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RESUMO

O processo de biodegradacao do petréleo em reservatérios pode resultar em mudancas
na composicao e propriedades fisico-quimicas de 6leos brutos e gases naturais, as quais
levam a diminuicao do teor de hidrocarbonetos saturados, produzindo 6leos mais pesados
e com baixo valor econbmico. O uso combinado de técnicas dependentes e
independentes de cultivo pode nos permitir um melhor entendimento acerca da
comunidade de micro-organismos que habita os reservatérios de petréleo, incluindo
aqueles responsaveis por esta biodegradacdo. O conhecimento sobre a composicao
microbiana, suas fungbes e interagdes com outros micro-organismos e com o ambiente
pode levar a definicdo de estratégias de monitoramento e/ou controle da biodegradacao
em reservatérios. Este estudo teve como finalidade avaliar a diversidade de micro-
organismos e genes envolvidos na degradacdo de hidrocarbonetos presentes em
amostras de petroleo provenientes de dois pogos terrestres da Bacia Potiguar (RN),
identificados como GMR75 (pogo biodegradado) e PTS1 (pogo nédo-biodegradado),
através da construcao de bibliotecas de genes catabdlicos (alcano monooxigenases - alk,
dioxigenases que hidroxilam anéis aromaticos — ARHDs e 6-oxocyclohex-1-ene-1-
carbonyl-CoA hidroxilase - bamA) e sequenciamento em larga escala de metagenoma e
metatranscriptoma de enriquecimentos microbianos aerdbios. Os resultados obervados
mostraram uma distribuicao diferencial dos genes catabdlicos entre os reservatorios,
sendo o 6leo biodegradado mais diverso para os genes alk e bamA. As sequéncias foram
semelhantes aos genes alkB dos géneros Geobacillus, Acinetobacter e Streptomyces, aos
genes ARHD dos géneros Pseudomonas e Burkholderia, e aos genes bamA do género
Syntrophus. A analise quantitativa dos genes catabdlicos de degradacdao de
hidrocarbonetos presentes e expressos nos enriguecimentos microbianos em diferentes
etapas da biodegradacdo do 6leo, através de PCR Tempo Real, demonstrou maior
atividade do gene que codifica a enzima dioxigenase nas comunidades microbianas
enriquecidas, e os resultados obtidos pela técnica de microarray sugeriram a existéncia
de novas sequéncias dos genes alk e ARHD provindas do reservatério de petréleo. As
andlises das sequéncias obtidas a partir do metagenoma e metatranscriptoma mostraram
que a comunidade bacteriana recuperada no enriquecimento aerébio é bastante diversa,
com predominéncia do Filo Actinobacteria, seguido de Proteobacteria. As sequéncias com
maior abundancia e niveis de expressao foram relacionadas aos genes que codificam as

proteinas ligase CoA de acido graxo de cadeia longa, envolvida na degradacao de
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compostos aromaticos; descarboxilase, envolvida com o ciclo do glioxilato, e o fator sigma
da RNA polimerase, envolvida com a regulacdo da resposta ao estresse oxidativo,
sugerindo uma adaptacao da comunidade microbiana as condigcdes do enriquecimento e
um processo inicial de biodegradacao dos hidrocarbonetos. Os resultados obtidos neste
trabalho fornecem dados inéditos sobre a diversidade de genes catabélicos e de membros
da comunidade microbiana potencialmente envolvidos com a degradacdo do éleo em

reservatorios de petréleo.
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ABSTRACT

The process of oil biodegradation in reservoirs may result in changes in the composition
and physico-chemical properties of crude oils and natural gases, which lead to the
decrease of the content of saturated hydrocarbons, producing heavy oils and with low
economic value. The combined use of both dependent and independet cultivation
techniqgues may allow us to better understand the microbial community inhabiting oil
reservoirs, including those microorganisms responsible for oil degradation. The knowledge
about the microorganisms, ther functions and interactions with other microorganisms and
the environment may lead to the definition of monitoring and/or control strategies of
biodegradation in oil reservoirs. This study aimed at evaluating the diversity of
microorganisms and genes involved in the degradation of hydrocarbons present in oil
samples from two onshore reservoirs at Potiguar Basin (RN), identified as GMR75
(biodegraded) and PTS1 (non- biodegraded), through the construction of catabolic gene
libraries (alkane monooxygenases - alk, aromatic ring hydroxylating dioxygenases —
ARHD and 6-oxocyclohex-1-ene-1-carbonyl-CoA hydroxylase - bamA) and highthroughput
sequencing of metagenome and metatranscriptome from aerobic microbial enrichments.
Results observed showed a differential distribution of catabolic genes between the
reservoirs, being the biodegraded oil more diverse for the alk and bamA genes. The
sequences were similar to alkB genes from Geobacillus, Acinetobacter and Streptomyces
genera, to the ARHD genes from Pseudomonas and Burkholderia genera, and to the
bamA genes from Syntrophus genus. Quantitative analysis of the hydrocarbon
degradation genes present and expressed in the microbial enrichments during the different
phases of oil biodegradation by Real-Time PCR showed that there was a higher activity of
dioxygenase enzymes in the enriched microbial communities and results from microarray
assays suggested the existence of new alk and ARHD gene sequences originated from
the oil reservoir. Metagenomic and metatranscriptomic analyses showed a highly diverse
bacterial community, dominated by the Phylum Actinobacteria, followed by Proteobacteria.
The most abundant and active sequences were affiliated to the Long-chain-fatty-acid-CoA
ligase protein, involved in the degradation of aromatic compounds; decarboxylase, which
is involved with the glyoxylate cycle, and RNA polymerase sigma factor, which is involved
in regulating the oxidative stress response, suggesting an adaptation of the microbial
community to the enrichment conditions and an initial process of biodegradation of

hydrocarbon compounds. The results obtained in this work bring innovative data on the
ix



diversity of catabolic genes and microbial community members potentially involved with oil

degradation in petroleum reservoirs.
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1. INTRODUCAO

A maioria dos recursos de petroleo da Terra esta parcialmente biodegradado,
limitando a exploracdo econémica de suas reservas e levando a problemas durante a sua
producdo e refino (ROLING et al., 2003). Os efeitos da biodegradacéo realizada por
microrganimos na composicao e propriedades fisico-quimicas de 6leos brutos e gases
naturais sao bem conhecidos, e levam a diminuicao do teor de hidrocarbonetos saturados
e do grau APl (American Petroleum Institute, indice que determina o valor econémico do
petréleo) e, ainda, ao aumento da densidade dos 6éleos, conteludo de enxofre, acidez,
viscosidade e conteudo de metais, os quais influenciam a producéo de 6leo, através da

reducao da velocidade de vazao e operacdes de refino (WHITE et al., 2003).

A expanséo da exploragao do petrdleo em novas fronteiras, como aguas profundas
no mar e ambientes articos, e os derrames aparentemente inevitaveis que ocorrem
durante operacoes de rotina e como consequéncia de acidentes graves, tém mantido um
alto interesse da pesquisa neste campo (ATLAS, 1981). O conhecimento dos micro-
organismos presentes em reservatorios de petréleo, e de suas propriedades fisiolégicas e
bioguimicas para o potencial de degradagdo de hidrocarbonetos, pode nos trazer

beneficios na exploracéao de petréleo.

A diversidade dos micro-organismos encontrados em amostras de petréleo
compreende grupos de bactérias e arquéias aerdbias, anaerdbias e microaerofilas,
sugerindo que muitos desses micro-organismos podem ter sido introduzidos nos
reservatorios de petrdleo por meio de infiltracdo de aguas superficiais, decorrente de
caracteristicas geolégicas locais ou dos sistemas de injecdo de agua para exploragao

(MAGOT et al., 2000).



O catabolismo de hidrocarbonetos foi considerado por muito tempo como um
processo estritamente dependente de oxigénio (HEIDER et al., 1999). Contudo, como
demonstrado nas ultimas décadas de pesquisa em microbiologia, determinados micro-
organismos sao capazes de metabolizar hidrocarbonetos sob condi¢des anaerdbicas. Na
auséncia de oxigénio como aceptor final de elétron, a conservagao de energia pode ser
realizada pela respiragdo anaerdbica com nitrato, ion férrico ou sulfato. Sendo assim, toda
linhagem anaerdbica degradadora de hidrocarboneto é desnitrificante, redutora de ion

férrico ou redutora de sulfato (VAN HAMME et al., 2003).

Com a rapida expansao no campo da biologia molecular, métodos independentes
de isolamento e cultivo passaram a ser utilizados para avaliar o perfil da comunidade de
micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos, representando uma ferramenta
importante para caracterizagdo da diversidade microbiana associada a reservatorios de
petréleo, e permitiram obter informacdes detalhadas sobre a composicao dessas
comunidades e seu envolvimento nos processos de biodegradagédo deste 6leo (AN et al.,

2013).

Estudos dessa natureza podem levar a identificagdo de novos micro-organismos
ou novas vias metabodlicas com papel relevante na biodegradacao de hidrocarbonetos do
petréleo, contribuindo para o melhor conhecimento dos processos biogeoquimicos
envolvidos com a deterioragdo do éleo in situ e oferecendo potencial para o delineamento
de estratégias de recuperacdo de Oleos degradados ou biorremediagdo de sitios

contaminados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Petrdleo

Aproximadamente 80-90% da producédo de energia global é representada pelos
combustiveis fésseis (6leo e gas) (GRAUS et al., 2011). A utilizacdo do petréleo tem
aumentado devido a grande demanda de energia causada pelo crescimento populacional
no mundo, maturidade dos reservatérios de petréleo e a dificuldade em encontrar novos
campos de petréleo (LI et al., 2012).

O petréleo é uma combinacdo complexa de hidrocarbonetos, composta na sua
maioria de hidrocarbonetos alifaticos, aliciclicos e aromaticos, podendo conter também
alguns constituintes como niquel e vanadio (VAN HAMME et al., 2003). Hidrocarbonetos
sdo compostos formados por carbono e hidrogénio e podem ser classificados quanto a
sua estrutura em ciclicos ou alifaticos (alcanos, alcenos, alcinos) e aromaticos
(benzénicos e policiclicos) (HEIDER et al., 1999). Os hidrocarbonetos aromaticos sao
constituidos por um anel benzénico como parte de sua estrutura molecular. Os dois
principais grupos de hidrocarbonetos aromaticos sdo 0s compostos monociclicos
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), tais como naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno e benzopireno (HOLLIGER,;
ZEHNDERT, 1996).

A composicao do petrdleo também € descrita em termos da propor¢do de (1)
hidrocarbonetos saturados, como os alcanos (compostos de carbono e hidrogénio unidos
por ligacdes simples), os isoalcanos e cicloalcanos, (2) hidrocarbonetos aromaticos e (3)
compostos nao hidrocarbonetos contendo oxigénio, nitrogénio, e enxofre (MAGOT, 2005).
Os n-alcanos com menos de 5 atomos de carbono sdo gasosos em condi¢cdes de
temperatura e pressdo normais, enquanto aqueles que possuem de 5 a 15 atomos sao

liquidos e os com mais de 15 atomos variam de liquidos a sélidos. Os hidrocarbonetos

3



aromaticos sdo compostos que apresentam o anel aromatico (benzeno), aqueles com
mais de um anel sdo chamados de HPAs, como o naftaleno (2 anéis), o fenantreno (3
anéis), o pireno (4 anéis) e o benzopireno (5 anéis). O tolueno, com apenas um nucleo
benzénico, € o composto aromatico mais comum no petréleo, seguido pelo xileno e
benzeno. Finalmente, os nao hidrocarbonetos sdo compostos que possuem outros
elementos além do carbono e hidrogénio, denominados heterodtomos. As resinas e
asfaltenos sdo exemplos deste grupo, apresentam alto peso molecular e sdo pouco

sollveis em solventes organicos (Petroleum Geoscience Technology - www.pgt.com.br).

O petroleo rico em hidrocarbonetos saturados e com menor propor¢cao de
compostos polares € considerado “leve” e possui maior valor econdmico. Os 6bleos
pesados, que resultam da biodegradacao do 6leo bruto em reservatérios de petroleo,
possuem uma quantidade muito menor de hidrocarbonetos saturados e aromaticos, e
uma maior proporcao das substancias quimicas mais polares, as resinas e asfaltenos
(HEAD et al., 2006). Além disso, sdo mais densos e viscosos, 0 que interfere nas
operacdes de extracdo e refino, resultando em grandes perdas econdmicas para a
industria de petréleo (CONNAN et al., 1984).

No Brasil, a Bacia Potiguar esta localizada na regido nordeste entre os estados do
Rio Grande do Norte e Ceara (Figura 1), com uma area de aproximadamente 70.000 km?,
sendo que 30% de sua superficie estao localizados na porgao terrestre e o restante se
estende para o mar, alcangando uma profundidade maior que 2000 m (BEHAR et al,,
2006). A bacia produziu em 2013 em torno de 62.000 barris de petrdleo por dia,
constituindo a terceira maior produtora brasileira de petroleo (Boletim da Producédo de
Petréleo e Gas Natural, Marco 2013, SDP, Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e

Biocombustiveis).


http://www.pgt.com.br/

Figura 1. Area dos pogos da Bacia Potiguar (RN). A &rea mais clara da figura representa a regiao

de localizagao dos campos petroliferos terrestres.

2.2. Microbiologia do Petroleo

Bastin (1926) foi o primeiro pesquisador a estudar bactérias oriundas de aguas de
producdo de um reservatério de petroleo, isolando bactérias sulfato redutoras. Desde
entdo, uma ampla gama de bactérias tem sido isolada deste ambiente considerado
inéspito, com condigdes extremas como alta temperatura, pressao, salinidade e anodxia.
Contudo, existe uma controvérsia na comunidade académica sobre o isolamento de
bactérias nativas e contaminantes dos reservatérios de petréleo, sustentada pela dificil
amostragem em condicdes totais de assepsia nos reservatérios profundos (MAGOT,
2005). Neste contexto, bactérias isoladas nos reservatorios de petroleo poderiam ser
contaminantes introduzidos nas operacoes de perfuragcdo para a recuperagao das
amostras, bactérias de biofilmes das tubulagdes ou pela pratica de injecdo de aguas
superficiais, realizada para manter a pressao do reservatério, o que poderia levar a
identificacao equivocada de espécies nativas dos reservatérios (FOGHT, 2010).

Pesquisas realizadas sobre a microbiologia de reservatorios de petréleo tém
evidenciado que parte da comunidade microbiana associada a este tipo de ambiente é

representada por bactérias e arquéias com uma distribuicdo geogréfica bastante ampla,



com uma grande variedade de micro-organismos isolados e/ou identificados, incluindo
alguns grupos aerdbios, como, por exemplo, os géneros Bacillus, Halomonas e
Acinetobacter (SETTE et al., 2007; ORPHAN et al., 2000), anaerébios facultativos dos
géneros Deferribacter e Flexistipes (GREENE et al., 1997), redutores de sulfato do género
Desulfovibrio e Desulfobacter (KLEIKEMPER et al., 2002), metanogénicos, como 0s
géneros Methanothermococcus e Methanocalculus (TAKAI et al., 2002; YOSHIDA et al.,
2003) e fermentativos.

Contudo, apesar do grande numero de trabalhos realizados visando isolar e
identificar essa ampla variedade de micro-organismos, as fun¢cées desempenhadas pelos
membros desta comunidade nos reservatérios de petréleo ainda sado pouco
compreendidas. Os micro-organismos presentes neste ambiente podem representar um
impacto ambiental que pode ser tanto positivo quanto negativo no processo de extracado
do petréleo. Dentre os impactos negativos estdo o aumento da densidade dos 6leos,
conteudo de enxofre, acidez, viscosidade e conteudo de metais, além da formacao de
biofilmes, os quais influenciam negativamente a producao de éleo, através da reducao da
velocidade de vazdo e operagdes de refino (OLLIVER; MAGOT, 2005; WHITE et al.,
2003). Por outro lado, o impacto positivo desta comunidade pode residir na utilizagdo de
micro-organismos biodegradadores em processos de bioremediacdo, bioconversao e na
recuperacao do petrdleo (MEOR - Microbial Enhancement Oil Recovery) (YOUSSEF et al.
2009). Claramente, existe a necessidade de mais informacdes sobre as atividades in situ
desempenhadas por esses micro-organismos a fim de entender e melhor aproveitar os
processos envolvidos na biodegradagao do petréleo.

O processo de biodegradacao pode ocorrer tanto sob condicbes aerébias como
anaerobias. O processo de biodegradagdo aerébio foi, por muito tempo, considerado o

unico mecanismo de biodegradacao nos reservatorios de petréleo, com o metabolismo



aerdbio usando o oxigénio transportado pelas aguas meteéricas como aceptor final de
elétrons. O processo aerébio de biodegradacao de hidrocarbonetos é geralmente rapido o
suficiente para ser observado em um curto periodo de tempo (HEAD et al., 2006).
Contudo, um grupo de pesquisadores isolou e identificou varios micro-organismos em
reservatorios de petréleo, e identificou mecanismos anaerébios de biodegradacao de
hidrocarbonetos, sugerindo que estes micro-organismos anaerdbios poderiam ser 0s
responsaveis pela biodegradacdo (AITKEN et al., 2004). Os micro-organismos na
auséncia de oxigénio poderiam utilizar uma grande variedade de compostos como
aceptores finais de elétrons e mecanismos de respira¢ao, incluindo a reducéo de ferro, de

sulfato, de nitrato, fermentagdo e metanogénese (HEIDER et al., 1999).

Entre o0s micro-organismos anaerobios envolvidos com a degradagdo de
hidrocarbonetos existem dois grupos principais: os anaerébios facultativos (redutores de
ferro, manganés e nitrogénio) e os anaerdbios estritos (redutores de sulfato e
metanogénicos). As bactérias redutoras de sulfato (SRB) sdo geralmente encontradas em
ambientes contaminados com hidrocarbonetos (tolueno, benzeno, xileno e alcanos) e

utilizam &cidos orgénicos como fonte de carbono (KLEIKEMPER et al., 2002).

2.3. Genes Envolvidos no Processo de Biodegradacao Aerobio e Anaerobio

Micro-organismos com capacidade de degradar alcanos estdo amplamente
distribuidos no ambiente e tém sido isolados de locais contaminados ou nao com
hidrocarbonetos (MARCHANT et al.,, 2006). Os organismos superiores podem oxidar
parcialmente alguns hidrocarbonetos, ao passo que micro-organismos podem degradar
completamente hidrocarbonetos da maioria das classes, incluindo alcanos, alcenos,

alcinos e aromaticos. Tal degradacdo pode ocorrer aerobicamente com oxigénio, ou



anaerobicamente com nitrato, ion férrico, sulfato ou outros aceptores de elétrons

(WIDDEL; MUSAT, 2010).

Os mecanismos enzimaticos envolvidos na degradacdo aerbbia de
hidrocarbonetos por bactérias tém sido extensivamente estudados por varias décadas
(BOLL; HEIDER, 2010). Os genes que codificam as enzimas de degradacdo estao
relativamente bem compreendidos para organismos aerébios e cultivaveis, principalmente
para os isolados de Pseudomonas putida GPo1, Acinetobacter sp. ADP1 e
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (VAN BEILEN; FUNHOOFF, 2007; WENTZEL et al.,
2007). Muitos organismos que nao sdo usualmente considerados como bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos possuem genes homoélogos aos genes alcano
monoxigenases (HEAD et al., 2006). van Beilen et al. (2003) verificaram que Burkholderia
mallei, Burkholderia pseudomallei, Burkholderia fungorum, Pseudomonas aeruginosa,
Legionella  pneumophila, = Mycobacterium  tuberculosis, = Mycobacterium  bovis,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium avium e Silicibacter pomeroyi contém genes
homdlogos a alcano monoxigenases, sendo que, em muitas destas espécies, a proteina

codificada é uma enzima funcional.

2.3.1. Alcano Monoxigenases - alk

Em organismos aerdbicos, o ataque inicial de hidrocarbonetos sempre requer a
molécula de oxigénio como um co-substrato (HEIDER et al., 1999; ROJO, 2009). Na
maioria das vias de degradacdo descritas, o substrato n-alcano é oxidado ao
correspondente alcool por uma enzima monoxigenase terminal, em seguida, o alcool é
oxidado ao aldeido correspondente, e transformado em um &acido graxo (VAN HAMME et
al., 2003). Os é&cidos graxos sao conjugados a CoA e posteriormente processados pela B—

oxidacao para gerar Acetil-CoA (WENTZEL et al., 2007).



O sistema alcano hidroxilase consiste de trés componentes: a alcano hidroxilase
(monoxigenase), rubredoxina e rubredoxina redutase. A alcano hidroxilase esta localizada
na membrana citoplasmatica e tem como funcao a transferéncia de um atomo de oxigénio
da molécula de oxigénio para o substrato alcano. A rubredoxina redutase transfere
elétrons de NADH para a rubredoxina, a qual por sua vez, transfere os elétrons para o
componente catalitico, alcano hidroxilase (VAN HAMME et al., 2003).

A via de degradacao de n-alcanos de cadeia média (Cs a C12) € extensivamente
caracterizada para a bactéria gram-negativa Pseudomonas putida Gpo1. Esta linhagem
carrega o plasmideo OCT, o qual possui dois operons. O operon alkBFGHJKL codifica
dois componentes do sistema alcano hidroxilase e enzimas envolvidas na via metabdlica.
Os produtos destes genes alk incluem uma alcano hidroxilase (AlkB), rubredoxinas (AlkF
e AIkG), aldeido desidrogenase (AlkH), alcool desidrogenase (Alkd), acil-CoA sintase
(AIkK), e uma proteina de membrana externa provavelmente envolvida na captagao do
hidrocarboneto (AlkL). O outro operon alkST codifica um terceiro componente do sistema
alcano hidroxilase, a rubredoxina redutase (AlkT), e um regulador positivo da expressao
do operon alkBFGHJKL (AIkS) (CANOSA et al., 1999; VAN BEILEN et al., 2001), como

mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Via de degradagao de n-alcanos de cadeia média, mostrando a localizagéo e fungdes

dos genes envolvidos no sistema alcano hidroxilase. Fonte: VAN HAMME et al. (2003).

A proteina reguladora, AIkS, na presenca de alcano, ativa o promotor PalkB do
operon alkBFGHIKL. Uma vantagem do mecanismo de feedback positivo na via alk é que
ele promove uma rapida indugéo, assim como o rapido desligamento, quando os alcanos
sao consumidos (CANOSA et al., 2000). Sendo assim, Pseudomonas putida necessita de
baixo nivel de expressao do gene alkS para induzir a via para a degradacgao de alcanos. A
expressao do sistema alcano hidroxilase é regulada em fung¢édo da fonte de carbono, ja
que mesmo quando presente em alto nivel, AIkS é incapaz de ativar a transcricdo na
auséncia de um indutor apropriado, inibindo em nivel transcricional a expressdo dos

genes envolvidos na degradagao de alcanos (STAIJEN et al., 1999; CANOSA et al., 1999;
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DINAMARCA et al., 2003). O plasmideo OCT permite a P. putida utilizar alcanos como
Unica fonte de energia e carbono (VAN BEILEN et al., 2001).

A organizagao dos genes envolvidos na oxidagdo de alcanos varia entre diferentes
bactérias degradadoras, sendo que quase todas pertencem as classes a-, B-, y-
Proteobacteria e Actinobacteria (VAN BEILEN et al., 2003; COLEMAN et al., 2006).
Foram descobertos como degradadores de alcanos isolados de Bacillus, Geobacillus (filo
Firmicutes) e Thermus (filo Deinococcus-Thermus) (MARCHANT et al., 2006; MEINTANIS
et al.,, 2006), e Flavobacteria e Sphingobacteria (filo Bacteroidetes-Chlorobi) foram
encontrados em ambientes contaminados com 6leo (BRAKSTAD; LODENG, 2005). Entre
os eucariotos, muitos fungos e leveduras, e algumas algas, sdo conhecidos por
degradarem estes hidrocarbonetos (VAN BEILEN et al., 2003).

Genes que estao estritamente relacionados ao gene alcano hidroxilase (alkB) de
P. putida GPo1 tém sido detectados em grande parte da comunidade microbiana (VAN
BEILEN et al., 2003, VAN BEILEN; FUNHOFF, 2005). Os genes alkB foram encontrados
em varias bactérias que habitam ambientes diversos, incluindo sedimentos no Alasca
(SOTSKY et al.,, 1994), solos contaminados (KNAEBEL; CRAWFORD, 1995), locais
contaminados com oOleo (GUO et al., 1997), aquiferos superficiais (STAPLETON;
SAYLER, 1998) e solos do Artico e da Antartica (WHYTE et al., 2002; KUHN et al., 2009;
YERGEAU et al., 2009; PANICKER et al., 2010; BELL et al., 2013).

A organizagdo dos genes alk em Acinetobacter sp. ADP1 é completamente
diferente. Eles ndo estado contidos em um grande operon e nem agrupados ou localizados
em um plasmideo, mas ocorrem em uma aparente desordem no cromossomo de
Acinetobacter (GRALTON et al., 1997). Acinetobacter sp. ADP1 é capaz de usar alcanos
de cadeia longa com pelo menos 12 atomos de carbono como unica fonte de carbono e

energia. Isto requer pelo menos 5 genes essenciais: rubAB, que codifica rubredoxina e
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rubredoxina redutase; alkM, que codifica a alcano hidroxilase; alkR, que codifica uma
proteina com similaridade a um regulador transcricional e xcpR, o qual é parte da via geral
de secrecao (RATAJCZAK et al., 1998).

As alcano monoxigenases ja tiveram seu sistema genético decifrado em uma
grande variedade de bactérias, incluindo bactérias gram positivas e negativas como:
Rhodococcus erythropolis NRRL B-16531, Rhodococcus sp. Q15, Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, Pseudomonas putida GPo1, Acinetobacter sp. ADP1 e Acinetobacter
sp. M-1 (WATKINSON; MORGAN, 1990; VAN BEILEN et al., 2002).

Ishige et al. (2000) encontraram uma proteina aldeido desidrogenase de cadeia
longa na fragao soltvel de células de Acinetobacter linhagem M-1 crescidas em n-alcano.
Esta proteina é codificada pelo gene cromossomal ald7. Os autores mostraram, através
de analises genéticas e bioquimicas, que essa proteina desempenha um papel
significativo tanto no crescimento destas bactérias em n-alcanos, quanto na formacao de
esteres em Acinetobacter sp. linhagem M-1.

Foram descobertos em Geobacillus sp. isolado de reservatério de petrdleo dois
sistemas de degradacdo de alcanos de cadeia longa utilizando uma monoxigenase
soluvel (soluble monooxygenase - LadA) (FENG et al., 2007; ROJO, 2009), e uma
monoxigenase ligada a flavina (flavin-binding monooxigenase - AImA) em Acinetobacter
venetianus isolado de uma cultura mista com capacidade de crescer em alcanos de
cadeia longa (THRONE-HOLST et al., 2006; AMOURIC et al., 2009). Os estudos indicam
gue novas alcano hidroxilases ainda ndo foram identificadas e que poderiam incluir novas
funcdes que ainda sdo desconhecidas, mas que sdo importantes para o metabolismo
microbiano (ROJO, 2009).

Adicionalmente ao sistema AIkB, duas classes de enzimas de oxidacao de n-

alcanos nao relacionadas com as alcano hidroxilases tém sido reportadas em bactérias. A
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primeira classe € constituida pelas enzimas relacionadas a citocromo P450 (como
CYP153), e a segunda corresponde a uma classe de alcano hidroxilases particuladas
(pAHs). Esta ultima permite a um amplo grupo de Proteobacteria e Actinomycetales
crescer em alcanos de C5 a C16 (HEISS-BLANQUET et al., 2005; VAN BEILEN;

FUNHOLFF, 2007).

