intermediario mais comumente formado
durante a degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos, e pode ser completamente
degradado pela clivagem do anel aromatico, por meio da via meta ou via orto
(FARRELL E QUILTY, 1999). A via orto, mostrada na figura 3, diz respeito a quebra
de ligacdo entre os atomos de carbono ligados aos grupos hidroxila do catecol, através
da enzima catecol-1,2-dioxigenase, levando a formacéo de cis-muconato, e subsequente
acetil-CoA e succinato. Os catecdis clivados pela via meta (figura 4), sofrem a quebra
de ligacdo entre o 4&tomo de carbono adjacente ao grupo hidroxila, por meio da enzima
catecol-2,3-dioxigenase (HENDRICKX et al., 2006), formando semialdeido 2-
hidroximucénico e, posteriormente, piruvato e acetaldeido. Desta forma, podemos
perceber que tanto via orto quanto a via meta geram produtos que inserem-se no ciclo
do acidos citrico podendo serem utilizados na producdo de energia e/ou biossintese de
Ccompostos organicos.

Shields e colaboradores (1995) sugeriram que a Burkholderia cepacia G4 possui
a via orto para degradacdo de compostos aromaticos. Eles demonstraram que os dois
primeiros genes (tomA e tomB) envolvidos na degradacdo do tolueno, estdo localizados
no maior dos dois plasmideos (pTOM) presentes na bactéria. Os genes tomA e tomB
codificam as enzimas tolueno monoxigenase e catecol-2,3-dioxigenase,

respectivamente.

Figura 3 — Esquema da clivagem do catecol via orto.

acetil-CoA succinato
COOH COOH CO-SCoA —> O _ .
Q COOH %CCOOH __COOH H2|C COO"
CH;C 5CoA H,C—CO0"
catecol  4cido cis-cis-muconico [-cetoadipato B-cetoadipil-CoA

Fonte: Trigueiros, 2008
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Figura 4 — Esquema da clivagem do catecol via meta.

acetaldeido piruvato

0
OH |COOH CHz COOH CH
2
L
OH OH ZoH ; o CHsCH CHiCCOO®

catecol semialdeido

- - - 2-oxo-4-pentencato  4-hidroxi-2-oxavalerante
2-hidroximucénico

Fonte: Trigueiros, 2008

A rota metabolica primaria TOM pode ser utilizada para degradacdo de
compostos BTEX (ZYLSTRA, 1994 apud BIELEFELDT e STENSEL, 1999), por uma
variedade de bactérias aerdbicas.

A rota metabdlica TOM presente em Burkholderia cepacia G4 (NEWMAN e
WACKETT, 1995) e Burkholderia cepacia MB2 (JORGENSEN et al. 1995)
respectivamente, pode ser utilizada para degradacdo de no minimo trés dos compostos
BTEX (ZYLSTRA, 1994 apud BIELEFELDT e STENSEL, 1999).

Diferente das enzimas constitutivas, aquelas que atuam nas rotas metabolicas
centrais e sdo produzidas independentemente das condi¢cdes ambientais, as enzimas
degradativas sdo induzidas. De acordo com a teoria operon lac de Jacob-Monode (1961)
a inducdo destas enzimas envolve a ativacdo de regides especificas do genoma
bacteriano. As enzimas gue iniciam a utilizacdo dos compostos BTEX sdo normalmente
induziveis. Para compreender os processos dindmicos que ocorrem dentro das células, o
estudo das proteinas € muito importante. Assim, o estudo da expressao protéica de
bactérias na presenca de compostos BTEX bem como dos demais componentes da
gasolina comercializada no Brasil, através de técnicas de protebmica como a
eletroforese bidimensional (2D), a espectrometria de massa e ferramentas de
bioinformatica, pode oferecer evidéncias diretas dos tipos de processos microbioldgicos

atuantes na remocao dos contaminantes.
2.5 Protedmica
A protedmica € uma nova tecnologia e campo de estudo pds-genémico, que se

propde a analisar de forma global o conjunto de proteinas expressas numa célula ou

tecido, isto é, o proteoma.
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O proteoma é o conjunto de todas as proteinas presentes em um material
biol6gico e que, ao contrario do genoma, estd em continua mudanga em resposta aos
estimulos internos e externos (WILKINS, 1995; PATERSON e AEBERSOLD, 2003).
A protedmica, o estudo do proteoma, é uma area recente tendo surgido em meados dos
anos 90. Contudo, algumas das principais técnicas ja eram bastante difundidas. A
eletroforese bidimensional, por exemplo, teve inicio nos anos 70 (O'FARREL, 1975), e
0 primeiro espectrometro de massa data de 1918. No entanto, a invencdo das fontes de
ionizacdo MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) e ESI (EletroSpray
lonization) nos anos 80 possibilitou com que as proteinas pudessem ser levadas a fase
gasosa sem a necessidade de altas temperaturas. De uma maneira geral, véarias areas da
pesquisa convergiram para tornar possivel o estudo de proteinas em larga escala.

Em gendmica, o problema de medir a expressdo de genes tem sido resolvido
pela introducdo de métodos como a PCR, hibridizagdo e microarranjos. Infelizmente,
ndo h& nenhum analogo disponivel para estudos envolvendo proteinas. Uma pequena
quantidade de polipeptideo deve ser detectada em pequenas quantidades sem nenhum
tipo de amplificagdo ou hibridizagdo (LIEBLER, 2002). Sendo assim, a analise do
proteoma requer uma série de metodologias para que esse estudo se torne possivel.
Entre as ferramentas para protebmica destacam-se a eletroforese bidimensional, a
espectrometria de massa e ferramentas de bioinformatica que, além de analisarem os
dados, criam e gerenciam banco de dados.

Durante a ultima década, a protedmica foi extensivamente aplicada a area da
microbiologia. O répido progresso nesse campo se deu primariamente pela
disponibilidade de sequéncias genémicas de diversos organismos, e pelos avancgos nas
ciéncias de separacdo de proteinas e MS.

A protebmica, vista como analise em larga escala da expressdo de proteinas, é
considerada uma das areas centrais da genémica funcional. Os avancos técnicos que
permitem resolver e identificar centenas ou milhares de proteinas a partir de extratos
protéicos complexos, através de tecnologia protedmica possibilitam a aquisicdo em
larga escala de informacGes a cerca do repertorio de proteinas envolvidas com diferentes
situacbes metabdlicas e fisiolégicas de um dado organismo, além de detectar
modificacdes pos-traducionais (ANDERSON e SEILHAMER, 1997).

Em bactérias, de acordo com Cash (1998), a expressao de proteinas relacionadas
a vias catabolicas € dependente de substratos disponiveis no ambiente. Assim, a 2D

pode ser utilizada para detectar o nivel de expressdo de enzimas envolvidas em
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determinadas vias metabdlicas em resposta a diferentes fontes de carbono. Esta técnica
pode gerar resultados satisfatérios no estudo de protedmica funcional mediante
alteracbes ambientais, tanto em organismos multicelulares quanto micro-organismos
(GODOVAC-ZIMMERMANN e BROWN, 2001). A 2D pode ser utilizada para avaliar
o nivel de expressao de enzimas envolvidas em especificas vias metabdlicas em resposta
a determinadas fontes de carbono. Portanto, a analise por espectrometria de massa em
tandem (MS/MS) em paralelo com a 2D desempenha um papel vital na caracterizagéo
de proteinas e peptideos (CLAUSER; BAKER; BURLINGAME, 1999; ENG;
MCCORMACK; YATES, 1994 e PERKINS, 1999).

Bactérias envolvidas na biodegradacdo e biorremediacdo, tiveram enzimas
responsaveis pela degradacdo de poluentes ambientais identificados com sucesso
usando estas tecnologias. A guisa de exemplo, a analise protedmica de Burkholderia
cepacia MBA4 na degradacdo de monocloroacetato por Kwok et al. (2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivos gerais a identificacdo por taxonomia
molecular da cepa SMF 090, avaliar a capacidade de SMF 090 de tolerar e crescer na
presenca de gasolina e analisar as possiveis rotas de metabolizagdo dos componentes da

gasolina comercial.

