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IMPACTO DA CONTAMINACAO DE PETROLEO NO POTENCIAL DE FIXACAO
DE NITROGENIO E DESNITRIFICACAO DE BACTERIAS DO SOLO
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RESUMO: Uma maior exploracdo do petroleo traz como consequéncia o aumento dos riscos
de acidentes e de contaminacdo ambiental. Nesses casos, as bactérias possuem um papel
fundamental no processo de recuperacao da area, principalmente por possuirem a capacidade
de adaptar-se a mudanca das condi¢cGes ambientais e degradar hidrocarbonetos. Outro fator
essencial para a recuperacdo de areas contaminadas € o Nitrogénio, uma vez que ha a
necessidade de 60 mg desse elemento para que ocorra 0 consumo de 1 g de hidrocarbonetos.
Visto a importancia de N no processo de restabelecimento do ambiente contaminado o
presente trabalho quantificou por gPCR 0s genes responsaveis pela conversdo de N, a NH3
(nifH) e NO, a N; (nosZ), em uma area de varzea contaminada por petroleo. A partir dos
resultados obtidos é possivel sugerir que o petroleo ndo alterou de forma significativa a
abundancia de bactérias diazotroficas e desnitrificantes rizosféricas e ndo rizosféricas.
PALAVRAS-CHAVE: gPCR, nosZ, nifH.

INTRODUCAO

O maior consumo de petréleo em resposta ao crescimento populacional (Sherry et al.,
2017) tem aumentado os riscos de acidentes e de contaminacdo ambiental nos ultimos anos
(Liang et al., 2009). As bactérias possuem um papel fundamental na recuperacdo de areas
contaminadas, devido ao seu rapido crescimento, plasticidade genética, flexibilidade
metabdlica e adaptacdo as condi¢des ambientais a que estdo expostas (Pedroti et al., 2007).

Sabendo-se que sdo necessarios 60 mg de N, para que 0s microrganismos degradadores
de petrleo consumam um grama de hidrocarboneto, as bactérias fixadoras de nitrogénio,
exercem um papel fundamental na recuperacédo de areas contaminadas com petroleo (Dashti et
al., 2015). A enzima nitrogenase, codificada pelos genes nifHDK, catalisa a conversdo do N; a

NHa/ NH,". Outra enzima importante no ciclo do N € a éxido nitroso redutase codificada pelo
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nosZ. A partir da sua atividade o N,O é convertido a N,, evitando a acumulagdo e liberagdo na
atmosfera de N,O, potente gas de efeito estufa.

Diante do exposto, o trabalho teve por finalidade avaliar a abundancia de bactérias
diazotroficas e desnitrificantes pela técnica de qPCR em uma area de varzea contaminada por

petroleo.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e coleta de amostras
O local de estudo, pertence a Refinaria Getulio Vargas (REPAR) em Araucaria,
Parana. No ano 2000 quatro milhdes de litros de 6leo cru vazaram com o rompimento de uma
tubulacéo de transporte (Silva, 2014). O local afetado pelo desastre é uma area de varzea, que
possui 5,5 hectares, encontra-se adjacente ao arroio Saldanha, e é influenciada pela dindmica
do rio Barigui. A vegetacao local se regenerou espontaneamente, sem interferéncia antrdpica.
A coleta do solo foi realizada no dia 23 de julho de 2018. Foram coletadas doze
amostras de solo rizosférico e doze amostras de solo ndo rizosférico num gradiente de
concentracdo de hidrocarbonetos totais de petroleo — TPH. A concentracdo minima de TPH
foi de 200-500; a média de 2000-3000 e a maxima, de 4000- 6400 mg de TPH/kg de solo. O
solo rizosférico foi obtido a partir da rizosfera das duas espécies dominantes de Fabaceae no

local (Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli).

Extracdo do DNA total da rizosfera e quantificacdo por gPCR dos genes nifH e nosZ

A extracdo do DNA total do solo foi realizada utilizando-se o kit UltraClean Soil DNA
Kit da MO BIO Laboratories, Inc. seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

A curva padrdo para cada par de primers foi realizada a partir da diluicdo seriada de
uma concentracdo conhecida do nimero de copias de cada gene, seguindo a metodologia
proposta por Stephenson (2016).

As quantificagdes foram realizadas no termociclador Agilent® AriaMx Real-time,
seguindo os parametros estabelecidos por Mao e colaboradores (2011), com modificacdo na
temperatura de anelamento de 55°C e 57°C para nifH e nosZ respectivamente. Foram
utilizados os primers PolF e PolR (Poly et al, 2001), para determinar a abundancia de
bacterias diazotroficas, e nosZ-F (Kloos et al., 2001), nosZ-1622R (Ruiz-Rueda et al., 2009),
para determinar a abundancia de bactérias desnitrificantes.

A determinacdo do numero de coOpias de cada gene foi realizada no software do

equipamento, utilizando-se a curva padrdo como parametro. As analises estatisticas, analise
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de regressao e o teste de comparagdo de médias Tukey (p< 0,95) foram realizados no pacote
Agricolae (de Mendiburu, 2013) no programa R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de nifH detectados (média de 2 x 10° copias/g de solo; Fig. 1A) foram mais
altos do que os registrados para nosZ (média de 8,5 x 10°) cépias/ g de solo; Fig. 1B) tanto no
solo rizosférico quanto ndo rizosférico. Dias e colaboradores (2012), relataram valores de
nifH similares (0,9 a 3,3 x 10%) em amostras de manguezais que passaram por contaminag&o
ambiental com petrdleo. Alto nimero de copias do gene nifH indica um alto potencial para a
FBN na éarea contaminada e sabendo-se do alto requerimento de N para a bioremediacéo,
também sugere alta capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos (Horel et al., 2014).

Baixo numero de copias do gene nosZ indica que ha pouca conversdo de N,O a N,. A
estabilidade no processo de fixacdo de N pode estar induzindo a reducdo das taxas de perda
por desnitrificacdo, mantendo assim o nitrogénio biodisponivel no ecossistema (Urakawa et
al., 2019). Richardson e colaboradores (2015) detectaram 2,5 x 10° cdpias de nosz/ g de solo treze
anos apods a sua contaminacdo por hidrocarbonetos. O solo néo rizosférico apresentou valores de nifH
€ N0SZ quase seis ou trés vezes maiores que o rizosférico, respectivamente.

Ao analisar a abundancia dos genes nifH e nosZ ao longo do gradiente de
hidrocarbonetos, ndo foi detectada nenhuma relacdo com a concentracdo de petréleo (Fig. 1A
e 1B), indicando que a comunidade de bactérias diazotroficas e desnitrificantes ndo foram
afetadas pela presenca do hidrocarboneto ou se adaptaram a essa condicao.
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Figura 1. Ndmero de copias dos genes nifH (A) e nosZ (B) detectadas ao longo do gradiente de
concentracdo de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH), presentes na Refinaria Getulio Vargas.

CONCLUSOES

Os dados obtidos com a quantificagdo dos genes nifH e nosZ permitiram constatar que
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a concentracdo de petroleo ndo possui relacdo com o nimero de copias dos genes, além disso
a abundéancia de bactérias diazotroficas e desnitrificantes indicam que hd um equilibrio entre a
fixacdo bioldgica de nitrogénio e o consumo de N direcionado a degradacdo de
hidrocarbonetos. Isso deve ter contribuido para a recuperacdo da area contaminada na

Refinaria de Petroleo Getdlio Vargas.
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