2.3.2 Dioxigenases que Hidroxilam Anéis Aromaticos (ARHDs)

Os hidrocarbonetos aromaticos, assim como os alifaticos, sado utilizados como
fonte de carbono e energia por diversos micro-organismos que, ao longo da evolugéo,
adaptaram suas habilidades de crescimento nesses substratos. O metabolismo bacteriano
de hidrocarbonetos aromaticos abrange uma grande variedade de vias periféricas que
ativam substratos estruturalmente diversos em um ndmero limitado de intermediarios
comuns sendo, em seguida, clivados e processados por poucas vias centrais ao
metabolismo da célula (CARMONA et al.,, 2009). O processo de degradagdo de
compostos aromaticos resulta na producao de succinato, acetil-CoA, acido piravico, acido
acético e aldeidos, todos eles utilizados por micro-organismos na sintese de constituintes
celulares e energia, e com os subprodutos dessas reacées sendo CO- e agua (MISHRA
et al., 2001). O mecanismo que permite as bactérias degradar membros especificos da
grande diversidade de compostos aromaticos tem sido estudado em varios isolados
bacterianos pertencentes aos filos Proteobacteria e Actinobacteria (BRENNEROVA et al.,
2009).

A degradagcdo de hidrocarbonetos aromaticos por bactérias, sob condi¢coes
aerdbicas, comeca com a adi¢cdo da molécula de oxigénio ao anel aromatico pela enzima
dioxigenase (Figura 3). Estas enzimas pertencem a uma grande familia conhecida como

dioxigenases que hidroxilam anéis aromaticos (Aromatic Ring Hydroxylating Dioxigenases
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- ARHD). Todos o0s membros dessa familia possuem uma ou duas proteinas
transportadoras de elétron, dependendo do substrato e da origem da enzima (GIBSON;
PARALES, 2000). ARHD como benzoato, naftaleno, bifenilo, tolueno e benzeno
dioxigenases sdao complexos enzimaticos formados por trés ou quatro subunidades
protéicas. Estes complexos catalisam uma reagdo redox na qual dois oxigénios
moleculares sdo incorporados ao anel aromatico do substrato a custa da oxidagdo de

NADH (GIBSON; PARALES, 2000).
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Figura 3. Via genérica de degradacdo aerdbia de hidrocarbonetos aromaticos pela enzima

dioxigenase. Fonte: DIAZ et al. (2004).

Até 2001, as dioxigenases multicomponentes foram classificadas de acordo com o

Sistema de Classificacao de Batie em 3 diferentes grupos, levando-se em consideracao o
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numero de constituintes do complexo enzimatico e a natureza dos centros cataliticos de
oxi-reducdao (BATIE et al., 1991). Esse método de classificacdo foi baseado nas
dioxigenases que possuiam o centro catalitico Rieske e um ferro mononuclear. Porém, a
classificagao através do transporte de elétrons ndo se mostrou eficaz para a organizagao
dos novos grupos de oxigenases caracterizados e identificados. Desse modo, Nam et al.
(2001) propuseram um novo sistema de classificacdo baseado na homologia das
sequéncias de aminodacidos do componente terminal das oxigenases, que € a regiao que
apresenta a atividade enzimatica da proteina e reflete uma relacao filogenética entre as
enzimas. Na nova classificagcao, os autores encontraram 4 grupos distintos dentre as 54
dioxigenases analisadas, sendo o grupo | composto por oxigenases que possuem apenas
uma subunidade a, enquanto que os grupos I, lll e IV s&o formados por oxigenases com
duas subunidades, a e (. As dioxigenases do grupo |l sdo as benzoato e toluato
dioxigenases, as do grupo lll sdo a naftaleno e as HPAs dioxigenases e as do grupo IV
sao dioxigenases que degradam moléculas de benzeno, tolueno e bifenilo (NAM et al.,
2001).

Enzimas que pertencem a mesma familia de dioxigenase evoluiram de um unico
ancestral comum para adquirir uma nova fungdo catabdlica através de varios eventos
genéticos, como transferéncia génica horizontal, dada por plasmideos conjugativos,
plasmideos integrativos e transposons, recombinac¢do, duplicacdo, mutacdo pontual
multipla, delecédo e integragcdo génica (HARTNETT et al., 1990; HARAYAMA et al., 1991;
NOJIRI et al., 2004; SPRINGAEL; TOP, 2004). Na natureza, a aquisicao de genes pela
transferéncia génica horizontal é uma das principais formas de evolucdo constante dos
micro-organismos para a degradacdo de diversos substratos através de novas vias

metabdlicas.
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Chadhain et al. (2006) avaliaram a degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos,
como naftaleno, fenantreno e pireno, em uma série de experimentos de enriquecimentos.
Para tal, os autores desenvolveram primers tendo como alvo o conservado centro Rieske
da dioxigenase que oxida os HPAs estudados. Os resultados sugerem que ambientes
contaminados podem abrigar uma ampla diversidade do perfil de genes funcionais
durante a biodegradacao de uma variedade de HPAs.

Flocco et al. (2009) analisaram a ocorréncia e a diversidade do gene naftaleno
dioxigenase no solo da Antartica. Os genes foram amplificados pela técnica de nested-
PCR, analisados por DGGE e quantificados por PCR em tempo real. Uma anélise
filogenética das sequéncias mostrou uma grande homologia com o gene naftaleno
dioxigenase de Pseudomonas (nahAc) e com elementos genéticos méveis relacionados.
Os resultados sugerem que existe uma microdiversidade de genes relacionados com o
nahAc na comunidade microbiana dos solos da Antartica e que a sua relativa abundancia
aumentou em resposta a fontes antropogénicas de poluigao.

Recentemente, genes que codificam dioxigenases foram encontrados em varias
bactérias que habitam ambientes diversos, incluindo reservatoérios de petroleo (VERDE et
al., 2013), solos de praia e sedimentos profundos contaminados com 6leo (LAMENDELLA
et al., 2014; MASON et al., 2012), detritos em canos de petréleo (JOSHI et al., 2014),
lodos ativados (FANG et al., 2013; SILVA et al., 2013) e solos do Artico (YERGEAU et al.,
2012).

2.3.3. 6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA Hidroxilase — bamA

Como demonstrado nas Ultimas décadas de pesquisa em microbiologia do
petréleo, determinados micro-organismos sdo capazes de metabolizar hidrocarbonetos
sob condicbes anaerbbicas. Os hidrocarbonetos que podem ser degradados

anaerobicamente incluem alcanos e alcenos alifaticos com cadeias de tamanho de 6 a 20
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atomos de carbono, alcilbenzenos monociclicos, tais como tolueno, etilbenzeno,
propilbenzeno, isémeros de xileno e etiltolueno, assim como benzeno e naftaleno
(HEIDER et al., 1999). Na auséncia de oxigénio como aceptor final de elétron, a
conservagao de energia pode ser realizada pela respiracdo anaerébica com nitrato, ion
férrico ou sulfato. Sendo assim, toda linhagem anaerébica degradadora de hidrocarboneto
€ desnitrificante, redutora de ion férrico ou redutora de sulfato (HEIDER et al., 1999; VAN
HAMME et al., 2003).

O crescimento dos micro-organismos anaerébios e a taxa de biodegradacao é
significativamente mais baixa em comparagcdo com bactérias degradadores aerdbias
(WENTZEL et al., 2007). As bactérias anaerdbias mais intensamente estudadas, por seu
consideravel rapido crescimento e rendimento no laboratério, sdo as espécies
desnitrificantes Thauera aromatica K172 e Aromatoleum aromaticum EbN1. O novo
género proposto por Woéhlbrand et al. (2007), “Aromatoleum”, compreende desnitrificantes
de vida livre com notaveis capacidades de degradacdo, distintos dos géneros
relacionados Thauera e Azoarcus (HEIDER; RABUS, 2008).

O tolueno tem sido o hidrocarboneto mais estudado com respeito a caracterizagao
genética e enzimatica das bactérias desnitrificantes Azoarcus sp. linhagem T, Thauera
aromatica linhagem K172 e Thauera sp. linhagem T1 (ACHONG et al., 2001; BELLER et
al., 1999; COSCHIGANO et al., 2000; HERMUTH et al., 2002; LEUTHNER et al., 1998).
Na via proposta, a adicdo do fumarato ao tolueno para a formacgao de benzilsuccinato é
mediada pela enzima benzilsuccinato sintase. Uma série de reag¢des de -oxidacao ocorre
para converter o benzilsuccinato para benzil-CoA, o qual é o intermediario central na
degradacao anaerobica de compostos aromaticos (BELLER; SPORMANN, 1998).

O gene que codifica a 6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil CoA hidrolase (bamA) tem

sido utilizado para a detecgdo de uma ampla gama de micro-organismos anaerébios que
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degradam hidrocarbonetos (KUNTZE et al., 2008). A 6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA
hidroxilase faz parte da via de degradacado benzoil-CoA, pela qual a maioria dos
substratos aromaticos (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno, Xileno - BTEX e também outros
compostos aromaticos) € degradada (STAATS et al., 2011) (Figura 4). Kuntze e colegas
(2008) analisaram sequéncias do gene bamA e desenharam primers degenerados para a
amplificacao deste gene. Os autores observaram que esse gene é altamente conservado
em todas as bactérias anaerébias estudadas que usam substratos aromaticos para o seu

crescimento.
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Figura 4. Via Benzoil-CoA de degradacdo anaerobia de compostos aromaticos. A reacéo
evidenciada pelo quadrado é catalisada pela enzima 6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA
hidroxilase. Fonte: KUNTZE et al. (2008).

Staats e colaboradores (2011) estudaram a diversidade e distribuicao de bactérias
anaerobias que degradam hidrocarbonetos em aquiferos no periodo de 1999 e 2004
utilizando a técnica de PCR com os primers para os genes bssA e bamA. Os autores
encontraram o gene bssA em numeros de copias 10 vezes menor, dos quais somente
uma pequena fracao foi relacionada aos genes da bactéria redutora de ferro Georgfuchsia
toluolica, que cresce apenas na presenca de monoaromaticos como o tolueno e o
etilbenzeno. Ja com relacdo ao gene bamA, as sequéncias relacionadas a familia
Geobacteraceae foram dominantes. Os autores sugerem que Georgfuchsia spp. possuem

um papel fundamental na degradacao de alquilbenzenos, enquato as bactérias da familia
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Geobacteraceae estao envolvidas na degradacdo de compostos aromaticos diferentes

gue o tolueno e o xileno.

2.4. Métodos moleculares no estudo da diversidade de micro-organismos

degradadores de hidrocarbonetos

Visando o entendimento das vias aerdbia e anaerdbia de degradagdo em bactérias
que utilizam os hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia, técnicas tradicionais de
microbiologia tém sido amplamante adotadas, como métodos baseados em cultivo e

andlises das caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e fisiolégicas.

Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas e tenham permitido a
recuperacao in vitro de um numero crescente de micro-organismos ainda ndo cultivados
(LEADBETTER, 2003), o conhecimento sobre sua ecologia permanece insuficiente para
cultivar a maioria deles. Sabe-se que apenas uma pequena fracdo da diversidade
microbiana na natureza, em torno de 1 a 10%, pode ser hoje cultivada em laboratério
(AMANN et al., 1995; HUGENHOLTZ et al., 1998). Além disso, uma s6 espécie de micro-
organismo nao € capaz de degradar uma variedade de hidrocarbonetos presentes no
petréleo, sendo necessaria a atuagdo de um grupo de microbianos que possua uma
ampla diversidade enzimatica capaz de agir sobre os hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos (OKERENTUNGBA; EZERONYE, 2003; KANALY; HARAYAMA, 2000). Neste
contexto, tornam-se evidentes as limitagdes impostas pelo uso isolado de culturas puras

nos estudos de biodegradacao.

Com a rapida expansao no campo da biologia molecular, métodos para avaliar o
perfil da comunidade de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos passaram a
ser utilizados, como as técnicas de bibliotecas de genes RNAr 16S, ARDRA (Amplified

ribosomal DNA restriction analysis), RISA (Ribosomal intergenic spacer analysis), DGGE
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(Denaturing gradient gel electrophoresis), TGGE (temperature gradient gel
electrophoresis), T-RFLP (Terminal-restriction fragment length polymorphism), FISH
(Fluorescent in situ hybridization), PCR Multiplex e em tempo real, SIP (Stable Isotope
Probing), e DNA microarray (BELLER et al., 2002; BALDWIN et al., 2003; BONCH-
OSMOLOVSKAYA et al., 2003; RHEE et al., 2004; SETTE et al., 2007; MALIK et al.,
2008; BELL et al., 2011). A utilizagdo destas metodologias vem permitindo uma avaliagdo
mais ampla e precisa da diversidade microbiana no ambiente e a descoberta de novos
grupos de organismos, nunca antes cultivados (GIOVANNONI et al., 1990; AMANN et al.,
1995; HUGENHOLTZ et al., 1998a).

A utilizacdo de plataformas de sequenciamento de segunda geracdo, como o
pirosequenciamento — 454 GS FLX (Roche) ou Genome Analyser (lllumina) tem atraido a
atencdo por ser uma poderosa ferramenta de investigacdo em nivel taxonébmico e
funcional, gerando um grande numero de sequéncias a custo relativamente baixo e
permitindo a detec¢do e quantificacdo de milhares de genes, mesmo em baixa
abundéancia (DEGNAN; OCHMAN, 2012).

Os genomas da comunidade microbiana total, chamados coletivamente de
metagenoma (HANDELSMAN et al., 1998), possuem muito mais informacao genética do
que aquela observada na diversidade microbiana cultivada. O estudo dos micro-
organismos, suas fungbes e interacbes entre si e com o ambiente, através das
informagdes obtidas a partir de seus genomas é chamado de Gendémica Ambiental ou
Metagendmica. Esta area de pesquisa relativamente nova permite o estudo genémico e
acesso ao potencial metabdlico de organismos ainda nédo cultivados no laboratério.

As técnicas desenvolvidas para a analise de acidos nucléicos, DNA e RNA,
extraidos de populagées microbianas mistas e usados em diferentes estratégias

moleculares a fim de determinar a complexidade da comunidade, quantificar e identificar
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membros na populagdo nos permite estudar a diversidade microbiana em um nivel
diferente, o nivel genético. A analise do DNA fornece informagédo sobre a composigao de
espécies de comunidades microbianas, e a analise do RNA pode revelar a atividade
metabdlica ou “funcao” de populagbes microbianas particulares (MALIK et al., 2008). No
caso de comunidades microbianas biodegradadoras, a abordagem metagendmica
constitui-se como uma excelente ferramenta para a descoberta de novas vias catabdlicas,
principalmente de micro-organismos fastidiosos ou ainda n&o-cultivados, ou mesmo
daqueles que vivem em consorcios e nao podem ser recuperados isoladamente.

Muitos pesquisadores vém utilizando o metagenoma para estudar a comunidade
microbiana em muitos ambientes, incluindo solo contaminado com diesel (YERGEAU et
al., 2012), refinarias de petréleo (SILVA et al., 2013), agua marinha (GILBERT et al.,
2008), solo (URICH et al., 2008), intestino (QIN et al., 2010) e cavidade oral (LAZAREVIC
et al., 2009) de humanos, campos de petréleo (AN et al., 2013), entre outros. O acesso
aos genes dos micro-organismos ainda nao cultivados representa um grande potencial
para a descoberta de novos produtos génicos, como metabdlitos secundarios com
atividade biolégica ou vias de degradacao de xenobibticos.

Dada a enorme quantidade de dados de sequéncias geradas, a abordagem
metagendmica tem representado um desafio metodolégico e computacional (LI, 2009).
Assim vérios métodos e recursos tém sido desenvolvidos para responder a esta
demanda, através de conjuntos de dados simulados como IMG/M (MARKOWITZ et al.,
2008), CAMERA (SESHADRI et al., 2007), MG-RAST (AZIZ et al., 2008), ferramentas
taxondbmicas como MEGAN (HUSON et al, 2007), comparacdes estatisticas
(RODRIGUEZ-BRITO et al.,, 2006), analises de diversidade funcional (SCHLOSS;

HANDELSMAN, 2008), entre outros (LI, 2009).
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O uso combinado de técnicas de enriquecimento e a metagenémica pode
constituir uma ferramenta valiosa na avaliagdo microbiol6gica de amostras de petréleo,
permitindo 0 acesso a novas sequéncias, genes, rotas metabdlicas completas e seus
produtos (HARDEMAN; SJOLING, 2007). Isto permitira obter informacdes detalhadas
sobre a composicdo dessas comunidades e sobre seu envolvimento potencial nos
processos de biodegradagao do petréleo, ampliando o conhecimento sobre a diversidade
das vias de degradacdo utilizadas por micro-organismos nestes ambientes, que

permanece ainda recente e escasso.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a diversidade de genes de

degradagao de hidrocarbonetos diretamente a partir de amostras de éleo biodegradado e

nao biodegradado de reservatérios da Bacia potiguar (RN), utilizando metodologias

independentes de cultivo. Além disto, foi realizada a analise filogenética e funcional da

microbiota recuperada em enriquecimentos microbianos, além da quantificacdo dos genes

expressos, durante a biodegradacado do 6leo, a fim de investigar as vias catabolicas

envolvidas nas diferentes fases de degradagao do éleo.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliacdo da diversidade de genes de degradacdo aerObia e anaerdbia de
hidrocarbonetos (alcano monoxigenases - alk, dioxigenases que hidroxilam anéis
aromdticos — ARHDs, e 6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA hidroxilase - bamA)
presentes em pocos de petrdleo biodegradado e nao-biodegradado, utilizando

métodos independentes de cultivo;

Detecgcdo e quantificagdo dos genes catabdlicos de degradagdo de
hidrocarbonetos presentes e expressos nos enriguecimentos microbianos em
diferentes etapas da biodegradacgéo do dleo através de Microarray e PCR Tempo

Real;

Andlise da diversidade filogenética e funcional de enriquecimentos microbianos
aerobios obtidos a partir de amostras de petréleo biodegradado utilizando a

plataforma de sequenciamento lllumina.
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4. APRESENTACAO DA TESE

Esta tese foi dividida em trés capitulos. O Capitulo 1 é constituido do artigo
publicado no periodico Journal of Petroleum & Environmental Biotechnology intitulado
“Diversity of hydrocarbon-related catabolic genes in oil samples from Potiguar Basin (RN,
Brazil)”. Neste artigo estdo descritas as metodologias de extragdo de DNA diretamente a
partir de amostras de petréleo provenientes do poco de petréleo biodegradado GMR 75 e
nao biodegradado PTSO01 da Bacia Potiguar, a construcao de bibliotecas de genes alk,
ARHD e bamA de degradagdo aerdébia e anaerdbia, e as analises de diversidade
filogenética.

O Capitulo 2 abrange as atividades de enriquecimentos microbianos aerobios, a
partir de amostras de petréleo provenientes do poco GMR 75 da Bacia Potiguar, as
etapas de extracdo de DNA e RNA, e a quantificacdo dos genes e seus transcritos
através da técnica de PCR Tempo Real e DNA Microarray.

O Capitulo 3 € constituido do artigo submetido ao periddico internacional PLoS
ONE intitulado “Integrated Metagenomic and Metatranscriptomic Analysis of Aerobic
Enrichments from a Petroleum Reservoir in Northeast Brazil”. Neste artigo estdo descritas
a realizagdo de enriquecimentos microbianos aerdbios, a partir de amostras de petroleo
provenientes do poco GMR 75 da Bacia Potiguar, as etapas de extracdo de DNA e RNA,
0 sequenciamento em larga escala do DNA e cDNA utilizando a plataforma lllumina e as

analises da diversidade filogenética e funcional dos enriquecimentos.
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CAPITULO 1 - Diversity of hydrocarbon-related catabolic genes in oil samples from
Potiguar Basin (RN, Brazil). Leandro C. L. Verde; Tiago R. Silva; Bruna M. Dellagnezze;
Eugénio V. dos Santos Neto; Valéria M. Oliveira. Publicado no Journal of Petroleum &

Environmental Biotechnology.
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Abstract

Biodegradation may result in physicochemical changes in crude oil and natural gas properties, being responsible
for the decrease of saturated hydrocarbons and yielding heavy oil with low economic value. Studies on the diversity
of microbial catabolic genes in oil reservoirs are scarce and could help to predict the potential of a petroleum sample
to be biodegraded. The aim of this study was to evaluate the diversity of genes involved in hydrocarbon degradation
in Brazilian petroleum samples (biodegraded and non-biodegraded) through the construction and analysis of gene
libraries (alkane monooxygenase — alk, dioxygenase — ARHDs and 6-oxocyclohex-1-ene-1-carbonyl-CoA hydrolase
- bamA). The results showed a differential distribution of catabolic genes between the sites, being the biodegraded
oil more diverse for the alk and bamA genes. Sequences were similar to the alkB genes from Geobacillus
thermoleovorans and several species of Acinefobacter, to ARHD genes from Pseudomonas spp. and two species of
Burkholderia, and to bamA genes from deltaproteobacteria. Interestingly, most of the catabolic sequences recovered
from both petroleum reservoirs grouped together forming distinct clusters in the phylogenetic tree reconstruction
and may correspond to potentially new genes, possibly harbored by yet uncultivated microorganisms. This is the
first report on the detection of alk, ARHD and bamA genes in petroleum reservoir environments, demonstrating the

Verde et al., J Pet Environ Biotechnol 2013, 4.2
http:# /dx.doi.org. 10,4172/ 2157 -7463.1000138

genetic potential of such microbial communities to biodegrade the oil.

Keywords: Petroleum microbiology, Microbial diversity; Oil
degradation; Catabolic genes; Biodegradation, Hydrocarbons,
Geobacillus, Oil

Introduction

Most of the world’s oil is biodegraded and while the effects of
biodegradation on the molecular composition and physical properties
of crude oil and natural gas are relatively well known empirically, the
actual processes that occur during the biodegradation of oil in deep
reservoirs (below some hundred meters) remain unclear [1]. During
biodegradation, the hydrocarbon content is transformed, with a
consequent increase in oil density, sulfur content, acidity and viscosity.
All these factors interfere with the extraction and refining operations,
resulting in significant economic losses [2]. On the other hand, the
mechanisms of oil degradation in petroleum reservoirs, as well as the
microorganisms involved are still poorly understood.

QOil is a complex mixture of hydrocarbons such as saturated,
unsaturated, linear, monoaromatic and polycyclic hydrocarbons [3,4].
Each of these compounds is biodegraded through different routes of
several steps. Many studies have already demonstrated the existence
of large and diverse populations of microbes with different metabolic
activities in petroleum systems [5,6].

Nonetheless, knowledge of the diversity of catabolic genes involved
in the processes of degradation of oil is still scarce. Information
on community composition of bacteria and genes involved in the
biodegradation process can bring light on the understanding of
microbial metabolic pathway preferences, as well as a better application
of specific microorganisms in biodegradation or bioremediation
processes. Techniques able to identify the genes involved in the
catabolic degradation of hydrocarbons are valuable tools for elucidating
the structure of the microbial community that is truly functional in the
environment.

This study examined the diversity of the functional gene involved
in the degradation of hydrocarbons, the alkane hydroxylase (alk) gene,

a membrane-bound enzyme that catalyzes the terminal or sub terminal
oxidation of n-alkanes (C-C ) for primary or secondary alcohals,
which is the initial step in the aerobic degradation of n-alkanes [7].
Alkane monoxygenase proteins have had their genetics deciphered
in a wide variety of bacteria, including Gram positive and negative
such as Rhodococcus erythropolis NRRL B-16531, Rhedococcus
sp. Q15, Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Pseudomonas putida
GPO1, Acinetobacter sp. ADP1 and Acinetobacter sp. M-1 [8-11].
Alkane monoxygenases were found in bacteria that inhabit diverse
environments, including sediments in Alaska [12], contaminated soils
[13,14], cold ecosystems [15,16], shallow aquifer [17] and soils of the
Arctic and Antarctica [18-21].

The functional gene involved in the aerobic degradation of aromatic
hydrocarbons, the dioxygenase protein coding gene, was also analyzed
in this study. The first step in the degradation of aromatic hydrocarbons
usually occurs through the incorporation of molecular oxygen in
aromatic nucleus by a multicomponent enzyme system, forming cis-
dihydrodiol. In this system, the terminal dioxygenase is composed
of one large o subunit and one small p subunit [22]. The a-subunit
contains two conserved regions: the Rieske center [Fe2-S2] and the
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catalytic domain containing mononuclear iron [23]. The dioxygenases
belong to a large family known as aromatic-ring-hydroxylating
dioxygenases (ARHDs) [24]. These genes are located in chromosomal
or plasmid DNA and were identified in bacterial strains belonging to
a-Proteobacteria (Sphingomonas) [25], B-Proteobacteria (Alcaligenes,
Burkholderia, Commarmonas, Polaromonas, Ralstonia) [26-28] and
y-Proteobacteria (Pseudomonas) [29].

The process of biodegradation in subsurface reservoirs is often
anaerobic in nature [2,6]. Most degraded oils contain metabolic
markers for the anaerobic degradation, such as specific reduced naftoic
acids, indicating that the anaerobic metabolism of oil is the mechanism
by which most biodegraded oil in the world were produced [30].

Therefore, research on the anaerobic degradation of hydrocarbons
is also necessary for the understanding of the whole process of oil
degradation in reservoirs. In this sense, this study also examined bamA,
the functional gene involved in the degradation route of benzyl-CoA,
by which most aromatic substrates (benzene, toluene, ethylbenzene,
xylenes and also other aromatic compounds) are anaerobically
degraded [31]. bamA gene encodes the protein 6-oxociclohex-1-ene-
1-carbonyl-CoA hydrolase (6-OCH-CoA) and has been used for the
detection of a wide range of anaerobic microorganisms able to degrade
hydrocarbons [32]. This functional marker was recently used to detect
anaerobic hydrocarbon-degrading micro-organisms in environmental
samples [32], as well as to study the microbial community structure
of sulfate-reducing enrichment cultures growing on petroleum
hydrocarbons, where Desulfosarcina ovata was showed to be dominant
[33]. bamA was also used as a biomarker to investigate the diversity
of hydrocarbon-degrading bacteria under iron-reducing conditions
in a leachate contaminated aquifer, with bamA sequences found to be
closely related to the ones from Geobacter species and Georgfuchsia
toluolica [31].

This study aimed at investigating the presence and diversity of
catabolic genes involved in the hydrocarbon degradation process
in biodegraded and non-biodegraded oil samples from petroleum
reservoirs through the construction and analyses of alk, ARHD and
bamA gene libraries. The results allowed us to evaluate the effectiveness
of the primer sets used as a tool to analyze the community structure
of bacteria that have the genetic potential to degrade hydrocarbons by
aerobic and anaerobic pathways.

in July 2008 from two production wells, named GMR75 and PTS1, at
the onshore Potiguar Basin (Northeast, Brazil), with logistic support
from CENPES/Petrobras. Sampling details as well as oil characteristics
and geological settings are given in Silva et al. [34].

Total DNA extraction and PCR amplification alk, ARHD and
bamA genes

DNA extraction from oil/formation water samples was carried
out using the PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories,
California), according to the manufacturer’s instructions. Five tubes
from the kit were used to start with the DNA extraction. At the end of
the procedure, DNA samples obtained from the five tubes were pooled,
concentrated and used for subsequent PCR amplification. Crude oil/
formation water samples were not filtered or centrifuged before DNA
extraction. The PCR amplifications of the three functional genes were
performed independently using the respective set of primers (Table
1) [35]. Twenty five microliter reaction mixtures contained 5 pl of
total DNA, 1 U Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen), 0.2 mM
dNTP mix (GE Healthcare), 1.2 uM of each primer, 1X Taq buffer and
1.5 mM MgCl,. PCR amplifications were done using an Eppendorf
Mastercycler Gradient (Eppendorf Scientific, New York, USA) with the
programs shown in table 2. The amplification products were checked
by electrophoresis in 1.2% (wt vol') Agarose gels. Four replicate PCR
reactions were done for each sample with each pair of primers. The
corresponding PCR replicates were then pooled and concentrated in a
speed vacuum concentrator 5301 Eppendorf, A-2-VC rotor.