3.2 Objetivos especificos

— Identificar o isolado SMF 090 por taxonomia molecular utilizando o gene 16S
rRNA;

— Caracterizar os perfis de crescimento do isolado SMF 090 em meio de cultura
padréo (TY) e em TY suplementado com gasolina;

— Caracterizar os perfis de crescimento do isolado SMF 090 em meio escasso de
fonte de carbono (Bushell hass, BH), em meio BH enriquecido de glicose e meio
BH suplementado de gasolina;

— Obter perfis de géis bidimensionais de bactérias crescidas na presenca e auséncia
de gasolina comercial,

— ldentificar as proteinas diferencialmente expressas de bactérias crescidas na
presenca de gasolina por espectrometria de massa;

— ldentificar proteinas de vias metabdlicas de degradacdo dos compostos

aromaticos da gasolina.



29

4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

IDENTIFICACAO DO ISOLADO SMF 090

| Isolado SMF 090 do género Burkholderia |

| Extragdo de DNA |

| Amplificagdo do gene 16S TRNA |

| Sequénciamento do gene 16S IRNA |

| Filogeniamolecular |
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Curva de crescimento SMF 090 Curva de crescimento SMF 090
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TOLERANICA A AGENTES XENOBIOTICOS

Crescimento de SMF 090 em meio TY

Crescimento SMF 090 em meio Crescimento SMF 090 em meio
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Extracgio de proteinas intracelulares

2DPAGE
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Bioinformatica
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Identificacéo do isolado SMF090 e andlise de filogenia molecular

5.1.1 Bacteria empregada e condigdes de cultivo

Neste trabalho foi utilizado o isolado identificado como SMF 090, oriundo da
colecdo de beta-rizobios do género Burkholderia do Dr. Sérgio Miana de Faria
(pesquisador da Embrapa Agrobiologia, Rio de Janeiro, Brasil) isoladas de leguminosas
do género Mimosa.

O isolado foi recuperado de uma ampola contendo esta bactéria e crescida em
meio TY (Triptone-Yeast Medium) liquido (BERINGER, 1974) na temperatura de 28
°C (TOLEDO et al., 2009). Estoques foram feitos em meio TY e armazenadas a -80 °C
(em glicerol 20%).

5.1.2 Extracéo e purificacdo do acido desoxirribonucléico (DNA)

O isolado SMF 090 foi cultivado em meio TY, com incubacéo a 28 °C por 48
horas. Da suspensdo bacteriana, 2 mL foram recolhidos e centrifugadas a 6000 x g por
10 minutos a 4 °C. O precipitado foi lavado com solucdo salina (NaCl 0,85%).
Descartado o sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido em 400 pL de TE 50/20 (50
mM Tris, pH 7,5; 10 mM NaCl e 10 mM EDTA, pH 8,0), sendo a amostra incubada a
60 °C por 1 hora. Foram adicionados 60 pL de SDS (10%), seguido de incubacéo a 60
°C por 30 minutos. Foi acrescentado 1 volume de cloroféormio:alcool isoamil (24:1) e
misturado por inversdo dos tubos, seguido por uma centrifugacdo de 15 minutos a 2500
X g a4 °C. A fase aquosa foi coletada e adicionou-se 700 mM de NaCl e incubagcéo a 40
°C por 30 minutos. A amostra foi centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C e
recolhido o sobrenadante. Foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto frio, e em
seguida, incubada a -20 °C overnight. Apds centrifugacédo a 15.000 x g por 15 minutos a
4 °C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1ml de etanol 70%. A
seguir o DNA foi ressuspendido em 100 pL de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8,0). A concentracdo e a pureza da amostra foi estimada por espectrofotometria, com

leituras das absorbancias a 260 nm e 280 nm. A qualidade da amostra foi verificada por
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eletroforese em gel de agarose a 0,8 %. A amostra foi preservada a —20 °C para a reagédo
de amplificacdo do gene 16S rRNA por PCR (Polymerase Chain Reaction).

5.1.3 Amplificacdo do gene 16S rRNA

Para amplificagdo do DNA ribossomal utilizou-se os iniciadores: fD1: 5’-CCG
AAT TCG TCG ACA ACA GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3’ e rD1: 5°- CCC
GGG ATC CAA GCT TAA GGA GGT GAT CCA GC-3’ (WEISBURG et al., 1991).
Para a PCR utilizou-se uma mistura com volume final de 40 pL, constituida por 300 ng
de DNA molde, 0,2 mM de cada dNTP; 0,5 uM de cada iniciador; 1,5 mM de MgCly;
0,2 U de Taq DNA polimerase, sendo a mistura de reacdo diluida com agua destilada
esterilizada para PCR (Milli-Q) em tamp&o apropriado para a enzima conforme
concentracédo sugerida pelo fabricante.

A amplificagéo foi realizada em 46 ciclos usando o termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf), sendo cada ciclo: 94°C de desnaturacdo por 3 minutos,
anelamento a 60 °C por 1 minuto, extenséo a 72 °C por 2 minutos e extensdo final a 72
°C a 8 minutos.

Os amplicons foram conferidos em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. A corrida eletroforética seguiu os parametros: 100 v por 50 minutos. A
concentracdo das amostras de DNA foi estimada por espectrofotometria, com leituras

das absorbancias a 260 nm e 280 nm (GenQuant, GE Healthcare).

5.1.4 Sequenciamento dos amplicons do gene 16S rRNA

A determinacdo da sequéncia de nucleotideos dos fragmentos amplificados foi
realizada pelo analisador genético MegaBace 750 (GE Healthcare) que utiliza
tecnologia de eletroforese capilar. A incorporagédo dos terminadores de cadeia marcados
(ddNTPs ligados a fluoréforos) foi realizado através de PCR empregando o kit
Dyenamic ET terminator sequencing premix. Para a reacdo de sequenciamento, além
dos primers fD1 e rD1, também utilizou-se os seguintes iniciadores intragénicos: 362f
(5’-CTC CTA CGG GAG GCA GCA GTG GGG-3”), 786f (5’-CGA AAG CGT GGG
GAG CAA ACA GG-3") e 1203f (5’-GAG GTG GGG ATG ACG TCA AGT CCT C-
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3) e Y2 (5’- CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3’) segundo Menna et al
(2006).

Apos a reacgdo, os acidos nucléicos marcados foram precipitados pela adi¢do de
7,5 M de acetato de amoénio e etanol absoluto, centrifugados a 4000 x g por 30 minutos,
em seguida lavados com etanol 70% e entdo ressuspensos em loading solution. A
corrida eletroforética de sequenciamento foi realizada & 9 kv. A qualidade das

seqliéncias obtidas foi observada através de ferramentas de bioinformatica.

5.1.5 Anélise das sequéncias de nucleotideos

Os eletroferogramas oriundos do programa MegaBACE Sequece Analysis 4.0 do
analisador genético, foram analisados e reunidos em uma sequéncia consenso. Esta
sequéncia consenso € chamada de contig e € adquirida empregando 0s programas
Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998; GORDON et al., 1998) em sistema
operacional Linux.

A sequéncia foi editada para exclusdo de bases com qualidade inferior a 20 (1 erro a
cada 100 bases lidas), para assegurar uma maior confiabilidade. Os dados foram
submetidas a um alinhamento local usando a ferramenta BLAST do NCBI (National
Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) e comparadas com as

sequéncias depositadas no GenBank.

5.1.6 Identificacdo do isolado SMF 090 com base no gene 16S rRNA

A sequéncia consenso foi comparada com outras sequéncias do gene 16S rRNA de
espécies de Burkholderia previamente depositadas no GenBank do NCBI (National
Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov), através da ferramenta
BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997) para busca de alinhamentos de nucleotideos
significativos. A ferramenta BLASTn realiza alinhamentos entre as sequéncias

submetidas (query) e as sequéncias depositadas no GenBank.
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5.1.7 Anélise de filogenia molecular e reconstrucéo de arvores filogenéticas

Para determinar as relagfes de parentesco, foi realizado a reconstrugdo de
arvores filogenéticas, por meio de um alinhamento maltiplo entre as sequéncias obtidas
neste trabalho com sequéncias de 16S rRNA de espécies tipo de Burkholderia obtidas
do GenBank, usando o programa ClustalW (THOMPSON et al, 1994) inserido no
programa Analise Genética de Evolugdo Molecular - MEGA 5.05 (TAMURA et al.,
2011) com os seguintes parametros: Pairwise Alignment (Gap opening 10.00, Gap
Extension 0.10), Multiple Alignment (Gap opening 10.00, Gap Extension 0.10)
(TOLEDO et al., 2009).