Clone library construction and sequencing

The PCR products amplified with functional gene-targeted primer
pairs were cloned using the pGEM-T Easy Vector (Promega), according
to manufacturer’s guidelines, and transformed into Escherichia coli TM
109 cells. The functional gene-targeted inserts were amplified from
plasmid DNA of selected clones using the universal the M13 forward
(5-CGCCAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3") and reverse (5-
TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC-3) primers. PCR was
performed in a 50 uL-reaction volume, containing 1 pL of an overnight
clone culture, 0.4 uM each primer, 0.2 mM dNTP mix, 2 U Tag DNA
polymerase (Invitrogen), 1X Tag buffer, and 1.5 mM MgCl,. The
amplification program consisted of an initial denaturation step at 94°C
for 3 min, followed by 30 cycles of 94°C/20 s, 60°C/20 s, and 72°C/90
s. PCR products were purified as previously described for automated

Materials and Methods sequencing in the MegaBace DNA Analysis System 500 (GE Healthcare)
S . and ABI Prism 377 DNA Sequencer™ (Applied Biosystems). The
ampling X . . - !
sequencing was carried out with the corresponding primers used for
0il samples (naturally mixed with formation water) were collected ~ PCR amplification. The sequencing programs consisted of 30 cycles of
Primer Gene target Sequence (5 — 37) Direction Expected Amplicon size (bp) Reference
alkF alk GCICAIGARITIRKICAYAA forward
alkR alk GCITGITGITCISWRTGICGYTG reverse 524 (9]
ARHDf a-ARHD TTYRYITGYAITAYCAYGGITGGG forward 39 (35]
ARHDr a-ARHD AAITKYTCIGCIGSIRMYTTCCA reverse
SPaf bamA CAGTACAAYTTCTACACVACBG forward 100 32
ASP1r bamA CMATGCCGATYTCCTGRC reverse
Table 1: Oligonucleotide primers used for PCR assays.
Primer set Initial denaturation Cycle number Denaturation Annealing Extension (72°C) Final extension (72°C)
alkFfalkR 97°C, 3 min 35 94°C, 1 min 48°C, 1 min 1 min 5 min
ARHDfIARHDr 97°C, 3 min 35 94°C, 1 min 58°C, 1 min 1 min 5 min
SPOfIASPIr 94°C, 10 min 35 94°C, 30 s 59°C, 45 s 1 min 10 min

Table 2: Polymerase chain reaction programs used in this study.
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94°C/20 s, 43°C/20 s, and 72°C/90 s for alk gene, 30 cycles of 94°C/20
s, 53°C/20 s, and 72°C/90 s for ARHD gene and 30 cycles of 94°C/20 s,
54°C /20 s, and 72°C/90 s for bamA gene.

Phylogenetic analysis

The partial sequences from GMR75 and PTS01 clones were
assembled in a contig (consensus sequence) using the phred/Phrap/
CONSED program [36]. Nucleotide sequences were translated into
protein sequences using the translate tool in the ExPASy (Expert
Protein Analysis System) proteomics server of the Swiss Institute of
Bioinformatics (http://us.expasy.org/tools/dna.html). Deduced protein
sequences from each library were grouped into Operational Protein
Families (OPFs) using MOTHUR version 1.14.0 [37]. The cutoff value
was selected after initial examination of phylogenetic trees that included
all protein sequences generated by neighbor-joining analysis [38]
using MEGAS software [39], with 1,000 bootstrap replicates. Deduced
protein sequences were aligned using ClustalX, version 1.83 [40],
with related reference sequences identified from BLASTp searches, in
addition to other sequences of several representative alkB, ARHD and
bamA sequences identified from the literature.

Diversity indices and statistics

Diversity index calculations (a-diversity measures) were performed
individually for each catabolic gene library with the program
MOTHUR [37]. Rarefaction curves were calculated using the OPF
cutoff values established based on MOTHUR analyses in combination
with phylogenetic clustering of the catabolic sequences. In addition,
the Shannon (H') diversity index, Simpson index [41], and the
nonparametric richness estimators ACE (abundance-based coverage
estimator) [42] and Chaol [43] were calculated for each community
based on each target gene.

Nucleotide sequences accession numbers

The partial sequences of alk, ARHD and bamA genes determined in
this study for the environmental clones were deposited at the Genbank
database under the accession numbers: alk - JX171303-]X171314,
ARHD - JX512729-JX512738 and bamA - JX512739-JX512747. 1t is
worth to note that only one representative sequence of each OPF was
deposited at the database.

Results and Discussion

The composition of microbial communities in samples from
Brazilian petroleum fields was determined by the construction and
analysis of three functional gene libraries: alk, ARHDs and bamA.
In the case of alk gene libraries, 63 clones from GMR75 oil sample
(biodegraded) and 87 clones from PTS01 oil sample (non-biodegraded)
were obtained. For the ARHDs gene libraries, 88 clones from GMR75
sample and 80 clones from PTS01 sample were obtained, and about 90
clones from GMR75 library and 93 clones from PTS01 library were
obtained for the bamA gene.

Operational Protein Family (OPF) was defined based on cutoff
values at 93% dissimilarity level between sequences [44] in the case
of alk gene, and 96% and 97% for the ARHDs and bamA genes,
respectively. These cutoff values were selected based on the analysis of
the phylogenetic trees of total clones in combination with MOTHUR
analysis. Shannon, ACE and CHAO1 scores indicated that the GMR75
library is more diverse than the PTSO0L library for the two functional
genes analyzed (Table 3).

In both libraries of the alk gene, all 150 sequences showed the

Libary (n?) Richennes® | ACE® | Chaol1®| Shannon® | 1/Simpson’
alk (cut-off 93%)

GMRT75 (63) 10 14 12 169 452

PTS01 (87) 5 9 65 0.80 1.60
ARHD (cut-off 96%)

GMRT75 (88) 4 4 4 1.15 2.90

PTS01 (80) 7 13 9 1.34 348
bamA (cut-off 97%)

GMRT75 (90) 7 20 9 1.16 2.66

PTS01 (93) 6 7 6 097 1.99

# Number of gene sequences analyzed.
®Richness is based on observed unique OTUs.

¢ Nonparametric statistical prediction of total ichness of different OTUs and OPFs
based on distribution of abundant (10) and rare (10) OTUs

@ Nonparamedric statistical predictions of total richness of OTUs and OPFs based
on distribution of singletons and doubletons.

# Shannon diversity index. A higher number represents more diversity.

" Reciprocal of Simpson's diversity index. A higher number represents more
diversity.

Table 3: Diversity indices and richness estimators of the functional gene clone
libraries.

Acinetobacter baumannil ATCG 17375 [YP_DI1084670)
Pla03® [1%) JOPFOZ
Acinetobacter sp. MUB1 (ABKE3SDT)
Acinetobacter sp. (CABS1025)
RUHZ2202 (ZF_
20 | os [~ P2GOTM{1E; BM) JOPFO1
Xanomanas melonis (AALETEAL)
Acinstobacter sp. M-1 (BAB33254)
Acinstobacter hasmolyticus ATCC 13194 (ZP_DE725872)
5p. ATCC 27244 (ZP_
FIC10M (18 SH) JOPFO3
@ Achetobacter 50 ADF1 (YP_D46D53)
,— Alcanivorax venustensis (ACJ22593)
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U32 [¥P_
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Figure 1: Phylogenetic tree based on the alignment of amino acid sequences
(about 190 aa) of membrane-bound alkane monooxygenases. The tree
was constructed by using the neighborjoining (NJ) methed in MEGAS
program with subsfitution model PAM Matrix (Dayhoff). Bootstrap values
(1000 replicate runs, shown as %) >70% are listed. The scale bar denotes
divergence percentage between sequences. Symbols: clones from GMR75
(e); clones from PTS01 (m). Access numbers of genes from GenBank
database reference strains are in parentheses.

presence of the two internal conserved regions (motif B, FHXXGHH
and motif C, NYXEHYG) [45,46] and matched with alk genes from
GenBank using the BLASTX program. Seven OPFs in GMR75, 2 OPFs
in PTS01 and 3 OPFs composed by sequences from both alk gene
libraries were found (Figure 1).

One of these OPFs (OPF 11) matched with the alkB gene from
Geobacillus thermoleovorans, which has the ability to grow in oil and its
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hydrocarbon degradation capacity was reported in an extensive study
of the genus Geobacillus [47]. This bacterium has been commonly
isolated from petroleum reservoirs, especially high temperature oil
fields [48,49]. Geobacillus spp. has attracted industrial interest due to
their potential applications in biotechnological processes as sources of
various thermostable enzymes [50]. Shestakova and co-authors [51]
also detected the presence of Geobacillus-like organisms in the alk gene
RNA library and in the 165 rRNA gene library from hydrocarbon-
oxidizing aerobic enrichments from a high-temperature petroleum
reservoir in China, showing the predominance and functional activity
of geobacilli.

Three of the alk OPFs (01, 02 and 03) matched with genes from
Acinetobacter baumanii, Acinefobacter calcoaceticus and some strains of
Acinetobacter spp. Acinetobacter spp. are widespread in nature and can
be obtained from water, soil and living organisms. They can use various
carbon sources for growth [52]. Sette et al. [53] characterized and
compared the bacterial community structure of two distinct samples
(non-biodegraded and highly biodegraded oils) from a petroleum field
in Brazil and showed that the genus Acinefobacter was exclusive to and
predominant in the biodegraded oil sample. Bacteria belonging to this
genus are known to be involved in biodegradation and are considered
one of the most efficient oil degraders [9,11,52]. The OPF04 was
represented by only one sequence, which was recovered in a clearly
separate cluster, not related to any previously identified alk sequences
present in the public database (Figure 1). This OPF is a great candidate
for a putative new alk gene from a bacterium indigenous to the oil
reservoir. A great number of OPFs (05, 06, 07, 08, 09 and 10) were
grouped together and were somewhat distantly related to sequences
of organisms represented in the databases. These results indicate the
presence of novel putative alkane monooxygenase genes in petroleum
reservoirs not previously identified in any other environment or
isolate. Kuhn and colleagues [19] found a differential distribution of
alk genes between two sites of Antarctic marine environments, and
the predominant presence of new alk genes, mainly in the pristine site.
Recently, Miqueletto et al. [54] also observed a higher diversity of an
alkane hydroxylase gene in petroliferous soil sample in comparison to
a non-petroliferous soil. The authors showed that most of the alkane
hydroxylase genes corresponded to potentially new genes.

Diversity analyses clearly showed profound differences between
GMR75 and PTS01 libraries. ACE and Chao estimators yielded higher
richness values of alk genes in the GMR75 library (Table 3). Both
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Figure 2: Rarefaction analysis of alk, ARHD and bamA deduced protein
sequences from the GMR75 and PTS01.
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Figure 3: Phylogenetic tree based on the alignment of amino acid
sequences (about 86 aa) of aromatic ring hydroxylating dioxygenase. The
tree was constructed by using the neighbor-joining (NJ) method in MEGAS
program with substitution model PAM Matrix (Dayhoff). Bootstrap values
(1000 replicate runs, shown as %) >70% are listed. The scale bar denotes
divergence percentage between sequences. Symbols: clones from GMRT5
(e); clones from PTS01 (m). Access numbers of genes from GenBank
database reference strains are in parentheses.

Shannon and Simpson diversity indices were consistent with rarefaction
analyses, showing higher diversity of alk sequences in GMR75library
than in the PTS01 library (Table 3 and Figure 2).

In the ARHD gene libraries, the majority of the sequences from
both libraries matched with ARHD genes from GenBank using the
BLASTx program. Phylogenetic analysis revealed 3 OPFs exclusive to
the GMR75 library, 6 OPFs exclusive to the PTS01 library and 1 OPF
composed by sequences from both libraries (Figure 3). Five OPFs (OPFs
01, 02, 03, 04 and 05) were related with dioxygenase genes from several
species of Pseudomonas. The enzymes for the degradation of aromatic
hydrocarbons have been reported to be encoded by genes located on
plasmids (e.g., TOL, NAH, SAL, OCT, and CAM) in Pseudomonas spp.
[55]. A new genetic organization and co-regulation of a cluster of genes
involved in the first steps of phenol and benzene catabolic pathways
was described in Pseudomonas spp. M1 [56]. The authors showed that,
differently from the established models for Pseudomonas upper pathway,
the Pseudomonas spp. M1 exhibited exceptional biodegradation
ability towards a wide range of toxic and/or recalcitrant compounds.
On the other hand, 5 OPFs (OPFs 06, 07, 08, 09 and 10) were related
with dioxygenase genes from Burkholderia cepacia and Burkholderia
xenovorans. These two species have been extensively studied in terms
of degradation of the low-molecular-weight PAHs naphthalene and
phenanthrene [57] and detected in many crude-oil samples [34,58,59].

Cunha et al. [60] isolated bacteria of the genus Bacillus from the
rock of an oil reservoir in Brazil and detected the presence of catechol
dioxygenase genes in 4 Bacillus isolates by PCR. Interestingly, in the
present study none of the ARHD gene sequences analyzed matched
with ARHD genes from Bacillus strains represented in the databases.
In addition, rarefaction analysis of ARHD genes (Figure 2) yielded
plateau-shaped curves, indicating that the ARHD gene diversity in
the environment was close to saturation and the sampling effort was
satisfactory. These results might suggest that ARHD genes belonging
to the genus Bacillus are simply not present in Potiguar oil samples,
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Figure 4: Phylogenetic tree based on the alignment of amino acid
sequences (about 97 aa) of to 6-oxocyclohex-1-ene-1-carbonyl-CoA. The
tree was constructed by using the neighbor-joining (NJ) method in MEGAS
program with substitution model PAM Matrix (Dayhoff). Bootstrap values
(1000 replicate runs, shown as %) >70% are listed. The scale bar denotes
divergence percentage between sequences. Symbols: clones from GMRT5
(e); clones from PTS01 (m). Access numbers of genes from GenBank
database reference strains are in parentheses.
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or that they could not be detected due to extremely low abundance or
to bias inherent to the DNA extraction (differential lysis) and/or PCR
techniques (preferential amplification).

Phylogenetic analysis of bamA gene libraries obtained from samples
GMR75 and PTS01 (Figure 4) showed that nine OPFs were grouped
together and were somewhat distantly related to sequences of organisms
represented in the databases, being bamA genes from Synthrophus
aciditrophicus and Desulfobacterium anilini the closest described
sequences. Synfrophus aciditrophicus is a bacterium that degrades a
wide range of organic compounds, including alcohols, fatty acids, and
hydrocarbons, including methane, which are degraded syntrophically
under anaerobic conditions [61]. Desulfobacterium anilini is a sulfate-
reducing bacterium known to be involved in phenol degradation [62].
Kuntze et al. [32] observed that the bamA gene was highly conserved
among organisms studied by the group. In the present study, most of
the clone sequences from the oil samples GMR75 and PTS01 were
clustered into OPF02 and OPF04 (Figure 4), demonstrating that the
gene under study has indeed a conserved region. In addition, all of
the 183 sequences obtained from GMR75 and PTS01, showed none
or low similarity level to the sequences from reference organisms. This
suggests that the sequences corresponding to the bamA gene recovered
from the petroleum reservoirs are potentially new sequences.

In spite of the higher diversity indices observed for the GMR75
library in the case of alk and bamA genes, the same was not observed
for the ARHD gene. ACE and Chao indices indicated that the GMR75
library contained more distinct OPFs (more richness) than the PTS01
library for both catabolic genes (Table 3). Shannon and Simpson
diversity indices also showed higher diversity of alk and bamA sequences
in library GMR75 than in library PTS01. These results suggested that
the bacterial communities of the biodegraded and non-biodegraded oil
reservoirs are different also on the distribution of such catabolic genes.

A recent paper published by our research team [34] reported the
microbial communities present in the same oil samples used in the
present work, originated from the biodegraded (GMR75) and non-
biodegraded (PTS1) terrestrial reservoirs from Potiguar Basin, by
using 165 rRNA gene libraries. The authors demonstrated likewise
the presence of the genera Acinetobacter, Geobacillus, Pseudomonas
and Synfrophus in the microbial community. These results are in
agreement with the ones found in the present work, confirming the
presence of bacteria bearing catabolic genes involved in the process
of biodegradation. However, Silva et al. [34] found the predominance
of Geobacillus in the microbial community of PTS1 sample, but no
representative of this genus was found in the GMR75 sample. These
results are in contrast with those found in the present work, since alk
genes similar to Geobacillus alkane monooxygenases were found only in
the GMR75 oil. These contrasting results could be explained by the fact
that the sampling effort was not sufficient to cover both phylogenetic
[34] and functional diversity (Figure 2) present in these oil samples. On
the other hand, Silva et al. [34] suggested that anaerobic metabolism is
the dominant process for hydrocarbon degradation in GMR75 oil field,
corroborating with the result that the biodegraded oil sample was more
diverse for the bamA gene.

In conclusion, the combined results obtained from the catabolic
gene libraries showed that both oil samples contained alk, ARHD
and bamA genes related to genes present in bacterial species known
to be hydrocarbon-degraders, such as Acinetobacter, Pseudomonas,
Geobacillus, Burkholderia and deltaproteobacteria. Nonetheless, subsets
of the catabolic sequences recovered from both petroleum reservoirs
may correspond to new genes endemic to such environments, possibly
harbored by yet uncultivated and unidentified microorganisms.
Moreover, it is important to point out that this was the first work
using degenerate primers to detect the presence of functional genes
involved in the degradation of hydrocarbons in petroleum reservoirs,
demonstrating the genetic potential of such microbial communities
to biodegrade the oil. However, such biodegradation will only occur
if the environmental conditions are appropriate for the metabolism
of the degrading microorganisms. Curiously, the non-biodegraded
oil sample showed to be more diverse in terms of the catabolic
genes ARHD, suggesting that the environmental parameters that
control biodegradation are playing a major role in differentiating
both biodegraded and non-biodegraded oil reservoirs. As previously
detailed in Silva et al. [34], the oil sample GMR75 has been classified
as moderately biodegraded, produced from a reservoir with an in situ
temperature of 42.2°C at a depth of 535.5-540.5 m. On the other hand,
the PTS1 sample has been classified as non-biodegraded, collected from
a deeper and hotter reservoir, with an in sifu temperature of 48.3°C ata
depth of 801-803 m [63]. Both oils were collected in the same basin, but
they are related to different petroleum systems, so different source rocks
and reservoirs. These discrepancies in situ temperature, depth and,
possibly, in source rock composition and water salinity might explain
the functional differences of the hydrocarbon degrading populations
between both reservoirs. It is worth to mention that studies carried out
with DNA sequences shows only the bacteria with potential to degrade
oil, requiring further studies at the level of gene expression and GC-MS
assays for the precise evaluation of the degradation process.

Finally, the results obtained allowed us to confirm the effectiveness
of the primer sets used for the analysis of the community structure
of bacteria that have the genetic potential to degrade hydrocarbons
by aerobic and anaerobic pathways. The application of molecular
methods for the rapid detection of specific microorganisms or genes
in environmental samples is a valuable tool for studies focusing on
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diversity, abundance and distribution of hydrocarbon degradation
populations, providing new insights into the diversity of catabolic genes
in the oil reservoir environment and allowing a better understanding of
the role of microorganisms on the biodegradation process.
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2.1. INTRODUCAO

O isolamento e o cultivo microbiano a partir de amostras de petréleo tém revelado
uma grande variedade de organismos nestes ambientes (MAGOT et al., 2000; SETTE et
al., 2007). A utilizacdo combinada de técnicas de biologia molecular com métodos
baseados em cultivo tradicionais tem sido utilizada em estudos microbiolégicos do
petréleo, proporcionando uma visdo mais precisa da diversidade microbiana em tais
ambientes extremos (VOORDOUW et al.,, 1996; ORPHAN et al., 2000). Informacdes
sobre a composi¢do da comunidade e perfis enzimaticos podem trazer uma compreensao
das preferéncias metabdlicas microbianas, produzindo informag¢des sobre estes micro-
organismos que podem ser aplicadas em processos bitecnolégicos, como, por exemplo,
biorremediacao.

Os mecanismos enzimaticos envolvidos na degradacdo aerbébia de
hidrocarbonetos por bactérias tém sido extensivamente estudados por vérias décadas
(Boll e Heider, 2010), sendo as enzimas monoxigenases e alcano hidroxilases bem
caracterizadas no processo da biodegradacao aerdbia de hidrocarbonetos (ROJO et al.,
2009). As comparagbes de fragmentos de genes alkB mostram uma diversidade muito
alta destas proteinas no ambiente, incluindo genes alkB de uma mesma espécie (VAN
BEILEN et al., 2003; MARCHANT et al., 2006; VAN BEILEN; FUNHOLFF, 2007; XU et al.,
2008).

O mecanismo que permite as bactérias degradar membros especificos da grande
diversidade de compostos aromaticos tem sido estudado em varias cepas bacterianas
isoladas, predominantemente pertencentes aos filos Proteobacteria e Actinobacteria
(BRENNEROVA et al., 2009). As dioxigenases sado enzimas chave na degradacao de
compostos aromaticos e muitas dessas proteinas foram descritas, purificadas e

caracterizadas nas ultimas décadas (BRENNEROVA et al., 2009).
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A utilizagdo de métodos tradicionais dependentes de cultivo é de grande
relevancia em estudos microbiol6gicos, pois permitem a investigagdo de aspectos
genéticos, fisiologicos e taxonémicos. Contudo, pode consumir muito tempo e somente
refletir uma pequena porcentagem da comunidade microbiana e seu conteudo genético
presente no ambiente. A utilizacdo das técnicas de PCR em Tempo Real e Microarray
podem fornecer resultados mais precisos para estimar a diversidade a abundancia de
genes e seus transcritos envolvidos no processo de biodegradacao de hidrocarbonetos

pelos micro-organismos em ambientes contaminados (CEBRON et al., 2008).

O objetivo deste trabalho consistiu em quantificar os genes catabdlicos (alk e
ARHD) e sua expressdao em um enriquecimento microbiano aerébio de amostras do
reservatorio de petroleo biodegradado (GMR75), através da técnica de PCR em Tempo
Real e DNA Microarray, além de avaliar a degradacao do petréleo em relagdo ao tempo

através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1 Amostras

As amostras de petréleo utilizadas neste trabalho foram coletadas sob condi¢des de
assepsia em julho de 2008 na Bacia Potiguar (RN) (Tabela 1), transportadas ao
laboratério da Divisdo de Recursos Microbianos com o suporte logistico da Petrobras e

mantidas a temperatura ambiente até o seu processamento.
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Tabela 1. Detalhes sobre os pogcos amostrados na Bacia de Potiguar, Rio Grande do Norte.

Pocos T(°C) Profundidade (m) Grau de biodegradacao
GMR75 422 535,5 - 540,5 biodegradado
PTSO01 48,3 801 - 803 N&o biodegradado
SER17 57,2 3247 - 3262 biodegradado
PTS02 52,7 846 - 848 N&o biodegradado

Foram utilizadas as amostras provenientes dos pogos GMR75 e PTS01 para a
construcao de bibliotecas de genes catabdlicos (alkk, ARHD e bamA), descritas no
Capitulo 1 desta tese. No caso dos enriquecimentos microbianos descritos neste capitulo,
em funcdo do volume do 6leo GMR75 néo ser suficiente para todos os ensaios, a amostra
de 6leo do po¢o SER 17 foi utilizada como inéculo. Este 6leo também é classificado como
biodegradado, o0 que aumenta a chance de recuperacao de microbiota potencialmente
ativa para analisar o processo de biodegradacado do petréleo. O éleo do poco PTS02,
considerado ndo biodegradado, foi utilizado como substrato nos enriquecimentos com o

intuito de avaliar o processo de biodegradacéo por cromatografia.

2.2.2 Enriquecimento da microbiota aerdbia de petréleo
O enriquecimento da microbiota aerdbia a partir das amostras de 6leo foi realizado
em frascos “SCHOTT” com capacidade para 1 litro, utilizando-se 800 mL de meio
Bushnell Haas (BH) como meio basal. Este ultimo constitui meio mineral amplamente
descrito pela literatura para experimentos envolvendo micro-organismos degradadores de

hidrocarbonetos (ERIKSSON et al., 2000; SETTE et al., 2007).
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O meio Bushnell Haas foi composto pelos seguintes reagentes:

Composicao Volume
KH2PO4 19
KaHPO4 19
NH4NOs 19
MgS0O4.7H20 0,29
FeCls 0,059
CaCl2.2H20 0,02 ¢
Agua Milli-Q 1L

O pH do meio BH foi ajustado para 7,0, seguindo-se a distribuicdo de volumes de
800 mL em frascos Schott (1 L) e esterilizagdo em autoclave durante 20 min a 1 atm.

Apés seu preparo, o meio foi adicionado de 10 g de arenito e 10 cubos de
espumas de poliuretano, previamente esterilizados. Seguiu-se a aplicacdo de hexadecano
e fenantreno como substrato (4 mL). Uma aliquota de 8 mL de 6leo do po¢co GMR75 foi
diluido (1:1) em tween 80 e usado como in6culo. Os enriquecimentos, utilizando-se
ambos 0s substratos (hexadecano e fenatreno), foram realizados em quadruplicata e
incubados em estufa em agitador rotacional a 130 rpm e 28°C por 30 dias. Estas
condigdes foram empregadas a fim de se obter resultados de biodegradacdo em curto
periodo de tempo, conforme j& havia sido realizado em estudo prévio do grupo
(VASCONCELLOS et al., 2009).

Apos este periodo, a biomassa foi recuperada e inoculada novamente em frascos
“*SCHOTT” com capacidade para 1 litro contendo 600 mL de meio Bushnell Haas (BH),
utiizando os mesmos procedimentos descritos acima. Porém, neste caso, uma aliquota
de 6 mL do éleo ndo biodegradado do poco PTSO01 esterilizado foi utilizada como
substrato e cerca de 6 g de células recuperadas da biomassa do 1° enriquecimento do
6leo do pogco GMR75 foi usado como inoculo. O experimento consistiu de 6 pontos de
amostragem (apés 5; 10; 15; 20; 25 e 30 dias), realizada em triplicata, e 5 controles
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(controle 1 contento o petréleo do poco GMR75 e a solugdo de vitaminas; controle 2
contento o petréleo do pogco PTS01 autoclavado e a solugdo de vitaminas; controle 3
contento petréleo do poco PTSO01 autoclavado e as células recuperadas, submetido a
autoclagem; controle 4 somente o meio; controle 5 contendo as células recuperadas sem

o petréleo do poco PTS01, submetido a autoclavagem), totalizando 23 frascos.

2.2.3 Analise da degradacao do 6leo nos enriquecimentos através de CG-EM

Ap6s o periodo de incubacao dos enriquecimentos aerdbios, prosseguiu-se com a
extracao da fase organica. As analises de cromatografia para avaliagdo da degradagéo de
hidrocarbonetos do petréleo pela microbiota recuperada nos enriquecimentos foram
realizadas no laboratoério de Quimica Organica, no Instituto de Quimica da UNICAMP, sob
a supervisdo da Profa. Anita Marsaioli.

Na extracdo utilizou-se uma aliquota de 50 mL do enriquecimento acrescido de 20
mL de acetato de etila, agitacdo e separacdo das fases organica e aquosa (2x). A fase
organica foi seca com sulfato de sédio (MgSQO4) e evaporada sob o fluxo de Nz2. O extrato
obtido foi diluido em éter etilico e metilado por diazometano. O extrato metilado foi seco
sob fluxo de Nz, pesado e solubilizado em 1 mL de acetato de etila. A partir desta solugéo,
foi feito o célculo (através da formula C1.V1 = C2.V2) determinando a massa necessaria
para obter-se 1 mg/mL do extrato para injecdo no CG-EM. Em seguida evaporou-se o
solvente e adicionou-se 1 mL de hexano. Utilizou-se heptadecano na concentragdo de
0,03 mg/m como padréo interno para a quantificacdo da atividade biodegradadora dos
micro-organismos, através de analises cromatogréficas.

Os indices de biodegradacao foram obtidos por CG-EM, utilizando-se
cromatégrafo gasoso HP6890 Agilent, acoplado a detector de massas HP 5970-MSD

usando uma rampa de 80°C/2 min aquecido até 270°C a 4°C/min, e depois até 300°C a
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10°C/min, ficando a 300 graus por 25 minutos. A coluna utilizada foi uma MDN5S 30
metros, injetor tipo split (20:1), tendo He como gas de arraste, fluxo de 1 mL/min, coluna
capilar de silica fundida do tipo HP-5MS, cuja fase estacionaria consiste de 5% de fenil
metil silicone. Os dados foram adquiridos utilizando-se o0 modo SCAN e os valores de
massa variaram entre 50 e 700 u.m.a. Tal metodologia de monitoramento dos ensaios de
biodegradacdo CG-EM ja é consolidada pelos componentes deste grupo de pesquisa,
apresentando-se eficiente na quantificacdo e qualificacdo dos produtos gerados a partir

do metabolismo microbiano de biomarcadores do petroleo.