Neste trabalho foi empregado 3 algoritmos de reconstrucdo de arvores utilizando
0 programa MEGA 5.05 (TAMURA et al., 2011), sendo eles: Neighbor-joining
(SAITOU; NEI., 1987), usando modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura 2-
parameter (ACHOUAK et al., 1999; GEE et al., 2011); Maxima parcimonia (FITCH.,
1972) e Méaxima verossimilhanca usando modelo de substituicdo de nucleotideos
distancia Kimura 2-parameter. Nas 3 analises o suporte dos ramos foi inferido por
valores de bootstrap de 1000 reamostragens (FELSENSTEIN, 1985). A sequéncia de
Ralstonia pickettii ATCC27511 (AY741342) e Pandoraea apista CCUG38412
(AY268172.1) foi utilizada como outgroup. (VANDAMME et al., 2007; AIZAWA et
al., 2011).

5.2 Ensaios de biodegradacéo da gasolina comercial

5.2.1 Crescimento do isolado SMF090 em meio TY na presenca de gasolina

A partir do isolado de Burkholderia sp. SMF 090 foi feito um pré-inoculo
cultivado em meio TY a 28 °C por 24 horas. Apos o crescimento, a cultura foi
verificada pela coloracdo de Gram afim de checar as caracteristicas morfologicas das
bactérias. Este experimento consistiu em um grupo controle e outro grupo suplementado
com 1000 ppm de gasolina comercial apds as culturas atingirem a D. O. 0,2 ambos em
triplicata, cada um contendo 200 mL de meio TY e 2 mL de pré-indculo. As culturas
foram cultivadas a 28 °C sob agitagdo 250 rpm. Apds a inoculagdo o crescimento

bacteriano foi monitorado a cada hora em espectrofotometro (GenQuant, GE
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Healthcare), sendo este calibrado em comprimento de onda de 600 nm até o
estabelecimento da fase estacionéria.

5.2.2 Crescimento do isolado SMF090 em meio BH na presenca de gasolina

A partir do isolado de Burkholderia sp. SMF 090, foi feito um pré-indculo
cultivado em meio TY a 28 °C por 24 horas. Apds o crescimento, a cultura de
Burkholderia foi verificada pela coloragdo de Gram. Para verificar a capacidade do
isolado crescer em meio contendo gasolina como Unica fonte de carbono, foi empregado
meio mineral de Bushnell Haas — BH composto de 1g de KH2PO4, 1g de K2HPO4, 1g
de NH4NO3, 0,2g de MgS0O4.7H20, 0,059 de FeClI3, 0,02g de CaCl2.2H20, para 1L
de H20 (ATLAS, 1995). Este experimento consistiu em um grupo controle
suplementado com glicose 1mM, um grupo enriquecido com 1000 ppm de gasolina
comercial e um ultimo cultivado apenas em meio BH. Todos em triplicata. Cada grupo
contendo 300 mL de meio BH e 3 mL de suspenséo bacteriana em meio salino (NaCl
0,85%) suficiente para atingir uma D. O. inicial de 0,01. As culturas foram cultivadas a
28 °C sob agitacdo 250 rpm. Apds a inoculagdo o crescimento bacteriano foi
monitorado a cada 2 horas por espectrofotometria a O.Dggo (GenQuant, GE Healthcare)

até o estabelecimento da fase estacionaria.

5.3 Analise de proteinas diferencialmente expressas do isolado SMF090 crescidas

em meio contendo gasolina comercial por 2D e MS

5.3.1. Cultivo do isolado SMF090 em meio TY na presenca de gasolina

A partir do isolado de Burkholderia sp. SMF 090, foi feito um pré-inoculo
cultivado em meio TY a 28 °C até D.O. 0.7. Apdés o crescimento, a cultura de
Burkholderia foi verificada pela coloracdo de Gram. Este experimento consistiu em um
grupo controle insento de gasolina comercial e um grupo teste suplementado com 1000
ppm de gasolina comercial, ambos em triplicata. Baseado em uma otimizacdo prévia,
cada cultivo continha 1,4 L de meio TY e 12 mL de pré-indculo. Apds as culturas
atingirem a D. O. 0,2 foi adicionado 1,4 mL de gasolina comercial. As culturas foram

cultivadas a 28 °C sob agitagdo 250 rpm. Apos a inoculagdo o crescimento bacteriano
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foi monitorado a cada hora por espectrofotometria a D. O. gy (GenQuant, GE
Healthcare) até atingir D. O. de 0.7. As culturas foram centrifugadas e armazenadas a -
20 °C para extracao de proteinas.

5.3.2 Extracdo das Proteinas Intracelulares

A extragdo das proteinas intracelulares foi feita de acordo com Riedel e
colaboradores (2006) com algumas modificagdes. O precipitado bacteriano foi lavado 2
vezes com 10 mL de Tris/HCI 50mM pH 7,5 . Apés as lavagens foi adicionado 10 mL
de Tris/HCI 50mM pH 7,5 acrescido de 40uL do Inibidor de Protease Mix (GE
Healtcare™). As células foram lisadas por sonicacdo (10 pulsos de 20 segundos com
intervalo de 1 minuto entre cada pulso — com 20% de amplitude). Apds sonicadas as
células foram centrifugadas a 12000 rpm por 1 hora e 30 minutos a 4 °C. Ao
sobrenadante foi adicionado 1 mL de fenol e a mistura foi incubada a 70 °C por 10
minutos. As amostras foram resfriadas em gelo por 5 minutos e as fases foram
separadas por centrifugacdo a 4000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado 2 vezes com acetona gelada 100%. Apos as
lavagens o precipitado repousou em temperatura ambiente para evaporacéo da acetona e

foi ressuspenso em uréia 7 M/ tiouréia 2 M.

5.3.3 Dosagem de proteinas totais

Para a quantificacdo de proteina foi utilizado o método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando como curva padrdo para o calculo da concentracdo
BSA — Albumina de Soro Bovino. Para tanto, utilizou 5 pL. de amostra de proteina
intracelular diluida em 2,5 mL do reagente de Bradford, em triplicata, para o branco foi
utilizado 5 puL de uréia 7 M/tiouréia 2 M também diluido em 2,5 mL de reagente de
Bradford. A leitura da absorbancia foi feita com Densidade Optica de 595 nm utilizando
espectrofotobmetro ULTROSPEC 2100 pro. Para mensurar a concentragdo foi feito uma
média da absorbancia da triplicata da amostra. A média da absorbancia foi atribuida na

formula de calibracdo do reagente Bradford, dessa forma foi obtida a concentragdo em

pg/ul.
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Para analise da integridade e da pureza das proteinas intracelulares extraidas
pela verificacdo do padrdo de bandas, foi realizada a Eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de Dodecilsulfato de Sédio — SDS-PAGE (LAEMMLLI,
1970). O sistema de eletroforese utilizado para SDS-PAGE foi 0 mini-protean, Biorad.

5.3.4 Eletroforese bidimensional

Para a primeira dimensao foram adicionados 250 pg de proteina de cada amostra
ao tampao de reidratacdo [uréia 7 M/ tiouréia 2 M, 1% CHAPS, 1% DTT; 0,5% (v/v)
anfolitos (pH de 4-7) e azul de bromofenol] em um volume final de 250 pL por amostra.
As tiras com gradiente de pH imobilizado (IPG) de 13 cm de comprimento e pH de 4-7
foram reidratadas com solucdo contendo proteinas em temperatura ambiente por 16
horas.

Posteriormente, foi realizada a Focalizacao Isoelétrica - IEF usando o sistema de
focalizacdo EttanIPGphor 111 (GE-Healthcare) nas seguintes condicdes: etapal, 500 V
por 30 minutos; etapa 2, 4000 V por 2:30 horas e etapa 3, 8000 V até atingir 18.000 V
horas totais. Em seguida as tiras foram armazenadas em freezer a -80 °C para
procedimentos posteriores.

Na segunda dimensdo a tira de IPG foi equilibrada com a solucdo I (Uréia 6 M,
Tris 50 mM, Glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol, e DDT) por 15min e em
seguida, com a solucdo de equilibrio Il (Uréia 6 M, Tris 50 mM, Glicerol 30%, SDS
2%, azul de bromofenol e iodoacetamida) por 15min. Subseqlientemente, a tira foi
colocada em um gel de poliacrilamida a 12,5%. A tira foi selada com uma solucdo de
agarose (0,5% de agarose e 0,002% de azul de bromofenol). O marcador de baixo peso
molecular (LMW) foi aplicado em um poco criado ao lado acido da tira. A separacdo na
segunda dimenséo foi realizada na unidade de eletroforese vertical Hoefer SE 600 Ruby
por aproximadamente 5 horas. Apds a corrida, o gel foi submerso na solucdo corante
contendo Comassie G 250 (Blue Silver) (CANDIANO, 2004) por 24 horas sob agitacdo
e armazenados em solucdo de &cido acético 5%. Para a digitalizacdo dos géis, utilizou-
se 0 equipamento ImageScanner Il gerenciado pelo programa LabScan 6.0 (ambos da
GE Healthcare). As imagens obtidas foram analisadas no programa ImageMaster 2D
Platinum 6.0 (GE Healthcare).
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5.3.5 Sele¢do e processamento dos spots para anélise por Espectrometria de Massa

Os spots de interesse foram excisados dos géis bidimensionais com o auxilio de
um bisturi e transferidos para tubos de 1,5 mL (eppendorf), onde foi realizado a
digestdo com tripsina, de acordo com o método de (HELLMAN, WERNSTEDT, et al.,
1995) com algumas alteragdes (NOGUEIRA, 2007). Os spots selecionados foram
descorados em solucdo de bicarbonato de aménio 25 mM / acetonitrila (1:1) em pelo
menos 3 lavagens de 30 min, e desidratados, duas vezes, com acetonitrila 100% por 5
minutos. O solvente remanescente foi removido dos pedacos de gel. Os géis foram
reidratados a 4°C na proporcdo de 1:50 (proteinas/tripsina) e a digestdo realizada a 37
°C por 16 horas.

Os peptideos obtidos pela digestao triptica (1,2 plL) foram aplicados na
placa de MALDI e seco a temperatura ambiente. Em seguida, foi coberto por uma
solu¢do saturada de acido o-ciano-4-hidroxicindmico em acetonitrila 50% / acido
trifluoroacético 0,1% (1,2 pL). Apos secas a temperatura ambiente, as amostra foram
analisadas por um espectrdmetro de massa hibrido quadrupolo com mobilidade de ion
Tempo de V6o com aceleracdo ortogonal de alta definicdo Synapt HDMS (Waters). O
espectrometro foi operado em modo positivo, com fonte de ionizagdo MALDI.

Para esta metodologia, o instrumento foi calibrado com ion
glucofibrinopeptidio-B (M+H) = 1570,68 Da. Foi selecionada a funcdo DDA (analise
direta de dados) para a selecdo dos ions que foram fragmentados por decomposicao
induzida por colisdo (CID). Os espectros de MS foram coletados entre 300 m/z a 3000
m/z e os espectros de MS/MS entre 50 m/z a 3000 m/z. A coleta e analise de dados foi

feita utilizando o software MassLynx®.

5.3.6 Bioinformatica

Os géis digitalizados a 300 dpi foram analisados pelo software ImageMaster
2D Platinum 6.0 (GE Healthcare). Foi feita a deteccdo automatica de Spots seguida de
busca por spots correspondentes nas repeticdes (Matches). A reprodutibilidade foi feita
pelo grafico de dispersdo (Scatter Plot), cujo valor de coeficiente de correlacdo linear
deve ficar acima de 0,85. Os Spots diferencialmente expressos foram analisados por

histogramas utilizando como parametro a porcentagem do volume do Spot.
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As proteinas foram identificadas por PMF utilizando o ProFound e MS/MS
pelo MASCOT. Ambas utilizando os bancos de dados Swiss-Prot e NCBInr. A
toleréancia de massa foi de 1,2 para MS e 0,6 para MS/MS. As modificagdes fixas ou
variaveis incluiam a presenca de iodoacetamida e oxidacdo da metionina. O taxon foi
restringido para “bactéria”.

As proteinas teoricas envolvidas na via de degradacdo dos xenobidticos
foram encontradas no Uniprot e Kegg Pathways, seus valores teoricos foram

encontrados utilizando a ferramenta Compute pl/MW do ExPASYy.

5.4 Andlise Estatistica

A analise estatistica para avaliar os resultados da curva de crescimento
bacteriano em meio TY foi feita no Statistica 6 Workbook usando o teste Mann-
Whitney e *p < 0,05 e a construcdo da curva foi feita a partir do GraphPad Prissm 3.0.

A analise estatistica para avaliar os resultados da curva de crescimento em meio
BH foi feita com o teste Two-way-anova e *p < 0,001 e a construcao da curva foi feita a

partir do GraphPad Prissm 3.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Extracédo e purificacdo do acido desoxirribonucléico (DNA)

A concentracdo de DNA do isolado SMF 090 foi de 1.290 ng/uL. A relagéo
entre as absorbancias a 260 nm e 280 nm foi de 1,817, o que de acordo Sambrook e
colaboradores (1989), é considerada de boa qualidade, pois segundo estes, a relacdo
deve estar acima de 1,75 para ser considerado de boa qualidade. Valores maiores que
2,0 indicam contaminacdo com proteinas, fenol ou alco6is (ROMANO, 1998). Assim,
podemos afirmar que o DNA obtido possui niveis de contaminacdo com outras
moléculas aceitaveis para o estudo proposto.

6.2 Amplificacdo do gene 16S rRNA

Os amplicons produzidos pela PCR apresentaram banda integra no gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e visualizado sobre luz ultravioleta,
demonstrando boa qualidade e eficiéncia da reacdo (dados ndo mostrados), onde o0s
fragmentos apresentaram cerca de 1500 pb o que segundo Magnani (2009) corresponde
a amplificacdo completa do gene 16S rRNA. Além disso, ndo foi verificada a presenca

de RNASs contaminantes.

6.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA, anélise das sequiéncia de nucleotideos e
identificacdo do isolado SMF 090

Apos a exclusdo dos nucleotideos com qualidade inferior a 20 (1 erro a cada 100
pb, phred 20) foi obtido uma sequéncia de 1471 pb, tamanho préximo do estimado para
0 gene 16S rRNA, o que corrobora o trabalho de Magnani (2009). Quando comparada
com as sequéncias do GenBank, mostrou similaridade de 99% com estirpes de
Burkholderia. (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultado da busca por similaridade utilizando a ferramenta Blast do NCBI
Max Total Cobertur E

Max
ACESSO Descricéo scor pontuacga ade valu dent
e 0 consultas e

FJ025138.1 Burkholderia sp. SEMIA 2647 2647 98% 0.0 99%
6413

FJ025137.1 Burkholderia sp. SEMIA 2647 2647 98% 0.0 99%
6410

FJ025136.1 Burkholderia sp. SEMIA 2647 2647 98% 0.0 99%
6385

AY904775. Burkholderia sp. SEMIA 2623 2623 96% 0.0 9%
1 6382

FJ478405.1 Burkholderia sp. TAt- 2610 2610 98% 0.0 9%

045
AY533862  Burkholderia sp. Br3407 2601 2601 96% 0.0 9%
NR Burkholderia sabiae 2591 2591 96% 0.0 9%

043180.1

A comparagdo com as sequencias depositadas no GenBank apresentou o isolado
SMF 090 inicialmente similar a estirpes da colecdo SEMIA, seguida de TAt-045, todas
do género Burkholderia, que ndo estdo classificadas a nivel de espécie. Entretanto, a
primeira estirpe classificada a nivel de espécie, refere-se a Burkholderia sabiae Br3407.
De acordo com Chen (2008), o termo sabiae vem de sabid, nome em portugués de
Mimosa caesalpiniifolia, uma leguminosa nativa do Brasil, arvore a partir da qual a
estirpe foi isolada. Os representantes da espécie sabiae sdo bactérias gram-negativas e

ndo formadores de esporos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/205318870?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SB4BEA7F012
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#205318870
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6.4 Anélise de filogenia molecular e reconstrucao de arvores filogenéticas

As analises filogenéticas realizadas com a estrutura do rDNA sugerem que 0
isolado SMF 090 estd intimamente relacionado com a espécie Burkholderia sabiae
Br3407. Os resultados dos trés dendogramas obtidos concordam entre si com relagéo ao
parentesco do isolado SMF 090. Embora empregando algoritmos diferentes, os trés
modelos matematicos reconstruiram arvores filogenéticas muito similares, com algumas
variagdes nos valores de bootstraps e na posicdo de alguns ramos especificos, o que
atribui grande confiabilidade estatistica aos resultados. A utilizacdo da sequencia de
nucleotideos do gene do 16S rRNA ja fora anteriormente utilizada para taxonomia
molecular e andlises filogenéticas de Burkholderia. A guisa de exemplo, Menna e
colaboradores (2006) ao realizarem a caracterizagdo de 68 estirpes de rizobios,
identificaram alguns dos espécimes como pertencentes ao taxon genérico Burkholderia.
Os autores empregaram analises da sequéncia do gene 16S rRNA para alcangarem 0s
seus objetivos.