2.2.4 Extracao de RNA e DNA dos cultivos enriquecidos

A extracdo de DNA dos enriquecimentos foi precedida pela adicdo de 20% de
solugéo aquosa de Tween 80 a 10%. O DNA foi extraido no Instituto de Biotecnologia de
Montreal (NRC Biotechnology Research Institute - Canada), sob a supervisao do Prof.
Charles Greer. Os pellets, obtidos do volume total do enriquecimento microbiano
centrifugado, foram suspensos em 1,0 mL de tampao PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM;
Na:HPO4s 10 mM; KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4). A esta solucdo foi adicionada lisozima (100
UL de uma solugdo 100 mg/mL), e os microtubos foram mantidos a 37°C durante 60
minutos. A seguir, foram adicionados 4 pL da enzima proteinase K (solugcéo estoque 10
mg/mL) e 75 uL de SDS (solugdo 20%), e incubagédo a 60°C durante 60 minutos. Foram
realizados 4 ciclos de “freeze-thaw” (ciclos de 3 min a 80°C, alternados por 3 min em gelo
seco com etanol absoluto), de forma a promover a lise mecanica das paredes celulares
microbianas. Foi adicionado 1 vol. de pérolas de vidro a cada microtubo, e este agitado
manualmente por 90 segundos. Igual volume de fenol saturado (Tris-HCI pH 8,0) foi
adicionado as solugbes para limpeza, seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 12.000

rom. Apds centrifugacao, a fase aquosa foi transferida para novo microtubo, adicionado
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de 500 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e centrifugado novamente por 10
minutos a 13.000 rpm e 10°C. A fase superior foi transferida para novo microtubo e
precipitada com 10% v/v de NaCl 5 M e etanol absoluto (2 volumes) a -70°C overnight.
Apbs precipitagdo do DNA, o pellet foi centrifugado por 20 minutos a 10.000 rpm e 4°C. O
pellet foi lavado 2 vezes com 800 uL de etanol 70% gelado e centrifugado a 13.000 rpm
por 5 minutos a 4°C. Depois de seco, o DNA foi suspenso em 40 pyL de agua Milli-Q
esterilizada e estocado em freezer a -20°C. A integridade e concentracdo do DNA obtido
foram avaliadas através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR®
Safe DNA gel stain (Invitrogen). A quantificacdo do DNA das amostras foi realizada
utilizando o kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA (Invitrogen).

A extracao de RNA dos enriquecimentos foi também realizada no Instituto de
Biotecnologia de Montreal (NRC Biotechnology Research Institute - Canada), segundo o
método descrito por Winderickx e Castro (1994), com modificacdes. As células foram
suspensas em 800 pL de tampao de extragdo (EDTA 1 mM; LiCl 0,1 M; Tris 0,1 M, pH
7,5) e, a seguir, adicionadas de 800 pL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1)
contendo 80 uL de SDS 10%. Apéds agitacdo em vortex, a solugéo foi centrifugada por 4
minutos a 10.000 rpm e 4°C e o sobrenadante transferido para um microtubo novo. Todo
o processo foi repetido até que a interface nao fosse mais visivel. O RNA foi precipitado
através da adicao de acetato de sédio 40% (1/20 do volume) e etanol absoluto (2
volumes) a —70°C overnight. Apos precipitagado do RNA, a solugéo foi centrifugada por 8
minutos a 10.000 rpm e 4°C. O pellet foi lavado 2 vezes com 1 mL de etanol 70% gelado e
centrifugado a 10.000 rpm por 8 minutos a 4°C. Depois de seco o RNA foi suspenso em
40 uL de agua DEPC (Dimetil pirocarbonato) e estocado em freezer a -70 °C. A
concentracdo e a integridade do RNA isolado foram verificadas através de eletroforese

em gel de agarose 0,8% corado com SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) e tratado
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com agua DEPC. O RNA das amostras foi quantificado utilizando o kit Quant-iT™
RiboGreen® RNA (Invitrogen). O experimento de extragdo de RNA foi realizado com as
amostras no gelo e as vidrarias utilizadas para as solucées foram esterilizadas em uma
estufa a 108°C por 24 horas.

Apls a extracdo, as amostras de RNA foram tratadas com o kit TURBO DNA-
free™ (Applied Biosystems), de acordo com as recomendagodes do fabricante. Cerca de 2
ug de RNA foi utilizado no tratamento. Para a confirmacéo da degradacéao total do DNA,
uma reacao de PCR com 35 ciclos utilizando os primers universais de rRNA16S U341 e

U758 (LAWRENCE et al., 2004), e 100 ng do RNA tratado, foi realizada.

2.2.5 Quantificacao dos genes catabolicos alk e ARHD nos enriquecimentos

por PCR em tempo real (qPCR)

Nas reagbdes de PCR em tempo real, foi utilizado o DNA extraido das amostras de
enriquecimento aerobio. Esta atividade foi realizada no Instituto de Biotecnologia de
Montreal (NRC Biotechnology Research Institute - Canada) sob a supervisdo do Prof.
Charles Greer. Foi utilizado o kit iQ SYBR green Supermix (Bio-Rad Laboratories). As
reacOes foram realizadas em um equipamento Rotor-Gene 3000 (Corbett Life Science).

Os primers utilizados foram os mesmos empregados para a construgdo das
bibliotecas dos genes catabodlicos alk e ARHD (Capitulo 1), além do par de primers do
gene rRNA 16S, Eub338/ Eub518 (FIERER et al., 2005). Para os ensaios em que dimeros
de primers foram um problema, uma etapa de leitura adicional de 15 segundos foi incluida
ao final de cada ciclo e o sinal de fluorescéncia foi adquirido no final desta etapa. Os
padroes foram feitos a partir de diluicbes de plasmideos linearizados contendo o
fragmento do gene de interesse que foi clonado a partir de DNA de um organismo de

referéncia. No caso do gene alk, este foi amplificado a partir do DNA de Acinetobacter
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calcoaceticus (CCT 0050), e o gene ARHD foi amplificado a partir do DNA de
Pseudomonas putida 17484 (CBMAI 992). Para todas as reagdes, agua Milli-Q ultrapura
foi utilizada como controle negativo e ndo gerou sinal detectavel.

As reacoes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se de 1 a 75 ng de
DNA extraido dos enriquecimentos, 0,3 uM de primers, 1x do iQ SYBR green Supermix
em um volume final de 15 uL. O ciclo para as reagcaoes de PCR em tempo real foram:
97°C por 3 minutos, e 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 48°C
para o gene alk e 58°C para o gene ARHD, e uma etapa de extensdo a 72°C por 1
minuto. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas de

dissociacédo geradas pelo equipamento.

2.2.6 Quantificacao da expressao dos genes cataboélicos alk e ARHD nos

enriquecimentos por PCR em tempo real (QRT-PCR)

As reac6es de PCR em tempo real foram realizadas no Instituto de Biotecnologia
de Montreal (NRC Biotechnology Research Institute - Canada), sob a supervisdo do Prof.
Charles Greer, com amostras de RNA tratado com DNase utilizando o kit iScript one-step
RT-PCR com Sybr green (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). As reacbes foram
realizadas em um equipamento Rotor-Gene 3000 (Corbett Life Science). Os primers e
padrdes utilizados foram os mesmos descritos no item anterior. Para os ensaios em que
dimeros de primers foram um problema, foi utilizado o mesmo procedimento descrito no
item anterior. Para todas as reagbes dois controles negativos foram utilizados, um sem a
adicao da enzima Transcriptase Reversa e o outro somente com agua Milli-Q. Nos dois
controles negativos néo foi observado sinal detectavel de amplificacao.

As reacoes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se de 1 a 75 ng

do total de RNA extraido dos enriquecimentos. O procedimento de amplificagcdo foi o
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seguinte: sintese de cDNA por 10 min a 50°C; inativagdo da enzima Transcriptase
Reversa por 5 min a 95°C; seguida dos ciclos de amplificacao de 97°C por 3 minutos, 40
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 48°C para o gene alk e 58°C
para o gene ARHD, e extensédo a 72°C por 1 minuto e 15 segundos a 80°C (aquisi¢ao de
sinal no final desta etapa). A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas

curvas de dissociagdo geradas pelo equipamento.

2.2.7 Avaliacao dos genes catabdlicos no enriquecimento aerdbio por

microarrays

Para a sintese e marcagéo das sondas de DNA, utilizou-se o kit BioPrime matriz
CGH kit (Invitrogen), segundo instrugbes do fabricante. A reacdo de anelamento dos
primers ao molde de DNA foi realizada com 400 ng de DNA total e agua deionizada para
um volume final de reacao 22 mL. Foram adicionados 20 uL de Random primers (2,5x) e
a solucao foi incubada a 95°C por 5 minutos e, em seguida, 5 minutos no gelo. Para a
reacao de marcacao das sondas foram misturados 5 pL do Mix nucleotideo (10x), 1 pL de
Exo-Klenow (40 U/pL), 2 pL de Cy3-dCTP 1 mM (GE Healthcare) Referéncia e, nas
amostras do enriquecimento aerdbio foram adicionados 2 pL do Cy5-dCTP 1 mM (GE
Healthcare) Teste. O meio de reacao foi incubado por 3 horas a 37°C. Apds a incubagéo,
foram adicionados 5 pL de EDTA (0,5 M pH 8.0) a solugcéao e esta foi mantida a -20°C
overnight.

Em seguida, as sondas marcadas de DNA foram purificadas. Para isso, foram
adicionados 220 pL do tamp&o PureLink™ Binding Buffer B2 em cada amostra e aplicada
em uma coluna de purificagdo. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 1
minuto e descartado o liquido que passou pela coluna. Foram adicionados 650 pL do
tampao de lavagem a coluna de purificacdo e centrifugado novamente, como descrito

acima. Apos a centrifugagao, as colunas de purificagdo foram transferidas para um tubo
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novo. Foram adicionados 50 pL do tampao de eluigdo (10 mM Tris-HCI, pH 8.5), seguido
de incubagédo por 1 minuto. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 1 minuto
e estocado no escuro a -20°C.

Foi colocado nos slides um LifterSlip (Erie Scientific) 60 X 25 mm, de acordo
com as dimensdes do miroarray. Os slides foram pré-hibridizados por 1 hora a 37°C com
uma solucdo DIG Easy hybridization solution (Roche Applied) contendo 5% de BSA. As
amostras foram distribuidas aleatoriamente e a hibridiziacao foi realizada por 20 horas a
37°C em um aparelho Slide Booster (Implen). As laminas foram lavadas 3 vezes por 5
minutos a 37°C em uma solugéo 0,1x SSC (0,15 M NaCl e 0,015 M citrato de sd6dio) /0,1%
SDS, seguida por uma unica lavagem por 5 min a 37°C em 0,1x SSC. As laminas foram
digitalizadas em um scanner de microarray GX ScanArray PLUS (PerkinElmer, Boston,
MA) com uma resolucdo de 10 um. As imagens foram transferidas para o programa
Quant-Array (PerkinElmer), onde cada ponto foi identificado e quantificado. Os dados
foram entdo exportados para o programa Excel, onde a intensidade dos spots foi
calculada. O LifterSlip contém genes de degradacdo de bactérias isoladas de solos

contaminados com petrdleo e foi utilizado por Yergeau et al. (2009).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise cromatografica CG-EM foi utilizada para avaliar a biodegradagédo dos
hidrocarbonetos do éleo nao biodegradado (PTS01), utilizado como substrato pelas
bactérias enriquecidas a partir de amostras de 6leo biodegradado (GMR75). A Figura 1
mostra dois dos cromatogramas obtidos, no periodo inicial do ensaio (painel a) e apds 10
dias (painel b), evidenciando os ruidos observados nesses periodos do experimento. Foi
observada a presenga de um pico identificado como sendo o hexadecano, o qual persistiu

apdés 10 dias de experimento. O hexadecando foi adicionado junto ao fenantreno nos
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enriquecimentos como substrato para estimular o crescimento da microbiora do petréleo

degradadora de hidrocarbonetos.
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Figura 1. (a) Cromatograma de corrente i6nica total dos biomarcadores no tempo inical do ensaio,
onde pode ser observado o ruido. (b) Cromatograma de corrente ibnica total dos
biomarcadores apos 10 dias de incubagao, mostrando o pico do hexadecano. O eixo y
corresponde a abundancia dos compostos presentes nas amostras e 0 eixo X
corresponde ao tempo de retencdo em minuto.

Como os picos referentes ao biomarcador hexadecano interferiram negativamente
na avaliagdo da degradacdo do 6leo pela microbiota, novos enriquecimentos aerobios
foram realizados, porém sem a adicdo do hexadecano e do fenantreno. Para a
confirmacao de que seria possivel avaliar a degradagdo do 6leo ndo biodegradado do
poco PTS02 na presenca da microbiota obtida a partir do 6leo biodegradado do pogo

SER17, foi realizada uma analise cromatogréfica do tempo inical do ensaio (Figura 2),

onde nao foram detectados ruidos.
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Figura 2. Cromatograma de corrente ibnica total dos biomarcadores no periodo inical do
enriquecimento aerébio sem a adicdo de hexadecano e fenantreno. O eixo vy
corresponde a abundancia dos compostos presentes nas amostras e 0 eixo x
corresponde ao tempo de retengdo em minuto.

Apos 60 dias de incubagéo do enriquecimento, cerca de 10 a 70 ng/ uL de DNA foi
obtido com o protocolo utilizado, sendo também observada a co-extragdo de RNA de boa
qualidade (Figura 3). A quantificacdo do DNA obtido dos enriquecimentos revelada por

PicoGreen (invitrogen), apds a purificacdo e concentragao, esta detalhada na Tabela 1.

1 2 3 456 7 8

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose do DNA
extraido das amostras dos cultivos enriquecidos
aerobios. Canaletas: (1) 4 yL do Marcador de
peso molecular ladder 100 pb; (2) tempo de
incubacao 0 h; (3) apés 5 dias; (4) 10 dias; (5) 15
dias; (6) 20 dias; (7) 25 dias; (8) 30 dias.
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Tabela 1. Concentracao final de DNA obtido apés a extragcdo do DNA total das amostras de cultivo

aerdbio.

Descricdo da amostra de DNA

Concentracao (ng/pL)

DNA total (ng)

Amostra de incubagao 0 h
Amostra de incubagéo 5 dias
Amostra de incubagdo 10 dias
Amostra de incubacdo 15 dias
Amostra de incubacéo 20 dias
Amostra de incubacéo 25 dias
Amostra de incubacdo 30 dias

9,65
46,09
73,01
56,57
32,85
44,19
56,28

1929
9218
14602
11314
6570
8839
11257

Devido a pouca quantidade de biomassa microbiana levada para o Canada,

resolvemos utilizar o RNA que foi co-extraido juntamente com o DNA (Figura 3). Foi

separada uma aliquota das amostras e tratada com DNAse. Posteriormente, foi realizada

uma reagdo de PCR com 35 ciclos e utilizando os primers universais U341 e U758

(LAWRENCE et al., 2004) para o gene RNAr 16S, a fim de confirmar a total degradacao

do DNA. Apés a confirmacao da degradacao do DNA observada pela falta do produto da

reacdo de PCR, as amostras de RNA foram quantificadas utilizando o RiboGreen

(invitrogen). Os valores obtidos estao detalhados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracao final de RNA obtido apds a extragcdo do RNA total das amostras de cultivo

aerobio.

Descricao da amostra de RNA

Concentracéo (ng/pL)

Total RNA (ng)

Amostra de incubacao 0 h
Amostra de incubagao 5 dias
Amostra de incubacao 10 dias
Amostra de incubacao 15 dias
Amostra de incubagdo 20 dias
Amostra de incubagao 25 dias
Amostra de incubacao 30 dias

2,31
2,21
4,42
2,54
5,98
2,56
5,01

1154
1107
2212
1271
2988
1282
2506

Apoés a confirmacao da extragdo de DNA e RNA das amostras do enriquecimento

e a confirmagao da quantidade e qualidade dos mesmos, foi realizada o PCR em tempo

real para os genes catabdlicos alk e ARHD. Primeiramente, foram utilizados os primers
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Eub338 e Eub518 (FIERER et al.,, 2005) para o gene RNAr 16S a fim de avaliar a
quantidade de bactérias totais presentes no enriquecimento aerdbio, como mostrado na

Figura 4.
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Figura 4. PCR em tempo real do gene RNAr 16S utilizando o DNA extraido do enriquecimento
aerdbio.

Como pode ser observado, no periodo inicial do enriquecimento existia uma
grande quantidade de gene RNAr 16S devido ao fato desse enriquecimento ter tido duas
fases. Na 12 fase, o hexadecano e o fenantreno foram utilizados para aumentar a
biomassa do enriquecimento. Na 22 fase, as células provenientes do 1° enriquecimento
foram coletadas e inoculadas novamente em um enriquecimento contendo o éleo nao
biodegradado PTS01. Esse resultado confirma que no inicio do 2° enriquecimento existia
uma grande quantidade de biomassa bacteriana.

Na reagdo de PCR em tempo real do gene alcano monoxigenase (alk) (Figura 5),
pode ser observado que as bactérias que possuem o gene alcano monoxigenase estao
em maior abundancia apds 10 dias do inicio do enriquecimento. Esse resultado sugere
gue apos 10 dias na presenca do petrdleo nao biodegradado PTS01, as bactérias que

possuiam o gene alk foram capazes de aumentar sua abundancia no enriquecimento
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provavelmente por conseguirem degradar o 6leo para utiliza-lo como fonte de carbono e

energia.
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Figura 5. PCR em tempo real do gene alk utilizando o DNA extraido das amostras dos
enriguecimentos aerdbios.

Na reacao de PCR em tempo real com o gene ARHD (Figura 6) foi observado que
as bactérias que possuem este gene estdo em maioria logo no inicio do enriquecimento.
Esse resultado sugere que no momento da coleta das células, no final da 12 fase do
enriquecimento, as bactérias que possuiam a capacidade de utilizar aromaticos foram
favorecidas em relagdo aquelas que utilizam alcanos. Entretanto, embora o niumero de
copias dos genes ARHDs tenha decaido com o tempo de incubacdo do enriquecimento
aerobio, ainda assim mostrou-se significativamente maior que o numero de cépias dos
genes alk em todos os pontos de coleta. Estes dados sugerem que os membros da
microbiota responséaveis pela degradacao de aromaticos dominaram todo o tempo do
enriquecimento. Nos enriquecimentos que se sucederam, esse resultado foi levado em
consideracao e a estratégia de enriquecimento foi modificada, ou seja, o enriquecimento

foi realizado em uma Unica etapa, sem a adicao de hexadecano e fenantreno.
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Figura 6. PCR em tempo real do gene ARHD utilizando o DNA extraido dos enriquecimentos
aerobios.

Em seguida, foi realizada a analise de quantificacdo da expressdo dos genes
catabdlicos alk e ARHD por PCR em Tempo Real.

O RNA mostrou-se de boa qualidade e em condi¢des de ser utilizado na reagéo de
PCR em tempo real. Os resultados de PCR em Tempo Real mostraram que, em quase
todos os pontos, a expressao do gene RNAr 16S foi alta, confirmando a integridade do
RNA e a atividade da comunidade microbiana das enriquecimentos (Figura 7). Somente
no ponto 4 (20 dias de incubacao) a expressao do RNAr foi baixa em relacao aos outros
pontos, sugerindo que a comunidade microbiana degradadora apresentou uma queda na

sua atividade apos 20 dias de incubagéo.
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Figura 7. PCR em tempo real do gene RNAr 16S utilizando o RNA extraido das amostras dos
enriguecimentos aerébios.

Para a quantificacdo da expressao do gene alcano monoxigenase (alk) foi
realizada uma reagcdo de PCR em tempo real utilizando o RNA das amostras do
enriquecimento aerdbio e os primers degenerados usados para a construcao da biblioteca
deste gene catabodlico. Apds vérias tentativas, nao foi observada amplificagcao a partir do
RNA do gene alk em nenhum ponto de incubagédo. Estes resultados sugerem que o0s
membros da microbiota responsaveis pela degradagdo de alcanos nao estavam ativos,
embora estivessem presentes, como observado na Figura 5. Estas observagdes reiteram
a importancia dos dados de cromatografia da degradacdo dos hidrocarbonetos no
enriquecimento aerébio para confirmar se ocorreu ou ndo a degradacédo de alcanos, ja
gue existe a presenga de bactérias que possuem este gene, principalmente apés 10 dias
de incubacgéo.

Na reacao de PCR em tempo real com o gene ARHD, foi visto que a sua
expressao foi maior no ponto 2, ap6s 10 dias de incubacéo do enriquecimento (Figura 8).

Esse resultado indica que apesar da grande abundancia das populagdes de bactérias que
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possuem este gene, a expressdo € muito baixa nos primeiros dias de enriquecimento
utiizando o 6leo PTS01 como substrato. Outra observacado referente a andlise de
expressao do gene ARHD, é que apesar do baixo nimero de cépias do gene no ponto 4,
apds 20 dias de incubagao do enriquecimento aerdbio (Figura 6), a sua expressao € alta
(Figura 8). Mais uma vez, a falta do resultado de cromatografia da degradacdo dos
hidrocarbonetos no enriquecimento aerobio dificulta a interpretacdo dos resultados de

expressao dos genes ao longo do tempo de incubagéo.
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Figura 8. PCR em tempo real do gene ARHD utilizando o RNA extraido das amostras dos
enriguecimentos aerébios.

Como citado acima, foram realizados novos enriquecimentos sem a presenga do
hexadecano e do fenantreno. A analise de CG mostrou que ao longo de 60 dias de
incubacdo a microbiota recuperada do petréleo biodegradado (SER17) e inoculada no
petréleo ndo biodegradado (PTS02) conseguiu remover quase todos os n-alcanos por
biodegradacao (Figura 9). Com relagdo aos parametros de biodegradagao, pode-se
observar que houve uma biodegradacao preferencial dos hidrocarbonetos lineares com
relacdo aos ramificados (razdo Cig/ fitano). Ainda, pdde-se perceber que o indice de

preferéncia de carbono (IPC), o qual é a razdo dos hidrocarbonetos impares sobre 0s
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pares, permaneceu quase que inalterado, o que demonstra ndo ter havido nenhuma

preferéncia da microbiota em degradar hidrocarbonetos pares ou impares (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros de biodegradacéo para os ensaios no periodo inicial do enriquecimento,
apéds 20 dias e 60 dias.

Tempo Fitano/Cs IPC

0 dia 0,45 1.04
20 dias 1,47 1.02
60 dias 3,49 1.02
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Figura 9. (a) Cromatograma de corrente ibnica total dos biomarcadores no tempo 0 h; (b)
Cromatograma de corrente i6nica total dos biomarcadores no tempo de 10 dias; (c)
Cromatograma de corrente idnica total dos biomarcadores no tempo de 60 dias. P —

Pristano e F - Fitano.
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Por outro lado, os metil-fenantrenos e os dimetil-fenantrenos foram encontrados na
amostra de éleo PTS02, indicando que estes hidrocarbonetos aromaticos ndo foram
degradados pela microbiota recuperada a partir do petréleo SER17 ap6s 60 dias de

incubacao nos ensaios (Figura 10).
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Figura 10. (a) Cromatograma de corrente idnica total dos biomarcadores no tempo 0 h; (b)
Cromatograma de corrente i6nica total dos biomarcadores no tempo de 10 dias; (c)
Cromatograma de corrente i6nica total dos biomarcadores no tempo de 60 dias. MP —
metil-fenantrenos (0 nimero corresponde a posigao do grupo metil) e DMP - dimetil-
fenantrenos.

Dados de biodegradacao do 6leo indicam que os hidrocarbonetos do petréleo sao

degradados sequencialmente, onde os n-alcanos sdo os primeiros hidrocarbonetos a
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serem degradados no processo de biodegradacdo, enquanto os aromaticos necessitam
de um tempo maior (ROLING et al., 2003). Como observado na Figura 10, os
hidrocarbonetos aromaticos nao foram biodegradados pela microbiota do reservatorio, o
que sugere que o tempo de incubacao ndo foi suficiente para ocorrer a biodegradacao
desta classe de compostos, ou mesmo que pode ter havido falta de nutrientes adequados,
0s quais constituem um dos principais fatores que controlam o processo de

biodegradacao (HEAD et al., 2003).

Nas reacoes de PCR em tempo real, foi utilizado o DNA e o cDNA das amostras
de enriquecimento aerdbio. Esta etapa foi realizada na Embrapa sob a supervisdo do
Prof. ltamar Soares de Melo. Apés varias tentativas de encontrar a concentracao certa do
DNA e cDNA a ser utilizada no PCR em tempo real, infelizmente n&o foi possivel observar
a amplificacdo dos genes catabdlicos alk e ARHD nas amostras de enriquecimento. Um
dos fatores que pode ter contribuido para este insucesso, foi a formagédo de dimeros de
primers nas reagbes, observada na curva de Melt. Uma das causas para esta formacgao
de dimeros pode ser a baixa concentracdo do DNA e cDNA proveniente da amostra, o
gue nao possibilita 0 anelamento dos primers na sequéncia-alvo, ou a alta concentragéo

dos primers utilizados (POWELL et al., 2006).

O experimento de microarray utilizando o DNA extraido das células coletadas do
enriquecimento aerdbio foi construido a partir de 140 produtos de PCR amplificados a
partir de genes clonados relacionados com a degradacdo de alcanos (10 genes), de
hidrocarbonetos arométicos (90 genes), com o ciclo de nitrogénio (6 genes), com a
transformagcdo de metais pesados (7 genes), e com outros processos (27 genes)
(YERGEAU et al., 2009). Esta atividade foi realizada no Instituto de Biotecnologia de
Montreal (NRC Biotechnology Research Institute) sob a supervisdo do Prof. Charles

Greer.
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Infelizmente, nenhuma das amostras de DNA do enriquecimento aerdbio utilizadas
na técnica de microarray hibridizou com as sondas contidas no microarranjo. Esse
resultado sugere que as sequéncias de DNA recuperadas dos pocos de petréleo e
envolvidas com a degradagao de hidrocarbonetos sejam sequéncias novas, com baixa ou
nenhuma similaridade com as sequéncias utilizadas para a constru¢cao do microarranjo.
Face aos resultados obtidos, ndo foi realizada a avaliagdo da expressdo dos genes

através da hibridizacao do RNA com o microarranjo.

2.4. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo revelaram que a utilizacdo do hexadecano neste
trabalho, na tentativa de selecionar bactérias degradadoras de hidrocarbonetos lineares,
nao foi bem sucedida uma vez que o hexadecano interferiu negativamente na analise
cromatografica, impedindo a avaliacdo da degradacao dos hidrocarbonetos no periodo de
30 dias de incubacao do enriquecimento. O mesmo problema nao foi observado na
analise cromatografica do enriquecimento sem a utilizacao do hexadecano.

Foi observada uma maior quantidade e expressdo do gene ARHD envolvido na
degradacao dos hidrocarbonetos aromaticos em comparacao ao gene alk envolvido na
degradacéao de hidrocarbonetos lineares. Apesar da interferéncia negativa do hexadecano
na leitura do cromatograma, devido a sua alta concentra¢do no enriquecimento, 0s genes
de degradagéao de hidrocarbonetos lineares ndo foram os mais expressos e sim os genes
envolvidos na degradacao dos hidrocarbonetos aromaticos, sugerindo uma preferéncia da
comunidade microbiana a degradacao inicial de hidrocarbonetos aromaticos ao invés dos
lineares.

A anallise de PCR em Tempo Real revelou alta expressdo do gene envolvido na

degradagao dos compostos aromaticos na comunidade microbiana do pogo GMR75 apos
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10 dias de incubacdo. No entanto, no caso da comunidade microbiana da amostra do
poco SER17 nao foi observada, através da andlise cromatogréafica, a degradagao dos
compostos aromaticos ap6s 60 dias de incubacdo, demonstrando a diferenca da
preferéncia de degradagcado destas duas comunidades e a importancia do estudo da
comunidade de bactérias para entender melhor o seu papel na degradacédo do 6leo em
um dado reservatério de petroleo.