A similaridade de 99% entre as sequéncias do gene do 16S rRNA de SMF 090
e de B. sabiae, o bom suporte da ramificacdo dos dendogramas com bootstrap maiores
que 97% e o constante agrupamento de SMF 090 e B. sabiae em um mesmo clado nos
trés diferentes algoritmos de analises filogenética utilizados, nos permite sugerir que o

isolado estudado pertence ao tdxon especifico de B. sabiae.
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Figura 5- Dendograma do isolado SMF 090 baseado no gene 16S rRNA. Reconstrugéo
do dendograma utilizando o programa MEGA 5.05 e algoritmo Neighbor-joining. A

sequéncia de Ralstonia pickettii ATCC27511 e Pandoraea apista CCUG38412 foram
utilizadas como outgroup.
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Figura 6— Dendograma do isolado SMF 090 baseado no gene 16S rRNA. Reconstrucao
da Arvore Filogenética utilizando o programa MEGA 5.05 e algoritmo Maxima
verossimilhanca. A sequéncia de Ralstonia pickettii ATCC27511 e Pandoraea apista
CCUG38412 foram utilizadas como outgroup.

71 Burkholderia silvatlantica SRMrh-20 (NR_043306.1)
Burkholderia heleia NBRC101817 (AB537486.1)
Burkholderia ferrariae FeGI01 (NR_043890.1)
Burkholderia mimosarum PAS44 (NR_043167.1)
Burkholderia sacchari IPT10 (NR_025097.1)
Burkholderia oxyphila OX-019 (AB488696.1)
Burkholderia nodosa Br3437 (AM284971.1)
Burkholderia unamae MTI-641 (NR_027569.1)
Burkholderia tropica N469 (AB568325.1)
Burkholderia bannensis E25 (AB561874.1)
Burkholderia tuberum STM678 (NR_027554.1)
Burkholderia acidipaludis SA33 (AB513180.1)
Burkholderia kururiensis KP23 (NR_024721.1)
100 Burkholderia brasilensis M130 (AJ238360.1)

30

52

ﬂr SMF090
Burkholderia sabiae Br3407 (NR_043180.1)
Burkholderia phymatum STM815 (NR_027555.1)
Burkholderia caribensis MWAP64 (NR_026462.1)
Burkholderia hospita LMG20598 (NR_025656.1)
Burkholderia terrae KMY02 (NR_041287.1)
46 Burkholderia graminis C4D1M (NR_029213.1)
Burkholderia phenoliruptrix AC1100 (NR_042901.1)
Burkholderia terricola R8118 (NR_029044.1)
Burkholderia phytofirmans PsJN (NR_042931.1)
Burkholderia caledonica LMG19076 (NR_025057.1)
Burkholderia fungorum LMG16225 (NR_025058.1)
Burkholderia megapolitana LMG23650 (NR_042594.1)
Burkholderia xenovorans TAt-0771 (EU723243.1)
Burkholderia ginsengisoli KMY03 (NR_041288.1)
Burkholderia bryophila LMG23644 (NR_042593.1)
Burkholderia sediminicola HU2-65W (NR_044383.1)
Burkholderia phenazinium Al (NR_029212.1)
63 Burkholderia sartisoli RP007 (NR_041709.1)

59 Burkholderia sordidicola SNU020123_(NR_041916.1)

31«—: Burkholderia glathei ATCC29195T (AB021374.1)
Burkholderia andropogonis 6177 (F3595135.1)

Burkholderia endofungorum HKI456 (NR_042584.1)
Burkholderia rhizoxinica HKI454 (NR_042393.1)
Burkholderia soli GP25-8 (NR_043872.1)
Burkholderia caryophylli ATCC25418 (NR_040806.1)

99— Burkholderia mallei ATCC23344 (NR_041725.1)
ﬂ‘:rsurkholderia pseudomallei K96243 (NC_006351.1)

Burkholderia thailandensis E264 (NR_027587.1)

95 - Burkholderia plantarii NIJAES1723 (NR_037064.1)
Burkholderia gladioli CIP105410 (EU024168.1)
Burkholderia glumae P1-22-1 (NR_029211.1)
Burkholderia oklahomensis C7533 (DQ108390.1)
Burkholderia pyrrocinia LMG14191T (U96930.1)
g1 ' Burkholderia stabilis LMG14294 (AF148554.1)
Burkholderia ubonensis GTC-P3-415 (NR_040830.1)
Burkholderia dolosa LGM18941 (AF175314.1)
Burkholderia multivorans Struelens (NR_029358.1)
Burkholderia latens R-5630 (AM747628.1)
Burkholderia cenocepacia LMG16656 (NR_025013.1)
Burkholderia vietnamiensis LMG10929 (NR_041720.1)
2 9, Burkholderia lata R-15816 (AM905038.1)

4 Burkholderia contaminans 129B (GQ397111.1)
Burkholderia arboris R-24201 (AM747630.1)
Burkholderia metallica R-16017 (AM747632.1)
Burkholderia ambifaria AMMD (NR_024882.1)
Burkholderia diffusa R-15930 (AM747629.1)
26| Burkholderia anthina R-4183 (AJ420880.1)

30 Burkholderia cepacia ATCC25416 (AF097530.1)
54— Burkholderia seminalis R-24196 (AM747631.1)

L——— Pandoraea apista CCUG38412 (AY268172.1)

Ralstonia pickettii ATCC27511 (AY741342)

62

91 31

100

43

26

27|

86

27

0.01



44

Figura 7- Dendograma do isolado SMF 090 baseado no gene 16S rRNA. Reconstrugéo

do dendograma utilizando o programa MEGA 5.05 e algoritmo Méaxima parcimdnia. A

sequéncia de Ralstonia pickettii ATCC27511 e Pandoraea apista CCUG38412 foram

utilizadas como outgroup.
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6.5 Crescimento do isolado SMF 090 em meio TY na presenca de gasolina

A caracterizagdo do perfil de crescimento de SMF 090 em meio de cultura
padrdo, TY, com gasolina foi realizado com objetivo verificar o nivel de tolerancia do
isolado bacteriano ao petroderivado. Os resultados obtidos revelam que em ambas as
curvas, controle e teste, (figura 8) a fase log ficou caracterizada pelos seguintes valores
de D. O. 00 (0,2 2 1,0) sendo 0,6 a metade desta fase. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre a curva de crescimento dos grupos controle e teste apds 9 horas de
crescimento. Essa diferenca permaneceu por um periodo de 10 horas. Apds esse tempo
as culturas convergiram caracterizando a fase plato.

O grupo controle apresentou término da fase log anterior ao grupo enriquecido
com gasolina comercial, essa diferenca se da devido ao periodo de adaptacdo da bactéria
ao poluente presente no meio, corroborando Roma-Rodrigues e colaboradores (2010) os
quais mostraram que Pseudomonas putida KT2440 na presenca de fenol necessita de

um periodo de adaptacdo ao meio para retomar o crescimento.