A andlise do microarranjo sugere que as sequéncias presentes no enriquecimento
aerdbio utilizando amostra do poco de petréleo biodegradado GMR75 sdo sequéncias
novas, devido ao fato das sequéncias obtidas no enriquecimento nao terem hibridizado
com nenhuma sonda contida no microarranjo. Este resultado demonstra a necessidade de
estudos funcionais futuros sobre a biodegradagao nos reservatérios de petréleo, a fim de
melhor elucidar a ecologia microbiana e os mecanismos de degradacdo deste ambiente

hostil.
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CAPITULO 3 - Anadlise Integrada de Metagenémica e Metatranscriptomica de
Enriquecimentos Aerdbios de um Reservatorio de Petrdleo no Nordeste do Brasil.
Leandro C. L. Verde, Rubens T. D. Duarte, Bruna M. Dellagnezze, Etienne Yergeau,
Charles W. Greer, Eugénio V. dos Santos Neto, Valéria M. de Oliveira. Submetido a

revista PLoS ONE.
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3.1. RESUMO

O presente estudo utilizou uma abordagem integrada de metagenémica e
metatranscriptdmica para caracterizar a estrutura e fungdo da comunidade bacteriana em
enriquecimentos aerébicos de 6leo biodegradado de um reservatorio de petréleo onshore
na Bacia Potiguar (RN), no Nordeste do Brasil. DNA e cDNA foram obtidos a partir de
enriquecimentos bacterianos e sequenciados utilizando a plataforma llumina. A analise
taxonémica pelo MG-RAST mostrou dominéncia de Actinobacteria seguida pela
Proteobacteria no conjunto de dados de DNA e um aumento no metabolismo de
Actinobacteria no conjunto de dados de cDNA apés 20 dias de incubagdo do
enriquecimento. A anotacao funcional baseada na via metabdlica KEGG mostrou uma
pequena divergéncia entre os conjuntos de dados de DNA e cDNA. As sequéncias mais
abundantes e ativas foram relacionadas com as proteinas: Ligase Coenzima A de acido
graxo de cadeia longa, envolvida na degradagcdo de compostos aromaticos;
descarboxilase, envolvida com o ciclo de glioxilato; e o fator sigma da RNA polimerase,
envolvido na regulacdo da resposta ao estresse oxidativo. Além disso, a anotacdo da
expressao génica com foco na degradacao aromatica revelou que o grupo que degrada o
acido n-fenilalcanoico foi o mais representado entre as sequéncias dos conjuntos de
dados do DNA e cDNA. Este grupo inclui os genes que codificam o operon fadBA, que
esta envolvido com a via da B-oxidacao responsavel pela degradagédo dos acidos graxos.
Os resultados do presente trabalho fornecem informagdes significativas sobre a
comunidade bacteriana degradora de hidrocarbonetos recuperadas de reservatérios de
petrdleo e demonstram o potencial da metagen6mica e metatranscriptomica para a
investigacdo detalhada da estrutura e funcionamento de comunidades microbianas em

ambientes hostis.
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3.2 INTRODUCAO

A maioria dos recursos do petréleo da Terra estd parcialmente biodegradado
(ROLING et al., 2003). Os mecanismos de degradacdo do 6leo em reservatérios de
petréleo, assim como 0s micro-organismos envolvidos, ainda sdo pouco compreendidos.
O conhecimento dos micro-organismos presentes em reservatérios de petréleo, as suas
propriedades fisioldgicas e o potencial bioquimico para a degradagao de hidrocarbonetos
pode vir a beneficiar a exploracdo de petroleo. Estes varios micro-organismos sao
capazes de degradar hidrocarbonetos do petréleo, com o consequente aumento da
densidade do d6leo, teor de enxofre, acidez e viscosidade, interferindo com as operagdes
de extracdo e refino, resultando em perdas econdmicas significativas (MAGOT et al.,
2000).

As informacbes sobre a composicdo da comunidade de bactérias e genes
envolvidos no processo de biodegradacdo podem melhorar nossa compreenséo das vias
metabdlicas microbianas de ocorrencia preferencial, assim como uma melhor aplicagao
dos micro-organismos especificos nos processos de biodegradacao ou biorremediacdo. A
combinagdo de ambas as abordagens dependente e independente de cultivo pode nos
permitir alcangar uma visdo mais abrangente sobre as interagdes e os papéis funcionais
dos organismos presentes na comunidade. A combinagdo de técnicas de microbiologia
classica com metodologias moleculares independentes de cultivo ja foi empregada em
estudos prévios para investigar comunidades bacterianas em reservatérios de petréleo de
alta temperatura (ORPHAN et al., 2000, 2003; SHESTAKOVA et al., 2011).

Com a rapida expansdo no campo da biologia molecular, métodos para avaliar o
perfil da comunidade microbiana de degradadores de hidrocarbonetos tém sido
extensivamente empregados, tais como as bibliotecas de genes RNAr 16S, DGGE

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length
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Polymorphism), FISH (Fluorescent in Situ Hybridization), Multiplex e PCR em Tempo Real,
microarray e SIP (Stable Isotope Probing) (BELLER et al., 2002; BALDWIN et al., 2003;
BONCH-OSMOLOVSKAYA et al., 2003; SETTE et al., 2007; MALIK et al., 2008; BELL et
al., 2011).

Embora estes métodos ainda sejam Uteis para a caracterizacdo de comunidades
menos diversas, eles falham ao refletir integralmente a real diversidade microbiana e
associar diversidade taxonémica com o funcionamento do ecossistema quando amostras
de alta complexidade estdo sendo investigadas. Métodos de sequenciamento em larga
escala, como as tecnologias de pirosequenciamento 454 e lllumina, tém sido aplicados
como novos métodos promissores para investigar genes e niveis de expressao génica da
comunidade microbiana em diferentes ambientes. A metagenémica baseada no
sequenciamento de DNA em larga escala tem sido aplicada com o intuito de caracterizar
comunidades microbianas em solos contaminados com diesel (YERGEAU et al., 2012),
aguas residuarias de refinaria de petréleo (SILVA et al., 2013), 4gua do mar (GILBERT et
al., 2008), solo (URICH et al., 2008), intestino (QIN et al.,, 2010) e cavidade oral
(LAZAREVIC et al.,, 2009) de humanos, reservatérios de petréleo (AN et al., 2013),
detritos de tubulacées de petréleo (JOSHI et al., 2014), entre outros. Contudo, somente
alguns estudos de metatranscriptémica tém sido aplicados a comunidades microbianas
em agua marinhas (FRIAS-LOPEZ et al., 2008; SHI et al., 2011), solo (URICH et al.,
2008), lodos ativados (YU; ZHANG, 2012) e derramamento de 6leo (MASON et al., 2012).

No presente estudo, a estrutura da comunidade microbiana e os niveis de
expressdo génica de enriquecimentos aerdbicos de petrdleo biodegradado foram
investigados  utilizando uma  abordagem integrada de metagenbmica e
metatranscriptdmica. Os objetivos deste trabalho consistiram na caracterizacao

filogenética e funcional da comunidade microbiana recuperada de um reservatério de
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petréleo biodegradado, através de enriqucimentos aerdbios, na tentativa de identificar as

vias metabdlicas relevantes para o processo de biodegradacgéo.

3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Amostragem

As amostras de 6leo (naturalmente misturado com &agua de formagao) foram
coletadas em julho de 2008 a partir de dois pocos de producdo, nomeados GMR75 e
PTS1, em reservatérios onshore na Bacia Potiguar (Nordeste, Brasil), com apoio logistico
do CENPES/Petrobras. As amostras foram enviadas para o laboratério CPQBA-DRM e
armazenadas no escuro e em temperatura ambiente para analises posteriores. A amostra
de petroleo GMR75 foi classificada como moderadamente biodegradada e produzida a
partir de um reservatério com uma temperatura in situ de 42,2°C, a uma profundidade de
535,5 — 540,5 m. A amostra de petréleo PTS1 foi classificada como nao biodegradada e
recuperada a partir de um reservatério com temperatura in situ de 48,3°C, a uma

profundidade de 801 - 803 m.

3.3.2 Enriquecimentos bacterianos aerobios

A amostra de petréleo bruto/ agua de formacao (10% do volume do meio, v/v) foi
inoculada em 100 ml dos seguintes meios de cultura: caldo de tripticase de soja (TSB,
Difco) e caldo marinho (MB, Difco); uma solugédo de vitaminas (2 mg de biotina, 2 mg de
acido félico, 5 mg de hidrocloreto de tiamina; 5 mg de &cido nicotinico; 5 mg de
pantotenato de calcio, 10 mg de hidrocloreto de piridoxina, 0,1 mg de vitamina B12 e 5 mg
de &cido lipdico, por litro de agua destilada) foi adicionada a 0,1% (v/v) para estimular o
crescimento microbiano. Os consoércios aerdbios foram incubados em frascos Erlenmeyer

em agitador rotacional a 42°C e 120 rpm durante 5 dias.
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Os pellets de cada enriquecimento microbiano foram coletados por centrifugacao e
inoculados em 2 L do respectivo meio de cultura, seguido de incubagdo a 42°C em
agitador rotacional a 120 rpm. Apés 10 dias de incubacao, a biomassa foi recuperada por
centrifugacao (5.000 g, 18°C, 10 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet de ambos
0s enriquecimentos microbianos (TSB e MB) foram reunidos e transferidos para frascos
Erlenmeyer (125 ml) contendo 40 ml do meio Bushnell Haas (BHM, Difco), adicionado de
0,1% (v/v) solucao de vitamina e 30 mg de 6leo nao-biodegradado (PST01) da bacia
Potiguar (Nordeste, Brasil). O experimento foi realizado em triplicata e monitorado durante
20 dias. Os frascos foram sacrificados a cada 10 dias para a recuperagdo da biomassa e

extracao de acidos nucléicos.

3.3.3 Extracdo de Acidos nucléicos e Sintese de cDNA

Para cada amostra de enriquecimento, 30 ml foram centrifugados durante 10 min a
4.000 g a 4 °C. Os pellets foram coletados e divididos para extragdo de DNA e RNA
utilizando o Kit Wizard Genomic DNA purification (Promega, EUA) e o Kit Purelink Micro-
To-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen, EUA), respectivamente. A
concentracao e a pureza do DNA e RNA foram determinadas por microespectrofotometria

(NanoDrop -1000, Thermo Scientific, Willmington, DE, EUA).

3.3.4 Construcao e sequenciamento de bibliotecas de DNA e cDNA

O sequenciamento do DNA foi realizado por um laboratério multi- usuario localizado
em Piracicaba (Sao Paulo, Brasil), utilizando a plataforma lllumina MiSeq (lllumina Inc.,
San Diego, CA, EUA). No caso do cDNA, o sequenciamento foi realizado utilizando uma
lane do sequenciador lllumina HiSeq 1000 (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA), seguindo

as instrugdes do fabricante. Resumidamente, o DNA foi preparado utilizando o kit Nextera

66



DNA Sample prep. (lllumina), enquanto o TruSeq RNA Sample prep kit v2 (lllumina) foi
utilizado para preparar as bibliotecas de mRNA. Os fragmentos de DNA e cDNA foram
processados por reparacgao final, A- tailing, ligacdo dos adaptadores, amplificacao por
PCR e purificagdo dos produtos de acordo com as instrugdes do fabricante, resultando em
bibliotecas com fragmento de DNA e de cDNA de tamanho ~ 200 bp para subsequente
sequenciamento. O programa baseado no CASAVA (versdo 1.8.2) foi utilizado para
converter as imagens de fluorescéncia cruas (arquivos bcl) em arquivos de sequéncias

nomeadas (fastq).

3.3.5 Andlises de bioinformatica

Analise de informag&o de dominio taxonémico combinado

Inicialmente, sequéncias de leitura aleatdrias do lllumina foram analisadas no
Mothur v1.31.2 (SCHLOSS et al.,, 2009) e convertidas em contigs com base no
pareamento dos primers direto-reverso e na qualidade de nucleotideos (sequéncias com >
50% de baixa qualidade e/ou score Phred < 20 foram descartadas). Os contigs foram a
seguir analisados no Mothur para remover sequéncias com homopolimeros ou
sequéncias curtas. Para dados metagenémicos, contigs de alta qualidade foram
montados utilizando uma combinagdo de VelvetH (para construir um histograma de k-
mer), VelvetG (para construir o grafico Bruijin) e o MetaVelvet (para gerar sequéncias
scaffold em formato fasta) (NAMIKI et al., 2012). Dados metatranscriptdmicos foram
montados utilizando IDBA-Tran v.1.0.13 (PENG et al., 2013). A anotagdo de ambos os
dados metagendmico e metatranscriptdomico foi realizada utilizando o servidor MG-RAST
(Meta  Genome  Rapid Annotation using  Subsystem  Technology, v3.1)
(http://metagenomics.nmpdr.org ). Este pipeline fornece varios métodos para as

reconstrugées filogenéticas e metabdlicas, analise de similaridade de proteinas,
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classificagdo e anotagdo funcional de proteinas (MEYER et al., 2008). A andlise de
similaridade de proteinas foi realizada utilizando BLAST contra o banco de dados M5NR
de proteina (http://metagenomics.nmpdr.org), que integra varios bancos de dados de
sequéncia em um banco de dados Unico e pesquisavel. No presente estudo, o conjunto
de dados de DNA (MG-RAST ID: 4543129.3 e 4543130.3) e o conjunto de dados de RNA

(MG-RAST ID: 4543721.3 e 4543722.3) foram utilizados para as analises.

3.3.6 Classificacao da expressao génica global
Para obter informagbes de todas as vias metabdlicas, a expressao génica global foi
anotada com o Subsistemas SEED no MG-RAST com o conjunto de dados total do DNA e

do cDNA em um valor corte de e-valor < 1e'"° (PFISTER et al., 2010).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Perfil filogenético do metagenoma e metatranscriptoma

Neste estudo, duas amostras de enriquecimento (P1 - apds 10 dias e P2 - apés 20
dias) foram sequenciadas para investigar o perfil metagenémico e metatranscriptdémico da
comunidade bacteriana. Um total de 18.984 e 17.017 sequéncias (reads) do conjunto de
dados metagenémico e 23.359 e 69.947 reads do conjunto de dados metatranscriptémico
das amostras P1 e P2, respectivamente, foi obtido pelo controle de qualidade do MG-

RAST.

A analise do metagenoma baseada em todas as bases de dados de anotagao
disponiveis no MG-RAST revelou que o dominio Bacteria foi dominante em ambas as
amostras P1 e P2, representando 99,21% e 99,32% das sequéncias, respectivamente.

Eukarya representou 0,16% e 0,14%, Archaea 0,04% e 0,06%, virus 0,43% e 0,53% e
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outras sequéncias 0,06% e 0,05% da abundancia do DNA total em P1 e P2,

respectivamente.

Para um melhor entendimento dos niveis de atividade das diferentes populactes
na comunidade microbiana do enriquecimento apés 10 e 20 dias, a afiliagao taxonémica
das sequéncias de cDNA foi analisada utilizando o banco de dados do MG-RAST. Os
resultados das analises metatranscriptdmicas mostraram que, como esperado, Bacteria
também foi o dominio dominante em ambos os conjuntos de dados de P1 e P2,
correspondendo a 82,58% e 98,27%, respectivamente. Eukarya representaram 17,16% e
1,61%, Archaea 0,10% e 0,05%, virus 0,03% e 0,05% e outras sequéncias 0,13% e

0,02% da abundancia total de cDNA em P1 e P2, respectivamente.

No conjunto de dados do metagenoma, os filos bacterianos mais abundantes
foram Actinobacteria e Proteobacteria, os quais representaram cerca de 85% e 14%,
respectivamente, dos reads de DNA que codificam proteinas tanto em P1 quanto em P2
(Figura 1). Miqueletto e colaboradores (2011) estudaram a comunidade bacteriana de
uma amostra de solo da bacia petrolifera Potiguar e observaram que, similarmente aos
resultados encontrados neste trabalho, o filo Actinobacteria foi mais abundante do que o
filo Proteobacteria. A habilidade de se adaptar a substratos recalcitrantes tem sido
sugerida para explicar a significativa ocorréncia de Actinobactérias em algumas amostras

ambientais (FIERER et al., 2007).

O filo Actinobacteria possui uma ampla distribuicdo em diferentes reservatorios de
petréleo ao redor do mundo e tem sido descrito como degradadores de hidrocarbonetos

(SALINAS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2013).
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Figura 1. Classificagdo filogenética dos reads obtidos do sequenciamento do metagenoma e
metatranscriptoma. Resultados para filos obtidos pela plataforma MG-RAST.

Proteobacteria foi o segundo filo mais abundante na comunidade bacteriana de
ambas as amostras, especialmente a classe Betaproteobacteria, a qual representou 9,7%
dos reads em P1 e P2. Muitos representantes do filo Proteobacteria podem crescer em
compostos aromaticos ou metano (COLEMAN et al., 2006) e tém sido descritos como
degradadores de hidrocarbonetos em diferentes reservatérios de petréleo (KORENBLUM

et al., 2012; SETTE et al., 2007).

No conjunto de dados de metatranscriptoma, o filo Proteobacteria foi o mais ativo
apés 10 dias de enriquecimento do petrdleo (P1), representando 90,25% dos reads de
cDNA que codificam proteinas. O filo Actinobacteria foi 0 segundo mais predominante, o
qual representou somente 3,65% dos reads de cDNA que codificam proteinas. Apos 20
dias de enriquecimento do petréleo (P2), houve uma inversdo no perfil da comunidade
bacteriana e o filo Actinobacteria tornou-se o mais ativo, com 72,43% dos reads de cDNA
que codificam proteinas, e o filo Proteobacteria passou a representar apenas 25,19% das

sequéncias.
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Apesar da alta abundéncia do filo Actinobacteria comparado com Proteobacteria, o
ultimo mostrou maior diversidade, abrangendo um ndmero muito maior de géneros em
ambos o0s conjuntos de dados metagendmico e metatranscriptémico (Figura 2).
Entretanto, o género mais abundante foi Streptomyces, representando 50,7% e 62,06%
dos reads de DNA que codificam proteinas em P1 e P2, respectivamente. Relatos
anteriores tém descrito Streptomyces spp. como eficientes degradadores de n-
hexadecano, benzaldeido, catecol, acido fenilacético e &cido protocatecuico (DA ROSA et

al., 2013; RADWAN et al., 1998; BALACHANDRAN et al., 2012).

No conjunto de dados de metatranscriptémica, apos 10 dias de enriquecimento, o
género Streptomyces demonstrou uma baixa atividade metabdlica, com apenas 0,84%
dos reads de cDNA que codificam proteinas. Contudo, ap6s 20 dias, os reads de cDNA
que codificam proteinas relacionados a este género aumentaram para 51,42%, indicando
a alta atividade metabdlica deste grupo no enriquecimento sendo propavelmente os
organismos chave no processo de biodegradagdo do petrdleo apds 20 dias de

enriquecimento.

Os géneros com maior atividade no conjunto de dados de metatranscriptoma apds
10 dias de enriquecimento foram Azoarcus, Thauera e Aromatoleum (classe
Betaproteobacteria), representando 13,52%, 12,33%, e 11,04% dos reads de cDNA que
codificam proteinas, respectivamente (Figura 2). Estes géneros tém sido relatados como
metabolicamente muito versateis com relagdo a utilizagao de hidrocarbonetos aromaticos
como a unica fonte de carbono e energia (SILVA et al., 2012; WIDDEL; RABUS, 2001;
FOGHT, 2008; TRAUTWEIN et al., 2008; KASAI et al.,, 2006). Ap6s 20 dias de
enriquecimento (P2), os reads de cDNA que codificam proteinas dos géneros Thauera,
Azoarcus e Aromatoleum diminuiram para 3,5%, 3% e 2,7%, respectivamente. Estes

resultados sugerem que estas Betaproteobactérias sdo responsaveis pela degradacao
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dos hidrocarbonetos aromaticos e que estes compostos sdo degradados nos primeiros

dias do enriquecimento.

a 100% — u Streptomyces (Actinobacteria) b 100% = Streptomyces (Actinobacteria)
- w Mycobacterium (Actinobacteria) = Kineococcus (Actinabacteria)
m Thauera (Proteobacteria) I"id'hauera (P;oieobgctena))
Azoarcus (Proteobacteria zoarcus (Proteobacteria
80% ] Aromafo.’e(um (Prnlenbact)eria) 80% m Aromatoleum (| Fruteabacleria.)
m Kineococcus (Actinobacteria) = Mycobacterium (Actinobacteria)
m Frankia (Protecbacteria) = Nocardioides (Actinobacteria)
60% u Escherichia (Proteabacteria) 60% ® Frankia (Acimcchtena) 7
m Nocardioides (Actinobacteria) mArthrobacter (Actinobacteria)
m Burkholderia (Proteobacteria) - ge:womona(i (»?cllgob!acm;m
m Rhodococcus (Actinobacteri m Salinispora (Actinobacteria
40% L] Ar!‘hrobgcrer (Actci:nobacteda")a) 40% mRhodococeus (Actinobacteria)
m Saccharopolyspora (Actinobacteria) ;ﬁ?_ggf?i;‘?&?éﬁ%%?cgc“;‘Dbﬂﬂeﬁa)
# Dechloromonas (Proteobacteria) s H b .
20% Pseudomonas (Proteobacteria) 20% Taf,fq ?ggé’;’:rﬂ(%f-;i?:] éﬁg‘é?gﬁ:ftﬂﬂa)
Salinispora (Actinobacteria) 2 .
® Streptosporangium (Actinobacteria) 'Eﬁodﬁfmafﬂph’w(ﬁ ;-”\t?“ﬂgbatcl?”}a)
il i ® Micromonospora clinobacierna
0% : gggggg?gizngf;&gﬁg?ena) 0% lBurkhov‘derfap(OProleobacleria)
P1 - DNA ® Cupriavidus (protecbacteria) ® Beutenbergia (Actinobacteria)
C 100% — u Thauera (Proteobacteria) d 100% — :%f:ﬁ;”,;”{ﬁﬁi é?gﬁg&?&?éﬂa)
m Azoarcus (Proteobacteria) 2
m Aromatoleum (Proteobacteria) u Azoarcus (Proteobacteria)
m Burkholderia (Proteobacteria) a Aromatoleum (Prq‘reobacte_rla)
80% m Acinetobacter (Protecbacteria) 80% ® Kineococeus (Actinobacteria)
m Dechioromonas (Proteobacteria) ® Acinetobacter (Proteobacteria)
m Acidovorax (Proteobacteria) u Nocardioides (Actinobacteria)
60% m Cupriavidus (Proteobacteria) 60% L] Eﬂ;’khg‘detna ((Ercl)'te%bacttefla) )
m Bordetella (Proteobacteria) L] robacter (Actinobacteria
m Candidatus Accumulibacter (Proteobacteria) L] Mycubaffn'um (Aclinol?acleria)
m Pseudomonas (Proteobacteria) ® Frankia (Actinobacteria
40% m Ralstonia (Protecbacteria) 40% m Cellulomonas (Actinobacteria)
® Thiobacillus (Proteobacteria) ® Saccharopolyspora (Actinobacteria)
u Nitrosomonas (Proteobacteria) = Dechloromonas (Proteabacteria)
20% Achromobacter (Proteobacteria) 20% = Acidovorax (Protecbacteria)
grr:ep!om yces(@ctlinogactler}a)) g };h_ggoﬁoc(géf_ (Agiintob_ac)leria)
m Folaromonas roleocbacierna m Kribbella inobacteria
0% = Me!hyn‘(cgoccui (Proles):bacieria) ® Salinispora (Actinobacteria)
o m Vibrio (Proteobacteria 0% ® Intrasporangium (Actinobacteria)
P1 - cDNA W Laribacter (Proteobacteria) P2 - cDNA ® Pseudomonas (Proteobacteria)

Figura 2. Abundancia dos 20 géneros mais dominantes encontrados nos conjuntos de dados de
metagenoma (a, apo6s 10 dias, e b, apos 20 dias de incubagéo) e metatranscriptoma (¢, apos 10
dias, e d, ap6s 20 dias de incubagéo) usando MG-RAST.

Os conjuntos de dados de metagenoma e metatranscriptoma mostraram a
presenca e atividade de alguns géneros degradadores de hidrocarbonetos, como
Mycobacterium, Acinetobacter, Burkholderia, Pseudomonas, Rhodococcus, Geobacillus e
Alcanivorax. Estes géneros possuem a versatilidade de atuar em hidrocarbonetos alcanos
e aromaticos, especialmente em compostos de alto peso molecular (VILA; GRIFOLL,

2009; VAN BEILEN et al, 2003; 2004; SMITS et al., 2002; TUROVA et al., 2008).

Trabalhos publicados por nosso grupo de pesquisa relataram a caracterizagao da

diversidade filogenética e funcional da comunidade microbiana presente na mesma
72



amostra de petr6leo usada neste trabalho, originada do reservatorio de petréleo terrestre
(GMR75) da Bacia Potiguar, utilizando bibliotecas do gene RNAr16S e de genes
catabolicos de degradacao aerébia e anaerdbia (SILVA et al., 2013; VASCONCELLOS et
al., 2010; VERDE et al., 2013). Os autores demonstraram a dominancia dos filos
Proteobacteria e Actinobacteria e, em alguns casos, a presenca e relevancia dos géneros
Thauera e Streptomyces na comunidade microbiana da amostra de petréleo GMR75. No
presente trabalho, o género mais abundante em ambos os enriquecimentos bacterianos
P1 e P2 foi Streptomyces. Estas bactérias foram encontradas somente no trabalho de
Silva e colegas (2013), baseado em bibliotecas de genes RNAr 16S obtidas diretamente a
partir das amostras de petréleo, sugerindo que este taxon foi favorecido pelas condigdes
do enriquecimento, provavelmente devido a sua habilidade em degradar hidrocarbonetos,

permitindo-os utilizar eficientemente o petréleo como fonte de carbono e energia.
3.4.2 Analise funcional do metagenoma e metatranscriptoma

Para um melhor entendimento dos processos metabdlicos utilizados pela
comunidade de bactérias no enriquecimento aerdbio ap6s 10 dias (P1) e 20 dias (P2) de
incubacao, as sequéncias funcionais das amostras de metagenoma e metatranscriptoma
foram analisadas. As sequéncias foram funcionalmente anotadas com a plataforma MG-
RAST usando o banco de dados do Subsistema SEED, com o e-Value maximo de 1e7°,
identidade minima de 60% e comprimento minimo de alinhamento de 15 medido em
aminoacidos para proteina. A analise funcional permitiu a classificagdo de 86,3% e 84,5%
de sequéncias do metagenoma e 52,6% e 69,3% de sequéncias do metatranscriptoma
em P1 e P2, respectivamente. O perfil metabdlico basico da comunidade bacteriana do
enriquecimento mostrou 27 categorias (Figura 3). A maioria das fung¢des foi relacionada

ao metabolismo de carboidratos, diversas fungdes, cofatores, aminoacidos e derivados e
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metabolismo de proteinas, sugerindo os papéis dominantes destas categorias no

funcionamento do sistema.

Para permitir uma visao mais profunda da composicao e atividade da comunidade
bacteriana recuperada do reservatorio de petréleo, os genes com maior nimero de
sequéncias no metagenoma e metatranscriptoma de P1 e P2 sdo descritos em detalhes

nos itens subsequentes.
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Figura 3. Perfil metabdlico baseado nas andlises automatizadas do subsistema SEED no MG-
RAST. O numero total de reads de DNA e cDNA foram atribuidos a categorias metabdlicas
bésicas.