Vale salientar ainda que no inicio e no final da curva de crescimento foram
realizadas analises com coloracdo de Gram para verificar a possibilidade de
contaminacdo do experimento. Os resultados obtidos revelaram apenas a presenca de
bacilos gram-negativos tipicos de Burkholderia, o que demonstra pureza de todas as

culturas empregadas, antes e apds os experimentos, conforme figura 9.
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Figura 8 — Curva de crescimento do isolado SMF 090 em meio TY.
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Fonte: Brito, 2012. Curva de crescimento do isolado SMF 090 em meio TY. As
medidas de D. O. a 600 nm (luz visivel), comecaram a ser realizadas 01 hora apos a
inoculacdo e foram feitas até o tempo méximo de 36 horas. A curva com quadrado
preenchido em preto (M) corresponde ao grupo controle (auséncia de gasolina
comercial) enquanto o branco (1) ao grupo teste (meio suplementado com 1000 ppm de
gasolina comercial apo0s as culturas atingirem a D. O. de 0, 2). As barras verticais
indicam o desvio padrdo entre as triplicatas de cada ponto de medicdo. Analise
estatistica feita no Statistica 6 Workbook usando o teste Mann-Whitney e *p < 0,05 e a

construcdo da curva foi feita a partir do GraphPad Prissm 3.0.

Figura 9- Imagem de coloracdo de Gram do isolado SMF 090 utilizando microscopia

Optica. Aumento 1000x.

Fonte: Brito, 2012
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6.6 Crescimento do isolado SMF 090 em meio BH na presenca de gasolina

O isolado de Burkholderia SMF 090 apresentou crescimento quando cultivado
em meio mineral BH (sem fonte de carbono). Contudo, a bactéria nestas condicfes
atingiu a fase platé com uma densidade 6ptica de 0,2, cuja curva de crescimento diferiu
significativamente daquelas cultivadas na presenca de gasolina comercial e glicose, este
fato deve-se provavelmente a substancias de reservas acumuladas no citoplasma das
células. A guisa de exemplo, o polihidroxibutirato que é utilizado normalmente como
reserva de carbono e energia por bactérias como as do género Burkholderia (DOI, 1995;
LIMA, 2001). O crescimento bacteriano no meio suplementado com glicose apresentou
perfil esperado, pois o reagente limitante foi reposto. A glicose como fonte de energia
no meio foi eficiente.

As curvas de crescimento das amostras em presenca de glicose e gasolina
comercial diferiram significativamente da 262 a 522 hora de cultivo durante o inicio da
fase logaritmica, apresentando crescimento semelhante a partir 542 hora até a Gltima
medida de densidade Optica realizada no tempo de 108 horas referente a fase platd.
Essa diferenca de crescimento no inicio da fase lag se da pelo periodo de adaptacdo da
bactéria ao poluente. No entanto, a partir da 542 hora podemos perceber que a biomassa
bacteriana do controle e do tratamento esta semelhante.

A curva de crescimento do isolado SMF 090 em meio mineral BH suplementado
com gasolina (figura 10) demonstra a capacidade de Burkholderia crescer em meio
contendo gasolina comercial como Unica fonte de carbono. Este resultado esta de acordo
com Zobell (1946) que demonstrou a capacidade de certos micro-organismos utilizarem
hidrocarbonetos como fonte de carbono. Além disso, Chaillian e colaboradores (2004)
identificaram cepas de Burkholderia cultivadas em solugdo onde o petrdleo era a Unica

fonte de carbono e energia.
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Figura 10 — Curva de crescimento do isolado SMF 090 em meio BH.
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Fonte: Brito, 2012. Curva de crescimento do isolado SMF 090 em meio BH. As
medidas de D. O. a 600 nm (luz visivel), comecaram a ser realizadas zero hora apds a
inoculacéo e foram feitas até o tempo maximo de 108 horas. A curva com circulo vazio
(O) corresponde ao grupo controle (suplementado com glicose 1 mM). A curva com
circulo preenchido de preto (@) ao grupo teste em meio suplementado com 1000 ppm
de gasolina comercial. Uma terceira curva (A) apenas com meio sem fonte de carbono.
As barras verticais indicam o desvio padrdo entre as triplicatas de cada ponto de
medicdo. A diferenca significativa de crescimento entre 0s grupos suplementados com
glicose 1 mM e 1000 ppm de gasolina comercial esta representada pelo sinal de mais
(+). A comparacao estatistica entre suplementado com gasolina e ndo suplementado esta
representada pelo sinal de menos (-). Analise estatistica feita no Statistica 6 Workbook
usando o teste Two-way-anova e *p < 0,001 e a construcdo da curva foi feita a partir do
GrphPad Prissm 3.0.
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6.7 Analise de proteinas diferencialmente expressas do isolado SMF090 crescidas
em meio contendo gasolina comercial por 2D e MS

6.7.1 Extracdo e quantificacdo de proteinas

O método de extracdo de proteinas utilizado foi eficiente nos aspectos
qualitativos e quantitativos. O valor médio da concentracdo de proteinas totais obtidas
do isolado SMF 090 crescido em meio TY ndo suplementado (controle) foi de 16,8
Mg/l £2,38 e 13,12 pg/ul + 0,92 para as proteinas totais obtidas do isolado SMF 090
crescido em meio TY suplementado com 1000 ppm de gasolina comercial (teste). Com
relacdo a integridade, podemos perceber bandas protéicas integras no SDS-PAGE
(figura 11).

Figura 11- SDS-PAGE de proteinas totais do isolado SMF .

Controle Teste
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Fonte: Brito, 2012. SDS-PAGE de proteinas totais do isolado SMF 090 em gel de
poliacrilamida 12,5 %. MW: marcador de baixo peso molecular LMW (GE Healthcare).
As amostras protéicas SMF 090 controle (linha 1 a 3) e teste (linha 4 a 6) foram

aplicadas em trés diluicGes diferentes 1:10, 1:5 e 1:1, respectivamente.
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6.7.2 Analise do perfil protéico do isolado SMF 090 por eletroforese bidimensional

O mapeamento protéico do isolado SMF 090 grupo controle e grupo teste foi
resolvido em géis bidimensionais em faixa de pH 4-7 e pesos moleculares de 14,4 a 97
kDa. Podemos visualizar estes resultados nos géis de referéncia obtidos para cada grupo
(Figura 12). Os grupos controle (Figura 12-A) e teste (Figura 12-B) contém 542 e 256
spots respectivamente. Sendo assim, o grupo teste mostrou uma reducdo de 286 spots
(52,76%) em relacdo ao grupo controle. No entanto, algumas proteinas mostraram
aumento significativo de intensidade enquanto que outras Se mostraram ser

diferencialmente expressas no grupo teste.

Figura 12— Geis bidimensionais de referencia.
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Fonte: Brito, 2012. Géis bidimensionais de referencia de proteinas de Burkholderia
crescidas na auséncia (A) e presenca (B) de gasolina comercial. Os grupos controle (A)
e teste (B) contem 542 e 256 spots respectivamente. A focalizacao isoelétrica foi feita
com faixa de pH de 4 a 7 e a segunda dimenséo feita em gel de poliacrilamida a 12,5%

corado com Comassie G-250.
6.7.3 Reprodutibilidade dos géis bidimensionais
Para avaliar a reprodutibilidade dos géis bidimensionais, foi feito um

alinhamento entre as repeticdes. Os spots correspondentes (matches) foram utilizados

para criar um grafico de dispersdo (scatter plot) a partir da porcentagem do volume do
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spot. O numero de matches no grupo controle foi 506 (92,2 %) e 0 no grupo teste foi de
253 (98,2%). O coeficiente de correlagdo linear obtido no gréfico de dispersdo foi de
0,942 para o grupo controle e 0,976 para o grupo teste (figura 13). Vale ressaltar que de
acordo com a corelagdo de Pearson, valores acima de 0,85 sdo aceitaveis para indicar a
reprodutibilidade entre duas variaveis (VIEIRA, 1980). Assim, podemos afirmar que a
técnica utilizada ndo interfere nos resultados obtidos entre os géis dos grupos teste e

controle, desta forma as analises realizadas sdo estatisticamente validas.

Figura 11 - Gréfico de dispersdo dos géis bidimensionais de proteinas intracelulares de
Burkholderia.

Burk_Controle_R2_13_4-7 A Burk_Tratado_R1_13_4-70ip B
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Fonte: Brito, 2012. O grupo controle (A) compartilha 506 spots (matches) entre as
repeticdes e apresenta um coeficiente de correlacdo linear de 0,942. O grupo teste (B)
compartilna 253 spots (matches) entre as repeticGes e apresenta um coeficiente de

correlacdo linear de 0,976.
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6.7.4 Distribuicdo das proteinas de Burkholderia de acordo com o ponto isoelétrico

e massa molecular

Os géis dos grupos teste e controle foram alinhados para buscar por proteinas
que estivessem na mesma posicao do gel (match). Os grupos compartilharam 173 spots
(matches) e esse resultado (match report) foi comparado com a tabela que contém os
valores de pl e massa dos géis de referéncia (spot report). A comparagdo dessas tabelas
resultou em gréficos que mostram a distribuicdo dos spots de acordo com o pl (figura
14-A) ou massa molecular (figura 14-B) correlacionando com o nimero de matches.
Convém ressaltar que a idéia de combinar o nimero de matches com distribuicdo de
spots por pl ou massa em gréaficos ainda nao foi encontrado em trabalhos semelhantes.

O namero de spots do grupo teste reduziu em todos os intervalos de pl e massa
molecular em relacdo ao grupo controle. Em relac@o ao ponto isoelétrico, foi observado
um maior nimero de spots no intervalo de pl entre 5 e 6 tanto no grupo teste (154 spots)
quanto no grupo controle (269 spots), ambos compartilhando 115 spots (figura 14 A).

Em relagdo a massa molecular, o0 maior nimero de spots foi encontrado na
faixa entre 20-40 KDa tanto no grupo teste (109 spots) quanto no grupo controle (270

spots), ambos compartilham 73 matches.
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Figura 14 - Distribuicdo das proteinas de Burkholderia de acordo com o ponto

isoelétrico e massa molecular.
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Fonte: Brito, 2012. As proteinas estdo distribuidas de acordo com o ponto isoelétrico A
e peso molecular em KDa B. O grupo controle esta representado por colunas brancas e o
grupo teste por colunas pretas. O nimero de spots totais estd mostrado entre parénteses
o0 qual constitui da soma do numero de proteinas compartilhadas entre 0s grupos teste e

controle (base) com o nimero de proteinas exclusivas (topo).
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Na busca por vias metabdlicas envolvidas na degradacdo de xenobidticos no
Kegg Pathways, encontramos vérias enzimas de Burkholderia relacionadas a
degradacéo do benzoato. Vale salientar que a via central de catabolismo do benzoato em
bactérias ja esta completamente caracterizada, incluindo a rota de degradacdo do catecol
(figura 15).

Figura 15 - Via de degradacdo do benzoato. O retangulo vermelho mostra a via de
degradacdo do catecol. Em verde sdo mostradas as enzimas do género Burkholderia

com sequéncia depositada em bancos de dados.
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Fonte: Brito, 2012.

Os valores de pl e massa de todas as enzimas envolvidas no metabolismo do
catecol foram anotadas seguido de busca manual por spots com valores de pl e massa
semelhantes no gel de referencia do grupo teste.

Ao compararmos os valores tedricos e experimentais de pl e MW conseguimos
encontrar alguns candidatos a enzimas envolvidas na degradacdo do catecol (tabela 3).
Dois desses candidatos possuem expressdo aumentada no grupo teste em relacdo ao
grupo controle (Figura 16).

Os spots 1144 e 1113 com niveis de expressdo aumentadas no grupo teste
(Figura 16) possuem valores de pl e massa molecular semelhantes as enzimas catechol
1,2-dioxygenase e Muconate cycloisomerase, ambas presentes na via de degradacdo do

catecol (tabela 3).
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Tabela 3 - Busca manual por spots com valores de pl e massa molecular proximos dos
valores teoricos de enzimas envolvidas com a degradagdo do catecol. Spot ID, nimero

de identificacdo do spot; Teor. (Tedrico); Exp. (experimental).

Spot
Nome da proteina pl MW
Tedrico Experimental Teorico Experimental
catechol 1,2-
1144 dioxygenase 521 5,21 32,974 33,532
Muconate
1113  cycloisomerase 5,55 5,58 40,189 41,314

Figura 16 - Spots com expressao aumentada no grupo teste.

0.8+ _ =
Spot 1144 os Spot1113 I
pl 5,21 04 pl 5,58 .
MW 33,532 ** MW 41,314 ' ﬂ
0
abecd 0- +—
1997 abecd
1464
e 74
T C

Fonte: Brito, 2012. O histograma feito com base na porcentagem do volume mostrou
um aumento na expressao do grupo teste (a e b) quando comparados com o grupo
controle (c e d). Abaixo a foto do spot e acima valores experimentais de pl e massa

molecular.
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6.7.5 Identificacdo de proteinas por espectrometria de massa

Um total de 138 proteinas foram excisadas dos geis de referéncia do grupo teste
(94 Spots) e do grupo controle (44 Spots) para digestdo com tripsina. As amostras que
foram aplicadas na placa MALDI resultaram em 118 arquivos (pkl). Utilizando a
ferramenta MASCOT foi possivel obter a identificacdo de 09 proteinas (tabela 4). Entre
estas 05 aumentaram a expressao no grupo teste. Por outro lado, utilizando a ferramenta
ProFound foi possivel identificar 76 proteinas, entres estas 49 aumentaram no grupo
teste (tabela 6) e 27 diminuiram (tabela 5).

Tabela 4 - Lista das proteinas de Burkholderia com expressdo diferenciada no grupo
teste identificadas por MS/MS. A busca foi feita no MASCOT restringindo o banco de
dados do SwissProt para o taxon “bacteria”. Foi levada em consideracdo a adicdo de
carboximetil como modificagdo fixa e oxidagdo da metionina como modificacdo

variavel. A tolerancia para MS e MS/MS foi de 1,2 e 0,6, respectivamente.

Expressao
Spot Score/ Expect/
Nome (Num. Acesso) no grupo
ID Massa  Matches
teste
Phenylalanyl--tRNA ligase operon leader
E2- yianyr IO 0P 22/1761  26+03/1  p_rontada
12 peptide (LPF2_ECOQO57)

1209 Bacteriocin lactocin-705 (LC70_LACPA)  45/3356 11/3 Aumentada

30S ribosomal protein S20
1210 45/9640 9,5/4 Aumentada
(RS20_CORAY7)

1247 60 kDa chaperonin (CH60_ACIBS) 85/57002 0.0011/5 Aumentada

I IVGMEDA operon leader peptide
1244 57/3426  0.61/3  Aumentada
(LPID_YERPE)

Probable msrA leader peptide 1.7e+03 / ]
1373 23/936 Reduzida
(LPMS_STAEP) 1

1392 50S ribosomal protein L1 ( RL1_BIFAQ) 41/24718 2715 Reduzida



57

1347  Antitoxin HigA-1 (HIGAL_VIBCH)  46/11698  8.8/4  Reduzida

50S ribosomal protein L19 _
1438 68/14635  0.05/6 Reduzida
(RL19_EHRRW)

As proteinas diferencialmente expressas em Burkholderia (com expressdo
aumentada no grupo teste) foram identificadas por PMF (tabela 6). A busca foi feita no
ProFound restringindo o banco de dados do NCBInr para o taxon “bacteria”. As
modifica¢des incluiram “lodoacetamide (Cys)” e oxidagdo da metionina. Como
demonstrado na tabela 6 encontramos uma catalase (manganese containing catalase)
com expressao aumentada no grupo teste. O aumento da expressdo de catalase € um
fendbmeno comum durante o catabolismo de PHAs. As proteinas com expressdo
aumentada no grupo teste foram: transportadores de membrana como a proteina
transportadora de oligopeptideo (OppA, partial) e a acriflavin resistance protein;
enzimas envolvidas na producéo de energia como A/G-specific adenine glycosylase e F-
type H+-transporting ATP synthase, A subunit. O aumento da expressdo destas
proteinas corrobora com as afirmacdes de Seo, Keum e Li (2009) sobre degradacao de
compostos aromaticos por bactérias. Um aumento na expressdo das enzimas
methionine-R-sulfoxide reductase (figura 17) e lig3 gene product (enzima de reparo)
também foi observado. Etienne (2003) afirma que as células que realizam metabolismo

oxidativo produzem catalase e metionina sulfoxido redutase contra as espécies reativas

Tabela 5 - Lista das proteinas de Burkholderia com expressao suprimida no grupo teste
identificadas por PMF. A busca foi feita no ProFound restringindo o banco de dados do
NCBInr para o taxon “bactéria". As modifica¢des incluiram “lodoacetamide (Cys)” e

oxidacao da metionina.