Ligase Coenzima A de acido graxo de cadeia longa (EC 6.2.1.3)

Dentre todas as sequéncias génicas encontradas no metagenoma e
metatranscriptoma, as que codificam a proteina ligase CoA de acido graxo de cadeia
longa foi a mais abundante no periodo de incubagao de 10 dias. Estas sequéncias foram
classificadas nas categorias funcionais relacionadas com a biossintese de biotina,

regulacéo da degradacao de acidos graxos, metabolismo dos acidos graxos e degradagao
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do acido n-Fenilalcanoico. Os géneros relacionados com estas sequéncias no P1 do
metagenoma foi Mycobacterium, com 59,5% do total de reads, e do metatranscriptoma foi
Azoarcus, o qual foi representado por 40,8% do total de reads, enquanto no P2 as
sequéncias foram relacionadas ao género Streptomyces, com 66,7% dos reads do
metagenoma e 42,4% dos reads do metatranscriptoma. Esta proteina tem um papel em
varios processos metabolicos e regulatérios catalizando a formagao de acil-CoA através
do processo que requer acido graxos, ATP e coenzima A como substratos (Faergeman et
a., 1997). Devido a importadncia desta proteina, Dong e colaboradores (2012)
caracterizaram dois genes que codificam esta proteina na bactéria degradadora de
petrdleo Geobacillus thermodenitrificans NG80-2, um bacilo termofilico isolado a partir de
um reservatério profundo de petréleo na China. Os autores inocularam a bactéria em
sacarose e no petréleo como fonte de energia e posteriormente observaram a expressao
do RNAm por PCR em tempo real. Os resultados demonstraram que na presenca do
petroleo esse gene foi mais expresso, que na presenga da sacarose, sugerindo a
importancia do mesmo no processo de degradacdo do petréleo. Yao e colaboradores
(2013) observaram a presenga deste gene no genoma de Geobacillus thermodenitrificans
NG80-2 e a auséncia do mesmo no genoma da bactéria Geobacillus thermodenitrificans
DSM465, a qual é incapaz de degradar alcanos. Estes resultados estdo de acordo com os
dados encontrados neste trabalho, uma vez que este gene foi 0 mais abundante e o mais
expresso na comunidade bacteriana obtida ap6s 10 dias de enriquecimento. Em adicao,
os resultados sugerem que a ligase CoA de acido graxo de cadeia longa pode estar

envolvida no passo inicial da degradagao de petroleo.
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Descarboxilase

Entre todas as sequéncias de genes encontradas nos conjuntos de dados do
metagenoma e metatranscriptoma, o gene que codifica a enzima descarboxilase,
envolvida na via para a regeneracao do glioxilato para a assimilagdo de compostos C1 e
C2, foi o mais abundante em 20 dias de enriquecimento. Nesta via alternativa, ocorre a
desidratacdo de B-hidroxibutiri-CoA e a redugdo para butiril-CoA, o qual sofre
carboxilagdo para etilmalonil-CoA. Subsequentemente, uma complexa série de
descarboxilagdo, rearranjo e reacdes de carboxilacdo leva a formacdo de succinato
(ENSIGN, 2006; KOROTKOVA et al., 2005). Neste estudo, encontramos sequéncias
relacionadas a descarboxilase envolvida na conversao de etilmalonil-CoA para Isobutiril-
CoA.

Ensign (2006) estudou esta via alternativa de assimilagao de acetato e destacou a
diversidade metabdlica de bactérias que podem digerir compostos C2 e a importancia de
compreender o metabolismo microbiano de metabdlitos centrais. Feng e colaboradores
(2007) descreveram a sequéncia do genoma completo de Geobacillus thermodenitrificans
NG80-2 e seu proteoma parcial. Caracteristicas metabdlicas gerais e especificas foram
descritas para esta bactéria, e os mecanismos de adaptacao em reservatorios de petréleo
foram discutidos. Os autores encontraram que proteinas envolvidas em uma via
alternativa de glioxilato, que permite o crescimento em acetato como Unica fonte de
carbono, foram expressas na linhagem NGB80-2. Estes resultados sugeriram que esta
bactéria possui vias metabdlicas versateis para a sua sobrevivéncia sob véarias condigdes
ambientais. Em reservatorios de petrdleo, acidos organicos, com o acetato sendo o mais
abundante, sdo comumente detectados e tidos como importantes para a sobrevivéncia
bacteriana (BRATH, 1991). Nossos resultados sugerem que a comunidade bacteriana

utilizou esta via alternativa de assimilagcao do acetato ap6s 20 dias de enriquecimento.
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Os reads relacionados a descarboxilase encontrados em ambos os tempos de
amostragem foram principalmente afiliados ao género Streptomyces. Estes representaram
424% e 57,41% dos reads do metagenoma e 52,3% e 51,4% dos reads do
metatranscriptoma, para P1 e P2, respectivamente. Este género ja foi descrito utilizando
esta via alternativa do ciclo do glioxilato (HAN; REYNOLDS, 1997). Ap6s 10 dias de
enriquecimento as sequéncias metagenOmicas relacionadas a esta proteina foram o
segundo grupo mais abundante entre todas as sequéncias. No entanto, este gene nao

estava entre 0os mais expressos no metatranscriptoma de P1.

Fator sigma da RNA polimerase

Em todo o periodo do enriquecimento, sequéncias com similaridade a genes que
codificam o fator o da RNA polimerase estavam entre as sequéncias mais abundantes e
expressas no metagenoma e metatranscriptoma. Estas sequéncias foram classificadas na
categoria funcional de regulacdo de resposta ao estresse oxidativo. A proteina RNA
polimerase esta envolvida no processo de transcricdo e o fator 0 € uma subunidade
destacavel da RNA polimerase responsavel pelo reconhecimento de sequéncias
promotoras no DNA e pela regulagdo da expressao génica em bactérias (BUSCHE et al.,
2012). As sequéncias similares ao fator o da RNA polimerase foram principalmente
afiliadas ao género Streptomyces no metagenoma de P1 e P2 e no metatranscriptoma de
P2, ja no metatranscriptoma de P1, os reads foram afiliados ao género Azoarcus. Estes
resultados sugerem que nos periodos de 10 e 20 dias de incubacdo os membros da
comunidade envolvidos com a degradacdo do petroleo, Streptomyces e Azoarcus,
estavam majoritariamente envolvidos com a sintese de proteinas responsaveis pela

regulacao do estresse oxidativo.
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3.4.2.1 Metabolismo de compostos aromaticos

A categoria do metabolismo de compostos arométicos € dividida em vérias
subcategorias. Foi observado que o nivel 2 do subsistema SEED, teve a maior
abundancia de sequéncias nas vias periféricas para o catabolismo de compostos
aromaticos, representando 52,8% e 41,2% dos reads no metagenoma e 49,7% e 46,2%
dos reads no metatranscriptoma de P1 e P2, respectivamente, para esta categoria. No
nivel 3 do subsistema SEED estdo importantes vias relacionadas a degradacao de
compostos aromaticos, tais como a degradacao do bifenilo, degradacdo do benzoato,
degradacédo do naftaleno e antraceno, degradacdo do &cido n-Fenilalcanoico e outros.
Dentro deste nivel, as sequéncias com maior abundancia e atividade foram relacionadas
a degradacao do &cido n-Fenilalcanoico (Figura 4) e incluem enoil-CoA hidratase (EC
4.2.1.17), 3-OH-acil-CoA desidrogenase (EC 1.1.1.35), cis-trans-D3-D2-enoil-CoA
isomerase (EC 5.3.3.8), 3-OH-butiril-CoA epimerase (EC 5.1.2.3) e 3-cetoacil-CoA tiolase
(EC 2.3.1.16). Estas proteinas sao codificadas pelo operon fadBA relacionado a via da B-
oxidacao, responsavel pela degradacdo de acidos graxos, e sua inducao ocorre pelo
crescimento em meios contendo acidos graxos de cadeia longa como fonte de carbono e

energia (PAWAR; SCHULZ, 1981; ISHIKAWA et al., 1981; DIRUSSO, 1990).
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Figura 4. Distribuicdo dos reads de DNA e cDNA relacionados as vias periféricas para o
catabolismo de compostos aromaticos com base no nivel 3 dos subsistemas SEED.

Oliveira e colaboradores (2001) investigaram os genes e as enzimas envolvidas na
B-oxidacao dos acidos n-fenilalcandico e n-alcandico em Pseudomonas putida U e
demonstraram seu papel essencial na degradacao do acido n-fenilalcandéico e na sintese
de novos poliésteres aromaticos biodegradaveis (bioplasticos). Eles observaram que P.
putida U possui a habilidade para acumular uma reserva de acido graxo (poliesteres), um
provavel evento secundario causado por uma excessiva acumulagao de intermediarios da
B-oxidacao, os quais podem ser usados quando a fonte de carbono do meio tiver sido
esgotada, proporcionando a esta espécie vantagens nutricionais com respeito a outras
bactérias que compartiiham o mesmo habitat (OLIVEIRA et al., 2001).

Verde e colaboradores (2013) construiram uma biblioteca de genes catabdlicos a
partir de DNA extraido diretamente da mesma amostra de petroleo biodegradado
(GMR75) usada neste trabalho e relataram a presengca de genes envolvidos na
degradacao de compostos aromaticos (dioxigenases). Contudo, os resultados observados
neste estudo revelaram uma baixa abundéancia destas proteinas ap6s 20 dias de

enriquecimento. Nao obstante, algumas dioxigenases foram detectadas, assim como um
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baixo nivel de expressédo génica (Tabela 1). Dentre as sequéncias relacionadas com os
genes que codificam dioxigenases foram encontradas uma dioxigenase envolvida na
degradacao aerobia de fenol, tolueno, xileno e cresol utilizando a via meta (MERIMAA et
al., 2006) e uma dioxigenase envolvida na via de degradagao do bifenil, catalisando a
clivagem do primeiro anel pela incorporagéo de dois atomos de oxigénio ao anel catecol
(HATTA et al., 2003).

Lu e colaboradores (2011) encontraram que genes envolvidos na degradacao de
compostos aromaticos foram mais abundantes do que aqueles envolvidos na degradacao
de alcanos em amostras de pluma de éleo, o que pode ser importante para determinar os
efeitos em longo prazo do derramamento de 6leo nos ecossistemas marinhos.

Apesar do baixo numero de sequéncias relacionadas aos genes envolvidos na
degradacdo de compostos aromaticos, tais como degradacdo do bifenil, catabolismo e
degradacao de benzoato, degradacao de naftaleno e degradacao do clorobenzeno, um
leve aumento na expressao de tais genes ocorreu apds 20 dias de enriquecimento (Figura
4). Estes resultados sugerem que as bactérias que possuem genes de dioxigenase
envolvidos na degradacédo de hidrocarbonetos aromaticos foram pouco enriquecidas sob
as condicdes utilizadas. Além disso, os dados podem indicar também que o periodo de
incubacao nao foi suficiente para a comunidade bacteriana iniciar ativamente o processo
de degradagdo dos arométicos, e, desta forma, niveis significativos de expressdo de

dioxigenases nao foram observados.
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Tabela 1. Anotagao das sequéncias protéicas relacionadas a genes de dioxigenases envolvidas na
degradagdo de compostos aromaticos a partir dos conjuntos de dados metagendémico e
metatranscriptémico.

Nome

Organismo Hospedeiro

Proteina mais similar

Identidade AA
(%)

Grupo

P1 - DNA (11120)

P1 - DNA (12808)

P1 - DNA (13826)
P1 - DNA (14471)
P1 - DNA (18816)
P1 - DNA (4689)
P1 - DNA (7865)
P1 - DNA (7866)
P1 - DNA (3205)
P2 - DNA (12482)
P2 - DNA (13247)
P2 - DNA (3188)
P2 - DNA (4241)
P2 - DNA (7878)
P2 - DNA (11735)
P2 - DNA (12483)
P2 - DNA (14931)
P1 - cDNA (1526)
P1 - cDNA (4072)
P2 - cDNA (1536)
P2 - cDNA (5956)
P2 - cDNA (2958)
P2 - cDNA (12531)
P2 - cDNA (2789)
P2 - cDNA (6549)

P2 - cDNA (11807)

Mycobacterium tuberculosis
CPHL_A

Mycobacterium tuberculosis 210

Mycobacterium tuberculosis T17
Unclassified.

Mycobacterium tuberculosis
H37Ra

Kribbella flavida DSM 17836
Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor A3(2)

Streptomyces coelicolor A3(2)
Unclassified.

Streptomyces avermitilis MA-
4680 Unclassified.

Streptomyces coelicolor A3(2)

Kribbella flavida DSM 17836

Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 Unclassified.

Streptomyces coelicolor

Saccharomonospora viridis DSM
43017

Streptomyces avermitilis MA-
4680 Unclassified.

Streptomyces coelicolor A3(2)
Unclassified.

Streptomyces coelicolor

Saccharomonospora viridis DSM
43017

Saccharomonospora viridis DSM
43017

Streptomyces coelicolor A3(2)

Streptomyces coelicolor A3(2)
Unclassified.

Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 Unclassified.

Streptomyces coelicolor
Kribbella flavida DSM 17836

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis MA-
4680 Unclassified.

Lignostilbene-alpha,beta-
dioxygenase
Phenylpropionate
dioxygenase, large terminal
subunit

Lignostilbene-alpha,beta-
dioxygenase

biphenyl-2,3-diol 1,2-
dioxygenase bphC
4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase
Oxidoreductase

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit beta

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit alpha

catechol 2,3-dioxygenase

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit beta

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase
catechol 2,3-dioxygenase

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit alpha

Oxidoreductase

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit beta

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit alpha

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

Oxidoreductase

catechol 2,3-dioxygenase

311/311 (100%)

114/114 (100%)

305/307 (99%)
300/300 (100%)
160/177 (90%)
72/76 (95%)
172/173 (99%)
60/66 (91%)
253/314 (81%)
22/23 (96%)
78/93 (84%)
67/87 (77%)
330/336 (98%)
57/58 (98%)
55/70 (79%)
43/50 (86%)
79/89 (89%)
47/48 (98%)
52/53 (98%)
246/253 (97%)
184/201 (92%)
69/88 (78%)
329/335 (98%)
306/351 (87%)
292/310 (94%)

68/77 (88%)

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Betaproteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Betaproteobacteria
Actinobacteria
Betaproteobacteria
Actinobacteria

Actinobacteria
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3.5. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo revelaram a dominancia de Actinobacteria e a alta
diversidade de Proteobacteria na microbiota recuperada apds 20 dias de enriquecimento
microbiano, confirmando a eficiéncia do método de enriquecimento em selecionar
bactérias potencialmente envolvidas no processo de biodegradacado de hidrocarbonetos.
As sequéncias com maior abundancia e niveis de expressao foram relacionadas aos
genes envolvidos na assimilagdo de compostos C1 e C2 utilizando uma via alternativa, na
regulacdo de estresse oxidativo e no metabolismo de compostos aromaticos, sugerindo
uma adaptacdo da comunidade microbiana as condi¢des do enriquecimento e um
processo inicial de biodegradacdo de compostos de hidrocarbonetos. Contudo, genes
mais especificamente relacionados ao passo inicial de oxidagdo de hidrocarbonetos nao
foram encontrados em nivel de DNA. Estes dados sugerem que a microbiota enriquecida
apdés 20 dias utilizou como fonte primaria de carbono e energia outros compostos
presentes no petréleo, possivelmente resultantes de um processo de degradagao anterior.
E provavel que o periodo de incubacdo utilizado no presente estudo ndo tenha sido
suficientemente longo para permitir a ocorréncia de degradagdo de hidrocarbonetos,
embora bactérias conhecidas por serem eficientes degradadoras tenham dominado o
enriquecimento. Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial da
abordagem integrada de metagenoma e metatranscriptoma para explorar a diversidade
microbiana em ambientes hostis tal como reservatoério de petroleo na busca de um melhor

entendimento do papel dos micro-organismos no processo de biodegradacao.
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5. DISCUSSAO GERAL

Um dos grandes problemas enfrentados nas industrias de petréleo é o processo
de biodegradacao do 6leo, levando a diminuicdo do seu valor de mercado devido a baixa
quantidade de hidrocarbonetos saturados, além do aumento da densidade, acidez, metais
pesados e quantidade de enxofre, gerando uma reducao da velocidade de vazéo e
comprometendo as operagdes do refino (WHITE et al., 2003). Devido a esses problemas,
a industria de petréleo nacional (Petrobras) passou a investir em pesquisas sobre
biodegradacédo, na tentativa de compreender melhor esse processo e minimizar os

problemas causados.

Devido ao fato do petréleo ser uma mistura complexa de compostos organicos e
dos ambientes dos reservatorios possuirem caracteristicas fisico-quimicas distintas, o
estudo da diversidade microbiana dos reservatérios de petréleo torna-se extremamente
importante para entender a suscetibilidade do reservatério ao processo de biodegradacao.
Uma grande parte dos micro-organismos presentes nos reservatérios de petréleo ndo é
capaz de ser cultivada utilizando técnicas tradicionais de microbiologia, havendo a
necessidade da utilizacdo de técnicas moleculares independente de cultivo para
caracterizar de maneira mais precisa a comunidade microbiana (VOORDOUW et al. 1996;
SETTE et al. 2007; AN et al. 2013). Embora o numero de espécies de micro-organismos
encontrados nos reservatorios de petrdleo venha aumentando, 0 nosso conhecimento
sobre o papel desenvolvido por essa comunidade no processo de biodegradagao ainda é

€SCasso.

No presente estudo, foi utilizada uma abordagem de caréater polifasico, visando
investigar a diversidade de genes catabdlicos da microbiota presente em amostras de
petréleo de reservatorios brasileiros biodegradado e nao biodegradado utilizando métodos

para como caracterizar a comunidade microbiana aplicando métodos baseados em
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enriquecimento e independentes de cultivo de maneira a contribuir para a elucidagéo das

vias génicas envolvidas nos processos de biodegradagdo em ambientes de reservatorio.

Primeiramente, neste trabalho foram analisados os dados da diversidade de genes
catabdlicos da comunidade microbiana envolvidos em processos aerdbios e anaerébios
de degradacdo dos reservatorios de petréleo, os quais revelaram uma diferenca na
distribuicdo de genes catabdlicos entre os pogos de petrdleo biodegradado e nao
biodegradado. No poco de petrdleo biodegradado ocorreu uma maior diversidade das
sequéncias do gene de degradacao aerdbia alcano monoxigenase (alk) e do gene de
degradagao anaerodbia 6-oxocyclohex-1-ene-1-carbonyl-CoA hydrolase (bamA), e o gene
aerdbio dioxigenase (ARHD) foi mais diverso no poco nao biodegradado. Em todas as
bibliotecas dos genes catabdlcios, o filo Proteobacteria foi o grupo dominante. O filo
Proteobacteria possui uma grande diversidade de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos pertencentes as Classes Alfa, Beta, e Gamaproteobacteria (VAN BEILEN

et al., 2003 e VAN BEILEN; FUNHOFF, 2007).

Nas bibliotecas do gene catabdlico alk foram encontradas sequéncias afiliadas aos
géneros Geobacillus, Acinetobacter e Streptomyces. Estes géneros sdao conhecidos por
possuirem a capacidade de degradar hidrocarbonetos (TUROVA et al., 2006; BARBE et
al., 2004; VAN BEILEN et al., 2003). Resultados similares quanto a diversidade bacteriana
também foram observados por Silva et al. (2013) em estudo da comunidade microbiana
utilizando bibliotecas de genes 16S rRNA das mesmas amostras de petréleo utilizadas no
presente trabalho. Os autores demonstraram a presenca dos mesmos géneros

encontrados neste trabalho, com algumas divergéncias.

No trabalho reportado por Silva e colaboradores (2013), o género Geobacillus foi
encontrado somente no pogo de petréleo nao biodegradado (PTS1) e em alta abundancia,

contrariamente ao resultado observado no presente trabalho, com a presenca deste
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género somente no pogo de petréleo biodegradado e em baixa abundancia. De acordo
com a literatura, este género € comumente isolado de reservatérios de petréleo de altas
temperaturas e possui potencial para degradar o éleo (ONSTOTT et al., 1998; KATO et
al., 2009). Neste sentido, fatores abidticos limitantes do processo de biodegradacgéo,
como temperatura, quantidade de nutrientes, pressdo e metais pesados (MAGOT et al.,
2005; ALMEIDA et al., 2012) poderiam explicar os resultados observados para os 6leos
da Bacia Potiguar, ou seja, a alta abundancia de Geobacillus associada a ndo degradacgao

do 6leo.

Quando a abordagem de metagendémica e metatranscriptémica foi empregada, o
género Geobacillus foi encontrado em baixa abundancia e atividade, além disso, nao foi
encontrada nenhuma sequéncia que codifique genes de alcano monoxigenase
relacionadas a este género, indicando que o enriquecimento nao foi eficiente para o
desenvolvimento destas bactérias envolvidas no processo de degradacdo de

hidrocarbonetos.

Outro género encontrado nas bibliotecas dos genes catabdlicos (Capitulo 1) e por
Silva e colaboradores (2013) foi Streptomyces. Membros pertencentes a este género tém
sido descritos como eficientes degradadores de hidrocarbonetos (RADWAN et al., 1998;
BALACHANDRAN et al., 2012), além de ter um potencial uso na industria de petréleo
como biocidas de bactérias envolvidas no processo de biocorrosdo (DA ROSA et al,
2013). No entanto, neste trabalho a presenga deste género foi observada somente no
poco ndo biodegradado e em ambos o0s pocos de petréleo biodegradado e néo
biodegradado por Silva et al. (2013). O fato deste género ter sido encontrado somente no
poco nao biodegradado pode ter sido decorrente do esforgco amostral, o qual ndo foi
suficiente para cobrir ambos 0s pogos e detectar sequéncias afiliadas a este género. Em

estudos similares acerca da diversidade microbiana de pocos biodegradados e nao
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biodegradados da bacia de Campos, realizados por Sette et al. (2007) e Oliveira et al.
(2008), foi observada a presenca deste género em ambos os pogos, corroborando os

resultados encontrados por Silva et al. (2013).

O género Streptomyces foi encontrado em alta abundancia no enriquecimento
aerébio do poco de petréleo biodegradado através da abordagem metagendmica,
confirmando a presenga deste género neste pogo. Porém, a metatranscriptdmica revelou
que este género apresentou um baixo nivel de atividade nos primeiros 10 dias de
enriquecimento, e posteriormente se tornou o género mais ativo na comunidade
microbiana do enriquecimento, apdés 20 dias de incubag¢do. Ndo foram encontradas
sequéncias que codificam monoxigenases relacionadas a este género, sugerindo que
apesar da dominancia deste género o enriquecimento nao foi seletivo para bactérias que
possuem sequéncias de genes envolvidos na degradacao de hidrocarbonetos alifaticos.
Dentre as espécies encontradas, as que possuiram maior abundancia de genes e nivel de
expressao foram Streptomyces lividans, Streptomyces coelicolor e Streptomyces

avermitilis.

O género Acinetobacter foi dominante em relacdo ao gene que codifica a alcano
monoxigenase nas bibliotecas de genes catabdlicos dos dois pocos, biodegradado e nao
biodegradado. Contudo, no pog¢o biodegradado foi observada uma maior diversidade de
OPFs (Familia Proteica Operacional) em relacdo ao pogo nao biodegradado. Este género
pertence a classe Gamaproteobacteria, conhecida por possuir bactérias envolvidas no
processo de biodegradagdo de hidrocarbonetos (SMITS et al., 1999; WENTZEL et al.,
2007). Silva e colaboradores (2013) encontraram um resultado similar em relacao a este
género, corroborando com o resultado encontrado neste trabalho. Sette e colaboradores

(2007) encontraram este género somente nas amostras do petréleo biodegradado.

92



Apesar da baixa abundancia desse género nos dados de metagenoma dos
enriquecimentos, vale ressaltar que o nUmero de sequéncias relacionadas a este género
nao se alterou em funcao do tempo de incubacéao, por outro lado, este género apresentou
um aumento na quantidade de sequéncias expressas ao longo do enriquecimento,
indicando um aumento na atividade de membros deste género apdés 20 dias de
incubacdo. Dentre as populagdes que tiveram a sua expressdo aumentada estdo as de
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter sp. ATCC 27244,
Acinetobacter sp. ADP1 e Acinetobacter oleivorans, conhecidas por seu potencial de

degradacéo de hidrocarbonetos.

Dentre as OPFs encontradas nas bibliotecas do gene catabdlico alk foi observada
uma sequéncia no pogo biodegradado que ndo apresentou homologia a nenhuma
sequéncia presente no banco de dados (NCBI), sugerindo que se trata de uma nova
sequéncia do gene alk de uma bactéria nativa do reservatério de petréleo. Kuhn e
colaboradores (2009) encontraram uma distribuicdo diferencial do gene alk entre dois
ambientes marinhos da Antartica, sendo a maioria das sequéncias representante de
possiveis novos genes alk. Um estudo de amostras de solo petrolifero revelou também
uma alta diversidade de genes alcano monoxigenase em comparagao a amostras de solo
nao petroliferos, e as andlises filogenéticas indicaram que a maioria das sequéncias
correspondentes ao gene alk representava potencialmente novos genes (MIQUELETTO

etal., 2011).

Os resultados obtidos pela abordagem de metagendémica e metatranscriptémica
revelaram que o enriquecimento foi eficiente na selegéo de géneros conhecidos por suas
habilidades de degradacao de hidrocarbonetos, demonstrando que estes estao presentes
na amosta de petréleo biodegradado GMR75, além de corroborar os resultados

observados na biblioteca do gene alk para os géneros apresentados. Contudo, nao foram
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encontradas em nivel de RNA, sequéncias correspondentes ao gene alk no
enriquecimento apo6s 20 dias de incubagao, o que sugere que o tempo de incubagéo nao
foi o suficiente para que o processo de biodegradacao fosse iniciado, apesar da presenca

dos géneros envolvidos neste processo.

Nas bibliotecas dos genes catabdlicos ARHDs, ao contrario do resultado obtido
nas bibliotecas do gene alk, foi observada uma maior diversidade de OPFs no poco nao
biodegradado (PTS01) em relagdo ao pogo biodegradado (GRM75). As sequéncias
encontradas nestas bibliotecas foram relacionadas aos géneros Pseudomonas e
Burkholderia. Estes géneros sdo conhecidos por possuirem uma maquinaria que 0s
possibilita degradar hidrocarbonetos aromaticos com uma grande eficiéncia (VAN

HAMME et al., 2003).

O género Pseudomonas tem sido extensivamente estudado em relagdo as vias
metabdlicas envolvidas na degradacdao de compostos aromaticos como o naftaleno,
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BOSCH et al., 1999; TANCSICS et al., 2010).
Uma nova organizacao genética e co-regulacdo de um grupo de genes envolvidos nos
primeiros passos das vias de degradacdo do fenol e benzeno foram descritos em
Pseudomonas sp. M1 (SANTOS; SA-CORREIA, 2007). Os autores demonstraram que
esta espécie exibiu uma excepcional habilidade de biodegradacao para uma variedade de

compostos recalcitrantes e/ou téxicos.

A presenca dominante de sequéncias de dioxigenase do género Pseudomonas
encontradas no poc¢o biodegradado em comparagdo ao po¢o nao biodegradado, onde
somente duas sequéncias foram observadas, corroborando os resultados encontrados por
Silva et al. (2013). A presenca dominante deste género no poco biodegradado pode ser

uma possivel causa da condicdo deste pogo, uma vez que este género possui a
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habilidade de expressar genes de dioxigenase rapidamente em resposta a contaminagao

com petréleo (PAISSE et al., 2011).

Dentre as espécies encontradas no metagenoma e metatranscriptoma dos
enriguecimentos aerdbios estdo Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida e Pseudomonas stutzeri, conhecidas por sua versatilidade no
processo de degradacgao de hidrocarbonetos aromaticos. Yergeau e colaboradores (2012)
monitoraram a comunidade microbiana de solos tratados com escavacdo, aeracao e
fertilizacao e nao tratados, em Alert, no Canada. Os autores, através de uma abordagem
metagendmica e quantificacdo dos genes envolvidos no processo de degradagao de
hidrocarbonetos, demonstraram que a contaminacdo com hidrocarbonetos e o tratamento
do solo modificaram drasticamente a comunidade microbiana, favorecendo organismos
aer6bios com potencial para degradar varios compostos de hidrocarbonetos, com

predominio do género Pseudomonas.