Cover.
ID Nome pl MW
%
hypothetical protein HMPREF0992 01009
1391 (gil331082965|) 8 45 26,6
1375 AMP-dependent synthetase and ligase (gi|312198854) 7 54 60,7

UDP-3-0-[3-hydroxymyristoyl] N-acetylglucosamine
1392 deacetylase (gi|301168491]) 8 6,2 33,8



1393
1360
1354
1347

1391
1375
1373
1381
1370
1366

1394
1407
1434
1433
1417
1425
1408

1379
1369
1455
1497
1541
1611
1613

hypothetical protein Desku_3164 (gi|333980513|)
ketoacyl synthase (gi|111218110|)

guanylate kinase (gi|332522905|)

Hypothetical protein (gi|21324576|)

hypothetical protein CLOSTASPAR_06700
(9i]225420355|)

hypothetical protein BRLA ¢15810 (gi|339007809|)
hypothetical protein CLOLEP_03956 (gi|160935080|)
unnamed protein product (gi|158314153)|)

unnamed protein product (gi|158314153|)

unnamed protein product (gi|158314153|)
hypothetical protein ECNC101_18254
(9i|1306814007|)

DNA-directed DNA polymerase (gi|253701103|)
putative phosphatase (gi|255655090|)

hypothetical protein GUU_03870 (gi|350546964|)
unnamed protein product (gi|158314153))

acriflavin resistance protein (gi|340778683|)
unnamed protein product (gi|158314153|)
hypothetical protein HMPREF9621 01005
(0i|1313837014))

uracil phosphoribosyltransferase (gi|157962397|)
putative thioredoxin (gi|297160796|)

hypothetical protein Sputw3181_ 2650 (gi|120599453|)
effux transporter (gi|l33864946|)

hypothetical protein SclaA2_32232 (gi|326445793|)
hypothetical protein Bcer98 3473 (gi|152977161|)

28
11
18
19

18
13
15
13
13
13

60
10

22
13
13
13

13
13
18
18

27
20

4,6
6,1
4,9
4,9

3,8
4,1
4,1
3,7
3,7
3,7

4.1
4.1
5,2
4.1
3,7
4,1
3,7

4,1
4,1
4,1
4,1
4,1
4,1
4,1
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8,8
24,3
23,8
11,7

41,0
34,6
27,1
13,6
13,6
13,6

34,5
45,6
28,9
46,6
13,6
20,2
13,6

16,2
22,6
15,0
21,8
46,6
45,0
46,2
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Tabela 6 - Lista de proteinas diferencialmente expressas em Burkholderia (com
expressdo aumentada no grupo teste) identificadas por PMF. A busca foi feita no
ProFound restringindo o banco de dados do NCBInr para o tdxon “bactéria". As

modificagdes incluiram “lodoacetamide (Cys)” e oxidacdo da metionina.

Cover.

ID Nome % pl MW
1067 OppA, partial (gi|365540202|) 27 10.4 9.65
1146 DNA-directed DNA polymerase (gi|325983092)|) 8 99 4913
1149 manganese containing catalase (gi|134300742|) 26 56 2161
1071 Lipoprotein (gi|288925211|) 5 7.8 4435
1088 acriflavin resistance protein (gi|91978658|) 4 6.7 11571

E3-77  methionine-R-sulfoxide reductase (gi|291614454) 9 42 1543

E3-80  cupin domain-containing protein (gi|294629878)) 17 6.3 14.68

E3-84  ATP-dependent RNA helicase RhIE (gi|167835963|) 8 79 4331

E3-86  hypothetical protein HMPREF0322_02724 (gi|361854616]) 16 6.2 2857

E3-88  cupin domain-containing protein (gi|294629878|) 17 6.3 14.68

inosine guanosine and xanthosine phosphorylase family

E3-91  protein (gi|l297566666|) 13 6.1 30.03

E3-92  inner membrane protein YeeR (gi|260888312|) 9 7.2 6336

E3-94  hypothetical protein SPP_0057 (gi|225855781|) 30 4.7 7.28

E3-95  hypothetical protein BCB4264_A2984 (gi|218235433)) 23 5.2 10.97

E4-59  hypothetical protein MEA186_30347 (gi|357029189)) 4 9.6 3053

E4-60  putative xylose-proton symporter (gi|333398394|) 5 93 5229

DItD protein for D-alanine esterification of lipoteichoic acid

E4-65  and wall teichoic acid (gi|16803011|) 5 9.0 4847

E4-66  A/G-specific adenine glycosylase (gi|170724079|) 6 7.2 39.88

E4-68  unnamed protein product (gi|258512665) 28 10.7 13.39

E4-69  hypothetical protein CBUD_A0033a (gi|209363631|) 52 9.7 4.08

E4-70  solute/DNA competence effector (gi|91793077) 14 9.6 25.55

dTDP-Rha:a-D-GIcNAc-diphosphoryl polyprenol, a-3-L-
E4-71  rhamnosyl transferase (gi|294673625|) 6 63 3212

E4-74  F-type H+-transporting ATP synthase, A subunit 8 56 3161



E4-77
E4-80
E4-81
E4-82
E4-83
E4-84
E4-85
E4-86
E4-87
E4-89
E4-90
E4-91
E4-94
E4-96
E5-C8
E5-C9
E5-C11
E5-C12
E5-D1
E5-D2
E5-D3
E5-D4
E5-D5
E5-D9
E5-D10
E5-D11

(01]189092253))

hypothetical protein BAPKO_0758 (gi|111115544])
unnamed protein product (gi|187477416|)

unnamed protein product (gi|294101977|)
ATP-dependent helicase Lhr (gi|333991755|)
AMP-dependent synthetase and ligase (gi|296123831|)
ricin B lectin (gi|361061956])

argininosuccinate lyase (gi|160877311|)

hypothetical protein Srot_0054 (gi|296392494))
unnamed protein product (gi|113477480|)

hypothetical protein CgS9114 14944 (gi|344043387)
30S ribosomal protein S6 (gi|320104414|)

putative type I11 secretion protein YscC (gi|163802024|)
DNA ligase (gi|338530816|)

hypothetical protein bmyco0003_24960 (gi|228997926|)
unnamed protein product (gi|146301196])

putative transcriptional regulator (gi|359824630)|)
Fe-hydrogenase, gamma subunit (gi|325261422|)
elongation factor P (gi|359440212)|)

hypothetical protein CLOHYLEM_04965 (gi|225568886])
type 111 effector Hrp-dependent outer (gi|330986436|)
tRNA(lle)-lysidine synthase (gi|361052252|)

sorbitol dehydrogenase (gi|300714984/)
siderophore-interacting protein (gi|314921985|)
hypothetical protein GCWU000182_01430 (gi|229826066|)
spore cortex-lytic enzyme (gi|256005192))

lig3 gene product (gi|21243148))
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Figura 17 - Spot 1208 com expressdo aumentada no grupo teste.
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Fonte: Brito, 2012. O histograma feito com base na porcentagem do volume mostrou
um aumento na expressao do grupo teste (a e b) quando comparados com o grupo
controle (c e d). A proteina foi identificada por PMF como sendo methionine-R-
sulfoxide reductase. A busca foi feita no ProFound restringindo o banco de dados do
NCBInr para o tdxon “bactéria". As modificacdes incluiram “lodoacetamide (Cys)” e
oxidacdo da metionina.Abaixo a foto do spot e acima valores experimentais de pl e

massa molecular.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que o isolado SMF 090 trata-
se da espécie Burkholderia sabiae que demonstrou a capacidade de tolerar e metabolizar
a gasolina comercial. As analises protedmicas revelaram que o isolado de Burkholderia
estudado possui enzimas de rotas metabdlicas ja descritas de compostos mono e
poliaromaticos encontrados na gasolina comercial, demonstrando a potencialidade de
SMF 090 ser utilizada na biorremediacdo. Vale ressaltar ainda que este estudo constitui
0 primeiro relato da existéncia de biomarcadores da via de degradacdo de gasolina em
B. sabiae utilizando uma abordagem protedmica.
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