O género Burkholderia tem sido amplamente estudado em relagdo a degradacao
de hidrocarbonetos aromaticos de baixo peso molecular, como naftaleno e fenantreno
(LAURIE; LLOYD-JONES, 2000), além de terem sido detectados em amostras de petrdleo
(YOSHIDA et al., 2005 e KORENBLUM et al., 2012). Nas bibliotecas dos genes
catabolicos ARHDs, as OPFs afiliadas a este género foram encontradas somente no pogo
ndao biodegradado PTSO01. Por outro lado, este género foi detectado no pogo
biodegradado (GMR75) através da abordagem integrada de metagenbmica e
metatranscriptomica, demonstrando que a utilizacdo de sequenciamento em larga escala
proporcionou uma melhor cobertura da diversidade presente na amostra. Adicionalmente,
0 género Burkholderia pode ter sido favorecido nas condicdes do enriquecimento,
facilitando a sua deteccdo pela abordagem de metagendmica. A utilizacdo de um

sequenciador de segunda geracdo, como o lllumina, € uma ferramenta poderosa que
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oferece alta sensibilidade, permitindo a detecgéo e quantificagdo relativa de milhares de

genes, mesmo em baixa abundancia (DEGNAN; OCHMAN, 2012).

Os dados de metagendmica e metatranscriptémica revelaram a presenca das
seguintes espécies do género Burkholderia nos enriquecimentos: Burkholderia
cenocepacia, Burkholderia multivorans, e Burkholderia xenovorans, além de espécies nao

identificadas (Burkholderia sp.).

O mesmo resultado observado para o género Acinetobacter ocorreu para 0S
géneros Pseudomonas e Burkholderia, ou seja, a sua presenga nos enriquecimentos nao
foi modificada entre os tempos de incubagdo de 10 e 20 dias. No entanto, em nivel de
metatranscriptoma este género apresentou um aumento na abundéancia de sequéncias

expressas, indicando um aumento na sua atividade apds 20 dias de incubacao.

As OPFs encontradas na biblioteca ARHD agruparam entre si e formaram clusters
filogeneticamenete distintos das sequéncias conhecidas disponiveis nas bases de dados
publicas, sugerindo que essas sequéncias podem representar novos genes de

dioxigenases de organismos ainda nao identificados.

Ao contrario do observado para o gene alk no metagenoma e metatranscriptoma, o
gene ARHD foi observado ap6s 20 dias de incubacao, sugerindo que o enriquecimento
favoreceu populagbes com capacidade de degradacdo de compostos aromaticos. Um
resultado similar foi observado por Lu e colaboradores (2011) em um enriquecimento de
amostras de um derramamento de petréleo no Golfo do México. Foram encontradas
sequéncias similares a genes que codificam dioxigenases como: catecol 2,3-dioxigenase,
homogentisato 1,2 — dioxigenase, protocatecuato 3,4 — dioxigenase (cadeia a e ), 2,3
dihidroxibifenil 1,2-dioxigenase e 4 — hidroxifenilpiruvato dioxigenase. Dentre estas

dioxigenases, somente a 4 - hidroxifenilpiruvato dioxigenase foi encontrada no
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metatransciptoma apo6s 10 dias. Apds 20 dias de incubagéao, as dioxigenases catecol 2,3-
dioxigenase, 4 — hidroxifenilpiruvato dioxigenase e homogentisato 1,2 — dioxigenase
mostraram um aumento relativo na sua abundancia, sugerido aumento na sua expressao

e, consequentemente, aumento na degradagao de compostos aromaticos.

As sequéncias encontradas na biblioteca do gene bamA foram relacionadas aos
géneros Synthrophus e Desulfobacterium. Estes géneros sao extensivamente estudados
e conhecidos por possuirem uma maquinaria que o0s possibilita degradar
anaerobicamente hidrocarbonetos aromaticos com uma grande eficiéncia. Os resultados
observados na biblioteca do gene catabdlico bamA revelaram uma maior diversidade

deste genes no poco biodegradado GMR75.

Assim como ocorreu nas bibliotecas dos genes alk e ARHD, a maioria das OPFs
encontradas na biblioteca bamA agrupou entre si e formou clusters filogeneticamente
distintos das sequéncias conhecidas disponiveis nas bases de dados publicas, sugerindo
que essas sequéncias podem representar novos genes catabdlicos de organismos ainda

nao identificados.

Nas andlises dos genes catabdlicos obtidas do enriquecimento aerdbio por PCR
em Tempo Real, apesar da presenca do hexadecano ter interferido na andlise de
degradacéao do petrdleo por cromatografia, foi observado que a abundancia dos genes de
dioxigenase foi significativamente maior em relagdo aquela observada para o gene da
alcano monoxigenase. Em adicdo, a expressao dos genes alk nao foi observada no

enriquecimento.

O fato do hexadecano nao ter estimulado a abundancia e expressao do gene de
degradacdo de alcanos (alk), aliado aos resultados gerados pelo sequenciamento

lllumina, sugere que a comunidade bacteriana presente no poco de petrdleo
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biodegradado GMR75 possui uma preferéncia inicial na degradacdo dos compostos
aromaticos. Em um trabalho recente, Lu e colaboradores (2012) analisaram uma
comunidade bacteriana de amostras de pluma de 6leo e observaram também que os
genes envolvidos na degradacao de hidrocarbonetos aromaticos foi mais abudante que os

genes envolvidos na degradacgéo de alcanos.

Nos dados de metagenoma e metatranscriptoma foram encontradas sequéncias
em 27 categorias funcionais, com a maioria delas relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, cofatores, amino acidos e derivados e metabolismo de proteinas, sugerindo

o dominante papel destas categorias no sistema funcional.

Para entender melhor a composicdo e atividade da comunidade bacteriana
recuperada da amostra de petréleo biodegradado, os genes com maior nimero de
sequéncias no metagenoma e metatranscriptoma de 10 e 20 dias de enriquecimento
foram relacionados a proteinas envolvidas na degradacao do petréleo, assimilacdo de
compostos C1 e C2 e uma proteina reguladora de estresse oxidativo, sugerindo uma
adaptacdo ao enriguecimento e um processo inicial de biodegradacdo de compostos
aromaticos. Na realidade, genes relacionados a assimilagdo de acetato e degradacao de
acidos graxos foram os mais abundantes e expressos, sugerindo que a microbiota
enriquecida por 20 dias utilizou, ao invés dos hidrocarbonetos, outros compostos ja
presentes no petréleo como fonte de carbono e energia, possivelmente resultado de um

processo prévio de degradacgéo.

Devido a relevancia da degradacao de compostos aromaticos neste trabalho, os
genes que codificam as enzimas importantes relacionadas a este processo foram
analisados, mesmo ndo sendo uma das categorias metabdlicas mais abundantes. Nesta
categoria metabdlica foram encontrados genes relacionados a degradacao do bifenilo,

benzoato, naftaleno e antraceno, degradacdo do &acido n-Fenilalcandico e outros.
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Contudo, as sequéncias com maior abundancia e atividade foram relacionadas a
degradagéao do acido n-Fenilalcanoico. Estas proteinas sao codificadas pelo operon fadBA
relacionado a via da B-oxidacao, responsavel pela degradagédo de acidos graxos, e sua
indugao ocorre pelo crescimento em meios contendo acidos graxos de cadeia longa como
fonte de carbono e energia (PAWAR; SCHULZ, 1981; ISHIKAWA et al., 1997; DIRUSSO,
1990).
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6. CONCLUSOES GERAIS

6.1 Os resultados obtidos nas andlises de diversidade das bibliotecas dos genes
catabolicos alk, ARHD e bamA revelaram que para os genes alk e bamA o poco de
petroleo GMR75 apresentou-se mais diverso em relagdo ao pogo de petréleo PTS01,
entretanto para o gene ARHD o poco PTS01 foi mais diverso que o pogco GMR75.
Estes dados podem indicar a presenca de maior diversidade de micro-organismos
capazes de degradar alcanos aerobicamente e aromaticos anaerobicamente no poco

biodegradado GMR75;

6.2 As sequéncias dos genes catabdlicos obtidos mostraram-se filogeneticamente
relacionadas aos géneros Geobacillus, Acinetobacter e Streptomyces para 0s genes
alkB; Pseudomonas e Burkholderia para os genes ARHD e Syntrophus para os genes
bamA. Estes dados de sequéncia sugerem que a microbiota presente em ambas as
amostras de 6leo biodegradado e ndo biodegradado possui 0 potencial genético para

degradacédo aerdbia e anaerdbia de hidrocarbonetos do petréleo.

6.3 A maioria das sequéncias dos genes catabdlicos das amostras de petréleo
biodegradado e nédo biodegradado agrupou entre si e formou clusters
fiogeneticamenete distintos das sequéncias conhecidas disponiveis nas bases de
dados, sugerindo que essas sequéncias podem representar genes novos de

organismos ainda ndo cultivados;

6.4 Os resultados obtidos nas andlises filogenética e funcional dos enriquecimentos
aerobios revelaram a maior abundancia do filo Actinobacteria (género Streptomyces)
ao final do enriquecimento, seguido pelo filo Proteobacteria (classe B-Proteobacteria),
demonstrando a selecdo massiva de uma grande diversidade de bactérias

potencialmente envolvidas no processo de biodegradacao de hidrocarbonetos;
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6.5 As sequéncias com maior abundancia e nivel de expressao foram relacionadas aos
genes que codificam proteinas envolvidas na degradacao de petréleo, assimilagao de
compostos C1 e C2 utilizando uma via alternativa e regulacao de estresse oxidativo,
sugerindo uma adaptagao as condigées do enriquecimento e o inicio do processo de

biodegradacao de compostos aromaticos.

6.6 Apesar do periodo de incubacao de 20 dias utilizado no presente trabalho nao ter sido
suficiente para permitir observar um alto nivel de expressédo de genes relacionados
com o processo de biodegradacao de hidrocarbonetos, foram encontradas sequéncias
afiliadas a bactérias conhecidas por serem eficientes degradadoras e que dominaram
0 ambiente do enriquecimento;

6.7 Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial da abordagem combinada
de metagendmica e metatranscriptdmica para investigar a diversidade microbiana em
ambientes hostis como reservatorios de petrdleo e obter um melhor entendimento dos

papéis dos micro-organismos no processo de biodegradagao.
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7. PERSPECTIVAS

7.1 Aumento no tempo de incubagdo do ensaio de biodegradagdo a fim de obter
resultados mais conclusivos sobre as etapas e os genes aerdbios como o alk e ARHD
envolvidos na degradacao do 6leo;

7.2 Confirmagcdo do potencial da microbiota de degradagdo dos hidrocarbonetos
presentes no petréleo através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas;

7.3 Avaliagdo da influéncia de fatores como alta temperatura, salinidade, metais pesados,
dentre outros, no processo de biodegradacédo pela comunidade microbiana presente

em reservatorios de petréleo.
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Recent studies of oil fields have shown that the microbial diversity is represented by bacteria and archaea
of wide distribution, and that many of these organisms have potential to metabolize organic and inor-
ganic compounds. Biodegradation processes in oil industry are of great relevance, since it may be related
with the loss of petroleum quality and can bring problems during production. The aim of this study was
to compare the microbial communities present in biodegraded (GMR75) and non-biodegraded (FTS1)
terrestrial oils from the Potiguar Basin (RN, Brazil) by using cultivation (microbial enrichments and
isolation) and molecular appmaches {165 rRNA gene libraries). The cultivated microorganisms recovered
were affiliated with the phyla Actinobacteria, Firmicutes and Protecbacteria. Both bacterial 165 rRNA
gene libraries revealed a great diversity, encompassing representatives from 8 different phyla (Actino-
bacteria, Bacteroidetes, Deferribacteres, Spirochaetes, Firmicutes, Protenbacteria, Thermotogae and
Synergistetes) for the GMR75 sample, and from 5 different phyla (Actinobacteria, Chloroflexi, Firmicutes,
Proteobacteria and Thermotoga) for the PTS1 sample. The archaeal 165 rRMA gene library was obtained
only for GMR7S oil and all phylotypes were affiliated with the family Methanomicrobiaceae. Diversity
resufts suggest that methanogenesis is the dominant terminal process for hydrocarbon degradation in

GMR oil field, driven by anaerobic bindegradation.

@ 2012 Elsevier Ltd. All nghts reserved.

1. Introduction

The ecosystem present in deep terrestrial subsurface appears to
be more physiologically and phylogenetically complex than
thought before {Amend and Teske, 2005). It is characterized by
extreme conditions like high pressure, temperature and salinity, in
addition to anoxia. The presence of microorganisms in deep envi-
ronments is already known and encompasses mesophilic and
thermophilic bacteria and archaea of wide distribution, and many
of these organisms have potential to metabolize organic and inor-
ganic compounds {Magot et al., 2000)

Many studies are now focusing on deep environments, since the
microorganisms inhabiting such niches are supposed to be adapted
to harsh conditions and thus harbor enzymatic machineries that
might be of great interest for sdentific and industrial applications.
Petroleum reservoirs and the process of hydrocarbon degradation
have attracted great attention of researchers working in the field of

* Corresponding author. Tel: +55 19 2139 2874; fax: +55 19 2139 2852,
E-mail address: vmaia@cpgbaunicampbe (V.M Oliveira).

D964-8305/8 — see front matter © 2012 Hsevier Led. Al rights reserved.
doi: 101076 {j. ibiod. 20 12.05.005

extreme environments and petroleum microbiclogy (van Hamme
et al., 2003 ).

During the biodegradation process, the hydrocarbon content is
ransformed, with a consequent increase in oil density, sulfur
content, addity and viscosity. All these factors interfere in the
subsequent extraction and refining operations, resulting in signif-
icant economic impact for the oil industry {Connan, 1984).

The biodegradation process in shallow subsurface petroleum
reservoir has been attributed to aerobic bacterial hydrocarbon
degradation stimulated by surface recharge of oxygen-bearing
meteoric waters, This hypothesis is empirically supported by the
likelihood of encountering biodegraded oils at higher levels of
degradation in reservoirs near the surface (Jones et al., 2008).
However, low concentration of organic and mineral compounds
would be enough to deplete oxygen from an aguifer suggesting
that biodegradation in subsurface sedimentary environments may
be carried by anaerobic metabolism (Head et al, 2003). Several
culture-independent studies developed in the last decade have
corroborated the hypothesis of anaerobic metabolism, revealing
the large diversity of anaerobic microorganisms in oil fields
{Magot et al, 2000; Orphan et al., 2000; Grabowski et al,, 2005; Li
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et al, 2007ab; Dahle et al., 2008) and a possible anaerobic
biodegradation mechanism has been proposed by Aitken et al
(2004).

The aim of the present study was to investigate the diversity and
composition of microbial communities present in two oil samples
from terrestrial fields of the Potiguar Basin (RN, Brazil), using
cultivation {microbial enrichments and isolation) and molecular
approaches { 165 rRNA gene clone libraries), and thus contribute to
the knowledge of the biodegradation processes that occur in Bra-
zilian peroleum reservoirs.

2. Materials and methods
2.1. Sampling and geological settings

0il samples (naturally mixed with formation water) were
collected in July 2008 from two production wells, named GMR75
and PTS1, at the onshore Potiguar Basin {Northeast, Brazil), with
logistic support from CENPES/Petrobras. Samples were collected at
the wellhead after purge of the production lines in order to avoid
any kind of contamination and kept in dark betties with Teflon
caps. Samples were shipped to the lab and stored in the dark and at
ambient temperature for further analyses {(crried out in the
subsequent 2—3 weeks ). In both cases BSW is variable during the
production in both wells, although always high (80—90% of the
production in both wells is water).

The oil sample GMR75 was classified as moderately biodegraded
and produced from a reservoir with an in situ temperature of

A

140

TR. Silva et al / fnternational Biodeteriomation & Biodegradation 81 (2013) 57— 70

42,2°C at a depth of 535.5-5405 m. The loss of hydrocarbons in
natural reservoirs as a result of biodegradation is highly variable in
the Potiguar Basin; however, a recent study suggested that the GMR
oil has already lost more than 50% of its light hydrocarbons (Behar
et al., 2006). The PTS1 sample was classified as non-biodegraded
and collected from a reservoir with an in situ temperature of
48.3 °C at adepth of 801—803 m (Fig 1). Both oils were collected in
the same basin, but they are related to different petroleum systems,
so different source rocks and reservoirs. Oils of the GMR75 type
correlate with marine-evaporitic source rocks and are biodegraded
in different levels because they have been trapped in relatively
shallow reservoirs with fresh water. Oils of the PTS1 were gener-
ated by lacustrine source rocks. When accumulated in sandstones
of the same lacustrine sequence, as is the case, they are non-
biodegraded, Such reservoirs are deeper and hotter, and have
highly saline waters (Santos Neto and Hayes, 1999).

The Potiguar Basin is located in the Brazilian equatorial margin,
covering an area of about 120,000 km’, with 28% classified as
onshore and the remaining part as offshore up to the water depth of
3000 m (Souto Filho et al, 2000).

2.2, Aerobic microbial enrichments and isolation

Crude oil fformation water samples (10% of the medium velume,
vfv)were inoculated in the following culture media: nutrient broth
(NB, Difco), trypticase soy broth {TSB, Difco), marine broth (MB,
Difco), and mineral salt medium Bushnell Haas broth (BHM, Difco).
All enrichment cultures were incubated at 42 °C in a rotary shaker
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Fig 1. Whale oil chromatogram of the oil samples PTS1 (A) and GMR7S (B).
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at 150rpm over 7 days. Aliquots (100 pl) of each microbial
enrichment from crude oils were taken and plated over the surface
of the same medium used for enrichment, cited above, supple-
mented with 2% agar. Plates were inoculated in duplicate and
incubated at 42 °C, under aerobic conditions, up to 7 days. Colony
growthwas monitored every 2 days. Isolates obtained were further
streaked onto the surface of fresh plates (same medium used for
enrichment supplemented with 2% agar) and checked for purity
prior to subsequent molecular analyses.

23. DNA extraction

Genomic DNA from the pure cultures was obtained according to
the protocol described by Pitcher et al. {1989 ). DNA extraction from
oil/formation water samples was carried out using the PowerSoil™
DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories ), QlAmp DMNA Stool Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA) and FastDNA SPIN Kit for Soil (Q Biogene),
according to the manufacturer’s instructions. In the case of the
PowerSecil™ DMNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories), five tubes
from the kit were used to start with the DNA extraction. At the end
of the procedure, DNA samples obtained from the five tubes were
pooled and used for subsequent PCR amplification. Crude oil/
formation water samples were not filtered or centrifuged before
DNA extraction. The yield and integrity of the environmental DNA
obtained were confirmed through electrophoresis in 1% agarose

zel.

24. PCR amplification

Two bacterial 165 rRNA gene libraries were constructed, one
for each of the oil samples GMR75 and PTS1. The 16S rRNA gene
library for the archaeal domain was constructed only for the
GMR75 sample. PCR amplification was performed from total
community DNA isolated from oil samples by using the bacterial
primer set 10f and 1100r and the archaeal primers ARCH4Gf and
ARCHI915r (Table 1). Twenty-five microliter reaction mixtures
contained 5 pl of total DNA, 2U of Tag DNA polymerase (Invi-
trogen), 02 mM dNTP mix (GE Healthcare), 0.4 M of each
primer, 1x Taq buffer and 1.5mM MgQO,. The bacterial PCR
amplifications were done using an initial denaturation step at
95 °C for 2 min, followed by 30 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at
55°C and 3 min at 72°C and a final extension step at 72°C for
3min using an Eppendorf thermal cycler. Nine replicate PCR
reactions were done for the GMR75 sample and 6 replicates were
done for the PTS1 sample. The corresponding PCR replicates were
then pooled and concentrated in an speed vacuum concentrator
5301 Eppendorf, A-2-VC rotor. Archaeal PCR amplifications were
done using an initial denaturation step at 94 °C for 905, 9 cycles
of 30s at 94°C, 30s at 65 °C, decreasing 0.5°C each cycle, and
90 s at 72°C, followed by another 25 cycles of 30s at 94°C, 30 s
at 60 °C and 90 s at 72 °C, and a final extension for 10 min at 72 =C
in an Eppendorf thermal cycler. A second PCR reaction was per-
formed using 1 uL of the first archaeal PCR products as template
and the same primers and conditions specified for the first PCR
reaction.

Table 1
List of 165 rRNA primers used in this study.
Primers Sequences 5'=3° Refe rence
10f GAG TIT GAT CCT GGC TCA G Lare(18991)
1100r AGG GIT GG CTCGTT G Lare {1991}
ARCH 46f YTAAGUCATGCRAGT Kudo et al. {19497}
ARCH 9151 TG CTC OCC OGC CAA TTC CT Stahl and Amann { 19491)

25, Assembly of 165 rRNA gene libraries

PCR replicates of each target gene were pooled, purified using
GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit {GE Healthcare),
according to the manufacturer’s protocol, and concentrated in
a speed vacuum concentrator 5301 Eppendorf, A-2-VC rotor. The
purified PCR product { ~200 ng) was doned into a pGEM-T Easy
Vector (Promega), according to the manufacturer's instructions,
and transformed into Escherichia coli ]M109 competent cells.
Approximately 200 positive clones were selected from each library
for subsequent sequencing The 165 rDNA inserts were amplified
from plasmid DNA of selected clones using the universal M13
forward (5'-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3) and reverse
(5°-TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC-3") primers. PCR was
performed in a 50-pl reaction volume, containing 1-2 pl of an
overnight clone culture, 0.4 uM of each primer, 0.2 mM dNTP mix,
2 U Tag DNA polymerase (Invitrogen), 1x Tag buffer, and 1.5 mM
MgCh. The amplification program consisted of an initial denatur-
ation step at 94 °C for 3 min, followed by 30 cycles of 94 °C/20 s,
60°C/20 s,and 72 *C/90 s. PCR products were purified as previously
described for automated sequencing in the MegaBace DNA Analysis
System 500 {GE Healthcare). The sequencing was carried out using
10f and 1100r primers for bacterial 16S rRMNA, and ARCH46f and
ARCH 915r for archaeal 16S rRNA.

26. Identification of bacterial isolates

After bacterial growth on agar plates, genomic DNA of pure
cultures was isolated using the protocol described by Pitcher et al.
{1989). PCR amplification, sequencing and phyloge netic analyses of
partial 165 rDNA fragments were carried out as described by
Rodrigues et al. (2005), except for the tree reconstruction, which
was performed by using the MEGA software v. 4.0 {Tamura et al,
2007). The evolutionary distances were derived from the
sequence-pair dissimilarities, calculated as implemented in MEGA
using the DNA substitution model reported by Kimura (1980) and
the phylogenetic reconstruction was done using the neighbor-
joining (NJ) algorithm (Saitou and Nei, 1987), with bootstrap
values calculated from 1000 replicate runs.

2.7. Phylogenetic analyses of clone sequences

Partial 165 rRNA sequences obtained from clones were assem-
bled in a contig using the phred/Phrap/CONSED program (Ewing
et al., 1998). ldentification was achieved by comparing the contig-
uous 165 rRNA sequences obtained with 165 rRNA sequence data
from reference type sirains, as well as environmental clones
available in the public databases GenBank ( http:/fwww.ncbinlm.
nih.gov) and RDP (Ribosomal Database Project — Release 10;
hetp:/jrdp.cme.msu.edu/) using the BLASTn and Classifier routines,
respectively. The sequences were aligned using the CLUSTAL X
program (Thompson et al, 1997) and analyzed with MEGA software
v (Tamura et al., 2007), as described previously.

2.8. Statistical analyses

Diversity index calculations (z-diversity measures) were per-
formed individually for both 165 rRNA gene libraries with the
program DOTUR v 1.3 (Schloss & Handelsman, 2005), Bacterial and
archaeal 165 rRNA sequences were assigned to OTUs and rarefac-
tion curves were calculated using 4 distance levels among
sequences (3, 5,10 and 20%). In addition, the Shannon (H') diversity
index, Simpson index (Magurran, 2004), and the nonparametric
richness estimators ACE (abundance-based coverage estimator)
{Chao et al., 1993) and Chao1 (Chao, 1984 ) were calculated for each
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community. Chaol richness estimates were based on singletons
and doubletons as described by Chao (1984), and ACE was based on
the distribution of abundant (>10) and rare (<10) species.

Statistical comparisons of coverage of bacterial 165 rRMNA
libraries from the two oil samples were performed using the LIB-
SHUFF computer program (Singleton et al, 2001), which used the
formula of Good (1953) to generate homologous and heterologous
coverage curves from the clone libraries. Sequences were randomly
shuffled 999 times between samples prior to the distance between
the curves being calculated using the Cramér-von Mises statistical
test (Pettitt, 1982). The DNADIST program of PHYLIP (Felsenstein,
1989), using the Kimura's model {Kimura, 1980) for nucleotide
substitution, was employed to generate the distance matrix
analyzed by LIBSHUFF.

2.9 Nucleotide sequence accession numbers

The 165 rDNA partial sequences determined in this study for the
environmental clones were deposited at the GenBank database
under the accession numbers [N613845—]NG613951.

3. Results
3.1. Isolation and identification of aerobic bacteria

Twenty-three strains of aerobic organotrophic bacteria were
isolated from the moderately biodegraded {GMR75) and non-
biodegraded {PTS1) oil samples. The strains were firstly differen-
tiated by maaoscopic (color, form and colony size ) and microscopic
(cell morphology and Gram-staining) characteristics (data not
shown). They were further identified via molecular taxonomy,
based on partial sequencing and phylogenetic analysis of 165 rRNA
genes. Among the isolates obtained, six were isolated from the PTS1
oil sample and inciuded three identified as Curtobacterium sp., one
as fanibacter sp., one as Brevundimonas sp. and one as Brachymonas
sp. (Fiz. 2). Seventeen strains were isolated from the GMR75 oil
sample and were affiliated to the genera Curtobacterium, Georgenia,
Kocuria, Saccharopolyspora, Tessaracoccus, Streptomyces, Bacillus,
Brevundimonas, Roseomonas, Petrobacter and Pseudomonas (Fig. 2).
Isolates were in general highly similar { >98% 16S rRNA sequence
similarity) to known cultivated species. TSB medium recovered
most of the isolatess GMR4, GMR 16, GMR 15, GMR 6, GMR17,
GMR21, PTS 8, PTS 3, PTS 7 and PTS4. MB medium recovered the
isolates GMR 14, GMR13, GMR12, PTS6 and PTS5. NB medium
recoverad GMRE and GMRS, and finally BHM recovered the isolate
GMR19.

3.2, 165 rRNA gene libraries

The bacterial community composition of the biodegraded
(GMR75) and non-biodegraded (PTS1) oil samples was determined
by analysis of 165 rRNA gene libraries. The DNA template used for
PCR reactions and subsequent construction of 165 rRNA gene
libraries was a mixture of DNA samples obtained from crude oil by
using the three different DNA extraction protocols described earlier.
A total of 271 partial sequences obtained from both libraries (130
from GMR75 and 141 from PTS1), each consisting of 700 nucleo-
tides in average, presented good guality for subsequent analyses.
These 165 rRNA sequences were compared with sequences from
reference and type strains, as well as environmental clones, avail-
able at the GenBank and RDP databases.

Eight major bacterial taxa were identified in GMR75 oil sample
(Fig. 3). Proteobacteria (31.5%) was the most abundant phylum
distributed among the groups Alphaproteobacteria (2.3%), Beta-
proteobacteria (7.7%), Gammaproteobacteria (154%) and

Deltaproteobacteria (6.2%). The second most abundant phylum was
Firmicutes, which represented 25.4% of the bacterial library and
was represented by the classes Bacilli { 21.6%) and Clostridia (3.8%).
The third representative group was the phylum Deferribacteres
(19.2%), which induded the genera Calditerrivibrio {6.9%) and
uncultured Deferribacteres (12.3%). A smaller proportion of bacterial
phylotypes belonged to the phyla Actinobacteria (10.0%), Spiro-
chaetes (7.7%), Synergistetes (3.1%), Bacteroidetes (1.5%) and Ther-
motogae (15%).

In the PTS1 oil sample, five major bacterial taxa were identified
(Fig. 4). Firmicutes {56.0%) was the most abundant phylum, being
the genus Geobacillus the most abundant one, accounting for 29.1%
of all bacterial clones. The second most abundant was the phylum
Proteobacteria (18.4%), which induded Alphaproteobacteria (5.7%),
Betaproteobacteria (7.1%) and Gammaproteobacteria (5.7%). Ther-
motoga was the third major group in the PTS1 sample, accounting
for 12.8% of all bacterial clones and represented only by the genus
Petrotoga. The remaining sequences were less numerous, being
related with Actinobacteria (11.3%) and Chloroflexi {(0.7%). One
sequence {0.7%) could not be affiliated to any known taxa

The assembly of the archaeal clone library was successful only
for the GMR75 oil sample. In this case, 100% of sequenced clones
were affiliated with members of the family Methanomicrobiaceae.
The closest species that matched with the clone sequences were
Methanofollis liminatans and Methanofollis tationis.

The detailed analysis of the genera and their abundance found in
the samples revealed an astonishing diversity occurring in the
reservoir environment. A total of 44 genera belonging to 9 different
phyla were detected in the oil samples, considering both bacterial
165 rRNA gene libraries, besides 9 taxonomic groups that could not
be identified at the genus or even phylum level {Table 2}, Although
the number of genera was similar between the libraries, their
composition and abundance differed, suggesting huge discrep-
ancies between the microbial communities from oils GMR75 and
PTS1. Nonetheless, only a few genera were significantly abundant in
each one of the libraries.

Phylogenetic analysis permitted the identification of many
bacterial members from both libraries at the species level
(Figs. 5-7) leuconostoc-related clones were abundant in both
GMR75 and PTS1 libraries, showing high levels of sequence simi-
larity (Fig. 5; Table 2). Eleven dones from GMR75 sample were
related to Leuconostoc citre um and Leuconostoc arge ntinum, showing
98% sequence similarity, and 22 clones were closely related to Leu-
conostoc lactisin the PTST sample (Fig. 5), The most abundant clones
in this oil were identified as Geobacillus thermoglucosidasius, with
97-99% sequence similarity (Fig. 5). Representatives of the genus
Petrotoga were also abundant in the PTS1 oil, but not in the GMR75
sample. These clones were recovered in a cluster, supported by
a highbootstrap value (100%), with the type strain of the spedes
Petrotoga olearia (98—99% sequence similarity) (Fig. 6).

Sixteen clones were highly related (98—99% sequence simi-
larity) to an uncultured Deferribacteres in the GMR75 oil sample,
however, they could not be identified at the species level and
probably represent a new species (Fig. 6). Acinetobacter-related
clones were also significantly abundant in the GMR75 oil and all of
them were identified as Acinetobacter johnsonii, showing 99—100%
sequence similarity with this species, except for one clone identi-
fied as Acinetobacter calcoaceticus (Fig. 7). On the other hand, only
one clone identified as Acinetobacter sp. was detected in the PTS1
oil sample.

3.3. Diversity analyses

DOTUR analyses of the 165 rDNA bacterial sequences from
GMR75 and PTS1 samples allowed the definition of 63 OTUs for
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GMR75, including 40 singletons and 10 doubletons; and 47 OTUs
for PTS1, including 27 singletons and 8 doubletons. Nonparametric
richness estimators, such as ACE (abundance-based coverage esti-
mators) and Chaol, were described to estimate total phylotype
richness from the frequency of phylotypes in a clone library
(Hughes et al., 2001). These indices were used in this study to
estimate the total number of OTUs in bacterial communities of the
sludge samples. In both libraries, the estimated number of phylo-
types at the species level was higher than the observed numbers
(Table 3). These data indicated that the diversity that was observed
in both libraries at the species level is an underestimate of the total
bacterial diversity present in the environment and further
sampling would vield an increased observed diversity.

The calculation of Shannon diversity index showed very similar
diversity values for both ofl libraries, being slightdy higher for the

GMR75 sample (Table 3). Magurran (2004) described that Shannon
index value obtained from empirical data generally falls between
1.5 and 3.5 and rarely exceeds 4, In that sense, the Shannon
diversity indices of GMR75 and PTS1 libraries were considered high
(distance = 0.03).

The computer program LIBSHUFF was used to compare the
genetic coverage obtained in the GMR75 and PTS1 165 rRNA
libraries. Two gene libraries are assumed to be different if their
homelogous and heterologous coverage curves differ significantly
{Singleton et al., 2001). These analyses showed statistically signif-
icant differences between the genetic coverage obtained in libraries
GMR75 and PTS1, with low F values for both analyses (P=0.001)
(Fig. 8a and b).

More information on these differences was obtained by exam-
ination of the distribution of (G, — C‘,q,.,'r2 with D, which revealed that
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Fig. 3. Relative abundance of bacterial phyla detected in GMR75 165 tRMA clone library.

the values calculated for the real data exceeded the values calcu-
lated by using randomized data (at a P value of 0.05) at axonomic
distances lower than 0.23. These results showed that the GMR75
and PTS1 libraries differed greatly at the level of closely related
sequences, but shared most deep taxa. Homologous coverage
curves indicated that the GMR75 library had high coverage esti-
mates at taxonomic distances correspondent to deeply branched
taxa, such as phylum (D> 0.20). The PTS1 library, on the other
hand, had high coverage estimates at D >0.13, suggesting that
higher taxa such as orders and classes have been fully sampled in
the library. However, when D < 0.03 {species level), it is clear that
an additional sampling effort is needed to fully cover the diversity
of both samples, GMR75 and PTS1, ie., if a larger amount of clones
were sequenced, new operational taxonomic units (UTO's) or
“species” would still be found.

4. Discussion

The analysis of the microbial composition by using 165 rRNA
gene libraries allowed the comparison between the dominant

populations, at both high and low taxonomic ranks, from a bio-
degraded and a non-biodegraded oil sample from the Potiguar
Basin { Brazil}.

4.1, Bacterial diversity

Protecbacteria was the most abundant phylum in the GMR75 oil
sample, and the second most abundant in the PTS1 oil. The classes
Alpha, Beta, Gamma and Deltaprotecbacteria were detected in this
study, the latter being found only in the biodegraded oil sample
GMR75. Five genera, Thauera, Acinetobacter, Pseudomonas, Rhizo-
bium and Rahnelle were common to both samples. Thauera,
a denitrifying facultative anaerobe, oxidizes toluene in benzoyl-
CoA, which is a main intermediate component of the anaerobic
catabolism of aromatic compounds (Leuthner and Heider, 1999).
Pseudomonas and Acinetobacter are often aerobic organisms and
have been well known for oil degrading capacity (Bachoon et al.,
2001; van Beilen et al, 1994; Bach et al, 2003). The genus Rah-
nella was detected recently in petroleum enrichment cultures
(Vasconcellos et al., 2010}

Unaffiliatedclone 0.7%

Thermotoga 12.8%

Proteobacteria 18.4

Actinobacteria 11.3%

» Chloroflexi0.7%

I""l'-irrr:icutEs 56.0%

PTS1 Bacteria V=141

Fig. 4. Relative abundance of bacterial phyla detected in PTS1 165 rRNA clone library,
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Table 2
Closely related bacter ial taxa detected in GMR75 and PTS1 clone libraries, number of
dones and % similarity of 165 tRMA sequenaes in Blasm analyses.

Phylogeny Geils of group GMR75  PTS1 % Stmilarity
Actinobaderia Actinormyoes 1] 1 93
Actinobacteria Brevibacterium 1 o a4
Actinobadera Carynebaderfuti 1] 1 99
Actinobaderia Curtabacferium (1] Z 99
Actinobaderia Dietzia 3 o 97100
Actinobaderia Kocurig 2 6 99-100
Actinobacteria Propionibacterium 1 5 98-99
Actinobaderia Rubrobocter 2 1] 99
Actinobaderia Strepromyces 4 1 98-99
Bacteroidetes Petrmaonias 2 ] 99
Chloroflexi Chloroflexi o 1 95
Deferribacte res Calditerrvibrio 9 0 84-985
Deferribacteres Deferribacteres 16 0 95-99
Firmicites Acetivibirio 1] 1 99
Firmicutes Bocdlus o 1 99
Firmicutes Clostridium ] 1 99
Firmicutes Desulfiommaculum 1 99
Firmicutes Ceobacibs o 41 g97-99
Firmicutes Loctoborilus (1] 2 98
Firmicutes Lartococais 4 1 99
Firmicutes Leuconostoc 11 2 98-99
Firmicutes Owobacter 2 o 91
Firmicutes Paemibadilus 7 99
Firmicites Staphylococcus 1 2 99-100
Firmicites Streptococcis 2 1 97-99
Firmicutes Uncultured Firmicutes 1 (1] 95
Firmicutes Veillonelio 1 1] 99
Firmicutes Weksella jle] 0 97-99
Spirochactes Uncultured Lo} 0o 58-99
Spirochactales
Synergistetes Uncultured 4 0 9-99
Aminanaerobia
Thermotoga Petroioga 1 18 98-98
Thermotoga Uncultured 1 [1] 97
Thermotogae
Alpha proteobactera Rhizobium 2 3 99
Alphaprotecbacteria Methylobacterium (1] 3 949
Alphaprotechacteria Paracoccus a 1 99
Alpha proteobacteria Pseudovibrio o 1 99
Mpha proteobacteria Xanthobacter 1 o 99
Betaproteobacteria Achiromobacier (1] 4 99
Betaproteobacteria Dedhilarosoma/Azospira 8 [i] 99
Betaproteobacteria Fetrobocter 1] 1 96
Betaproteobacteria Thauera 2 5 99
Gammaproteobacterla  Aanetobacter 14 1 96-100
Gammaproteobacteria  Citrobacter a 1 99
Gammaproteobacteria  Lysobacter 1] 1 100
Gammaprotechacteria  Rahinedla 1 4 97-99
Gammaproteobacteria  Perudomonas 4 1 99
Gammaproteobacteria  Stenotrophomonas 1 o 99
Deltaproteobacteria Ceobacter 1 o 98
Deltaproteobacteria Pelobacter 1 (1] 98
Deltaproteobacteria Syntrophothabdaceae 1 (1] 98
Deltaproteobacteria Uncultured 1 ] 98
Syntrophaceae
Deltaproteobacteria Unculmred 4 0 95-97
deltaproteobacterium
Unaffiliated Unaffiliated clons 0 i 59
Total 130 141

Besides Deltaproteobacteria, clones related with Xanthobacter
(Alphaproteobacteria), Stenotrophomonas (Gammaproteobacteria)
and Dechlorosoma/Azospina { Betaproteobacteria) were exclusive to
the CMR75 oil. Xanthobacter polyaromaticivorans has been
described as being able to degrade heterocyclic aromatic sulfur-
containing petroleum in refinery sludge (Hirano et al, 2004).
Stenotrophomonas spp. have been previously descaibed in oil-
polluted environments (Yoshida et al, 2005). Bacteria related to
the genera Dechlorosoma/Azospira are known to be capable of
reducing perchlorate, yielding molecular oxygen (Song and Logan,

2004). It may thus represent a source of biogenic oxygen in
anaerobic environments, supporting the hypothesis of the possible
formation of islands of aerobic respiration in oil communities.

Methylobacterium, Paracoccus, Pseudovibrio, Achromobacter, Pet-
robacter, Citrobacter and Lysobacter were detected exdusively in the
PTS1 sample. Methylobacterium spp. have already been detected in
petroleum samples from Campos Basin, Brazil (Sette et al.,, 2007)
and in non-biodegraded petroleum from the Middle East { Yamane
et al., 2008). Paracoccus spp. were detected in petroleum contam-
inated soil, and have been described to degrade polycyclic aromatic
hydrocarbons {Davis et al., 1969; Zhang et al., 2004). Two clone
sequences were affiliated with Petrobacter, previously described as
amoderately thermophilic, nitrate-reducing bacteria isolated from
oil pad in Australia (Salinas et al., 2004). Five clones were affiliated
with the genus Achromobacter. Vasconcellos et al (2009) also
detected Achromobacter in petroleum samples from reservoirs with
different levels of biodegradation, suggesting the widespread
distribution of these bacteria in oil fields. One clone was related to
the denitrifying-bacterium Pseudovibrio, previously isolated in
marine sponge in south China sea (Accession No. JN128253.1 in
Cenbank). No previous reports about Lysobacter and Citrobacter in
petroleum samples were found in the literature.

The phylum Firmicutes was represented in both oil samples. The
genera Lactococcus, Leuconostoc, Staphylococcus and Strepiococcus,
belonging to the class Bacilli, are facultative anaerobic Gram posi-
tive cocci and were common to both samples. Leuconostoc and
Staphylococcus have already been detected in petroleum samples in
previous studies (Sette et al, 2007). Behldlgil and Mehmetogelu
(2002 ) have already described the use of Leuconaostoc in Microbial
Enhancement Oil Recovery {(MEOR) Clones affiliated with Geo-
bacillus, Paenibacillus and Lactobacillus were detected only in the
PTS1 oil sample. Geobacillus-like clones were the most abundant in
this oil, accounting with 41 sequences. These bacteria have been
described as thermophilic hydrocarbon degraders in high temper-
ature oil field, and other strains may be associated with parafin
degradation {Chamkha et al., 2008; Sood and Lal, 2008; Liu et al,
2008). The clostridia Oxobacter and clones closely refated to
Desulforomaculum were detected only in the GMR75 oil sample,
whereas representatives of the genera Acetivibrio and Clostridium
were detected only in the PTS1 sample. Clostridia-like strains have
already been detected in petroleum samples and seem to be
adapted to thrive in deep subsurface reservoirs, suggesting they
might be indigenous to petroleum reservoir (Yamane et al., 2008).

Actinobacteria representatives were detected in both oil fields
under study. This group has a widespread distribution in different
petroleum reservoirs around the world and has been described as
hydrocarbon degraders (Nazina et al, 2002; Zrafi-Nouira et al,
2009; Rouviére and Chen, 2003; Salinas et al, 2004). The genus
Dietzia has been isolated and characterized by our research team in
a previous study from Campos Basin and exhibited activity of
lipase, esterase and monooxigenase (Vasconcelles, 2006;
Vasconcellos et al. 2009). Streptomyces spp. have already been
characterized as a potential aerobic hydrocarbon degrader ( Radwan
et al,, 1995, 1998). However, Sette et al. (2007 ) detected this genus
in non-biodegraded oil, suggesting that these bacteria may not be
the primarily responsible for the degradation of hydrocarbons in oil
fields.

The phylum Thermotogae was detected in both oil fields and
Petrotoga was the represented genus. These bacteria are anaerobic,
thermophilic, fermentative, moderately halophilic and considered
by many authors as indigenous in petroleum fields (Miranda-Tello
et al, 2004, 2007 ). Petrotoga olearia was most closely related to
the clones obtained from PTS1 and GMR75 oils, and has been iso-
lated from a deep, continental petroleum reservoir in Western
Siberia (L'Haridon et al, 2002).
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Fig. 5. Phylogenetic analysis based on partial 165 rRNA sequences from GMR75 and FTS1 clones representing members of the Phylum Firmicures | Classes Baalli and Closridia) and
related speces. Bootstrap values [ 1000 replicate runs, shown as %) greater than 708 are listed GenBank accession numbers are lsted after species names, Methanobactermm
Sormicioum was used as outgroup, Numbers in parentheses indicate additional clones with 97% sequence similarity with the clone represented in the tree,

The phyla Bacteroidetes, Spirochaetes, Synergistetes and
Deferribacteres were detected only in the GMR75 sample. Bacter-
oidetes and Spirochaetes have been described in oil rig environ-
ment and enrichment cultures inoculated with oil Their
metabolism consists on fermenting products such as short chain

organic acids and releasing acetate and Hz (Schink, 1997;
Grabowski et al., 2005; Zrafi-Nouira et al, 2009; Dahle etal, 2008;
Wrighton, 2005). However, this fermentation is only energetically
favorable only when the concentration of acetate and hydrogen are
kept low by the acetotrophic and hydrogenotrophic organisms
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Fig. 6. Phylogenetic analysis based on partial 165 rRNA sequences from GMR75 and PTS1 dones representing members of the Phyla Actinobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetes,

Deferribacteres, Chloroflexi, Synergi

the clone represented in the tree.

and Ther gae and related species. Bootstrap values (1000 replicate runs, shown as %) greater than 70% are listed. GenBank accession
numbers are listed after species names. Methano bacterium formicicum was used as outgroup. Numbers in parentheses indicate additional dones with 97% sequence similarity with
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Fig. 7. Phylogenetic analysis based on partial 165 rRNA sequences from GMRTS and PTST clones representing members of the Phylum Protecbacteria and related species. Bootstrap
values (1000 replicate runs, shown as %) greater than 708 are listed GenBank accession numbers are listed after species names. Methanobocteriom formicicom was used as the
outgroup, Numbers in parentheses indicate additonal dones with 97% sequence similarity with the done represented in the tree.

124



TR. Sih et ol [ Intemational Biodeterioration & Biodegradation B] (2013) 57-70 67

Table 3

Richness and diversity estimates for bacterial 165 tRNA gene clone libraries from
GMR75 and PTS1 ol samiples {sequence classification was based on the cutolfvalue
D =003 determined by DOTUR L

Sample (n®) Richness® ACE® Chao? Shannon®
GMR75 (130} B3 179136 153214 3.9925
PTs1 (141) 47 135041 104375 3.5852

* Mumber of pene sequences analyzed,

o Richness is based on observed unique OTUs.

© MNonparametric statistical prediction of total richness of different OTUs based on
distribution of abundant {10} and rare (10) OTUs.

4 Monparametric statistical predictions of total rehness of OTUs based on distri-
bution of singletons and doubletons,

* Shannon diversity index. A higher number represents more diversity.

(Schink, 1997; Dojka et al., 1998). The Synergistetes include bacteria
recently described by Yamane et al. (2008) in samples of crude oil
from China. Finally, Deferribacteres, that are acetoclastic iron-
reducing bacteria, have been described in production water from
mesothermic petroleum reservoir (Pham et al, 2009). Nine clones
among the Deferribacteres were affiliated with the genus Caldi-
terrivibrio. No previous report about the occurrence of this genus in
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petroleum samples was found, being the unique description in hot
springs in Japan (lino et al., 2008). All Calditerrivibrio-like clones
found showed less than 95% similarity with sequences deposited in
the Genbank database, suggesting that they may represent a new
species.

The phylum Chioroflexi was detected only in the PTS1 oil sample
and was represented by only one clone closely related to an envi-
ronmental clone detected in zones of a tar oil contaminant plume
(Winderl et al,, 2008 ). These bacteria were previously desaribed as
green nonsulfur bacteria, they are ubiquitous and play an important
role in the degradation of macromolecules (Schink, 1997; Wrighton,
2005).

42 Archaeal diversity

Methanogenic archaea, found only in the GMR7S sample, have
been detected in many oil samples around the world {Dahle et al,
2008; Grabowski et al, 2005; Yamane et al, 2008). L et al
(2007a) described methanogenic archaea in formation water
sample of a high temperature petroleum reservoir. Pham et al
(2009) detected those microorganisms in mesothermic formation
water samples. The methanogenic archaea play an important role
in terminal degradation of hydrocarbons in oil reservoirs {Zengler
et al., 1999).

43, Culture-dependent and independent analyses

The cross-evaluation of culture-dependent and independent
techniques employed in this study for the investigation of microbial
diversity in oil samples indicates that some bacterial genera, such
as Janibacter, Georgenia, Saccharopoelyspora, Tessaracoccus, Bre-
vundimonas, Roseomonas and Brachymonas were not detected using
the 165 rRNA clone library approach. This could be explained by the
fact that these microorganisms recovered by enrichment cultures
and not detected by molecular methods are not major components
of the in sifu reservoir microbiota, suggesting thatadditional clones
should be sequenced in order to fully cover the diversity present in
the sample, Alternatively, they may have been missed due o DNA
extraction or PCR biases, such as differential lysis efficiency or
preferential amplification. On the other hand, the majority of the
bacterial groups detected by 165 rRNA clone libraries was not
recovered by cultivation techniques. This is easily explained by the
fact that traditional cultivation techniques select those microor-
ganisms which are able to grow under the specific nutritional and
physical conditions used in the study. Only five genera were
recovered using both strategies.

These discrepancies between microbial groups recovered using
the two strategies have been observed before by other authors in
different environments (Chandler et al., 1997; Stephen et al, 1996),
suggesting that a more comprehensive assessment of microbial
diversity in oil or other environments can be obtained by using
a combinaton of culture- and molecular-based technigues.

44. Biodegndation: functional role of the community members

Richness estimates calculated for the oil samples revealed
a complex microbial community, which was unexpected due to the
nature of the sample and the extreme in situ conditions of the oil
reservoirs. Diversity indices were considered high when compa-
rable to the ones found in the literature for complex samples, such
as sludge (Lin et al,, 2009; Silva et al., 2010}, soil (Gremion et al,
2003) and marine sponges { Mohamed et al, 2008).

The high diversity and complexity of the microbial communities
present in the biodegraded and non-biodegraded oil samples from
the Potiguar Basin allowed the authors to infer how intricate are
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hydrocarbon biodegradation processes that take place in such
environments.

According to Stams {1994 ), the possible sequence of events that
could explain anaerobic biodegradation of organic molecules into
carbon dioxide and methane requires three major metabolic groups
of bacteria: fermentative, syntrophic acetogenic and methanogenic

Fermentative bacteria were detected in both oil fields under
study and were represented by different genera, such as Lactoba-
cillus, Lactococcus, Leuconostoc and Petrotoga. However, it is not weil
understood which molecules they are able to use in the fermen-
tation processes that take place in oil reservoirs.

There are some hypotheses to explain anaerobic hydrocarbon
biodegradation, and all of them consider nitrate, iron or sulfate as
final electron acceptors. Widdel and Rabus {2001) and Aitken et al.
(2004) demonstrated different anaerobic biodegradation steps, as
well as some bacteria involved in the process. A common step for
biodegradation described by those authors was the reaction
involving the incorporation of fumarate in the hydrocarbon chain
that would produce a molecule with succinate, which could be used
in the beta oxidation process,

On the other hand, Slobodkin et al. (1999) described some
chemolithotrophic lineages that are able to grow with molecular
hydrogen and ferric iron. Therefore those microorganisms are
independent of the hydrocarbon source but are possibly associated
with the petroleum mixture, contributing to the consortium
maintenance.

The fermentation products from polymers (polysaccharides,
proteins, nucleic acids and lipids) are first converted to oligomers
and monomers (sugars, amino acids, purines, pyrimidines, fatty
acids and glycerol), typically through the action of extracellular
hydrolytic enzymes. These enzymes are produced by the “classical”
primary fermenting bacteria, which ferment the resulting mono-
mers further to fatty acids, succinate, lactate, alcohols, etc. These
products would be the pyramid basis for the next bacterial group in
the consortium (Schink, 1997).

In methanogenic environments hydrocarbon degradation
presumably occurs through syntrophic association (a process in
which one species uses the produas of another species as a source
of energy) between acetogenic bacteria (Syntrophus) and meth-
anogenic microorganisms. The first ones metabolize hydrocarbon
into acetate and Hz and the last ones use these compounds to form
methane as the final product. This mechanism was proposed for the
anaerobic degradation of alkanes and monoaromatic compounds
{Zengler et al, 1999). Recently, Jones et al. (2008 ) confirmed the
hypothesis of crude oil anaercbic biodegradation, which was
named methanogenic alkane degradation dominated by CDz
reduction (MADCOR). The authors observed that most of the
degradation of hydrocarbons occurred through hydrogenotrophic
methanogenesis (75—92%), which uses Hy instead of acetate for
methane production, indicating that the acetate must be oxidized
syntrophically to COz and hydrogen, before being converted into
methane.

In the present study, microorganisms belonging to the three
major metabolic groups cited by Stams (1994) were detected in the
biodegraded oil {GMR75), while only fermenters were detected in
the non-biodegraded oil (PTS1). Eight clones affiliated with syn-
trophic acetogens (Deltaproteobacteria) were detected in the
GMR75 oil sample, being three of them closely related to Synto-
phus bacteria, similarly to those described by Zengler et al. (1999)
and Jones et al. (2008). Another four clones affiliated with Syn-
ergistetes were also detected, and they probably play the same
ecological role as an acetate producer in this environment (Pham
et al, 2009). These bacteria, known as homoacetogenic, are able
to catalyze the formation of acetate (CH3COO™) from units of
carbon (C1), such as COz (Diekert and Wohlfarth, 1994), They have

also been recently described by Yamane et al (2008) in crude oil
from China. According to these authors, Synergistetes seem to be
well adapted to conditions of high temperature, high pressure and
anoxia, which may be characteristic to oil reservoirs.

Methanogenic  archaea were affiliated with Meth-
anomicrobiaceae and closely related to a Methanofollis strain ob-
tained from a primary culture of formation water from an oil tank,
Gangxia, Russia (Genbank accession number GU129125). These
archaea are irregular cocci, mesophilic and produces methane only
by the consumption of Hz, which characterizes the end of the route
of anaerobic degradation of hydmocarbons (Zellner et al, 1999).

It is worth to mention the great abundance of iron-reducing
bacteria (Deferribacteres) in the biodegraded oil sample, These
bacteria are able to use acetate in their metabolism, which supports
the hypothesis that there might be a community of intermediate
acetogenic bacteria necessary to maintain the acetoclastic bacterial
population (Heri et al, 2007). The use of acetate by the iron-
reducing bacteria reinforces the idea that methanogenesis in the
GMR75 oil reservoir should be hydrogenoclastic, since the reduc-
tion of ferric—iron Il is more energetic than the acetodastic
methanogenesis and iron reducers could have access to the carbon
of the acetate faster than the acetodastic archaea (Achtnich et al,
1995: Peters and Conrad, 1996),

4.5. Aembes « anaerobes

Although the hydrogenoclastic methanogenesis may be the
dominant process of hydrocarbon biodegradation in the GMR oil
reservoir, it must be noted that representatives related to classical
aerobic biodegrading bacteria were detected in both wells,
including Acinetobacter, Achromobacter, Bocillus, Thauera, Dietzia,
Streptomyces and Pseudomonas, A possible explanation for the
presence of aerobic bacteria in such deep envirenments could be
the in situ oxygen production through anaerobic bacterial metab-
olism. Bacteria related to the genera Dechlorosoma known to be
capable of reducing perchlorate and producing molecular oxygen
(Song and Logan, 2004), were found in the GMR75 oil. These results
corroborate previous hypoethesis on the existence of a consortium
between aerobic and anaerobic microorganisms in oil fields
responsible for the in situ petroleum degradation (Rozanova et al,
1997). Actually, a wide variety of aerobic bacteria have been
previously found by other researches in oil fields located in distinct
regions of the world, using isolation andjor molecular methods
(Borzenkov et al., 2006; Orphan et al, 2000; Nazina et al, 2001;
Bonch-Osmolovskaya et al, 2003; Sette et al, 2007; Vasconcellos
et al., 2009, 2010), A study conducted by Cunha et al. {2006)
recovered Bacillus cereus strains from core samples originated
from the rock of a virgin oil reservoir located in a deep-water
production basin in the Atlantic Ocean (R], Brazil), sugzesting that
these bacteria are autochthonous in such environments. Generally,
the lack of details on sample recovery and possible influx of surface
water from injection or naturally due to local geological charac-
teristics, often make the interpretation of the presence of aerobic
bacteria in such anaerobic ecosystems quite difficult

5. Conclusions

In this study, a broad characterization of the microbial assen-
blages in biodegraded and non-biodegraded oil reservoirs from the
Potiguar Basin was achieved. Comparison of the use of traditional
isolation techniques with cultivation-independent methods
revealed that, in general, distinat microbial taxa were recovered
with each technigue, corroborating previous findings that suggest
a combination of culture- and molecular-based techniques to ach-
ieve a more comprehensive assessment of the microbial diversity in
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the environment. Diversity indices and richness estimates unrav-
eled an astonishing diversity in the oil reservoirs under study and
the detailed analysis of the metabolism of the microbial groups
suggest that methanogenesis is the dominant terminal process for
hydrocarbon degradation in GMR oil field, driven by anaerobic
biodegradation. The combined data gathered in this work allowed
the authors to raise a substantial piece of information that certainly
contribute to improve the knowledge of the microbial diversity and
biogebchemical processes occurring in oil field ecosystems.
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