Diferenciacao de isolados bacterianos com base no gene de Fe-hidrogenases
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O processo fermentativo de produgao de H, por microrganismos depende fundamentalmente
da presenca de metaloenzimas designadas por hidrogenases. As hidrogenases sao enzimas
envolvidas no metabolismo do H,, capazes de produzir ou consumir hidrogénio molecular, em
processos relacionados com a transferéncia de electrdes e obtenc¢do de energia. Elas catalisam
a reaccdo reversivel: H, ¢> 2H'+ 2e [1]. As hidrogenases dividem-se em classes
filogeneticamente distintas, caracterizadas pelas diferentes subunidades ou dominios que
acomodam o centro catalitico: as metalo-hidrogenases e as hidrogenases ndo metdlicas. As
metalo-hidrogenases em particular podem ser divididas em dois tipos diferentes, conforme o
conteddo metalico do seu centro catalitico: as que contém apenas ferro ([FeFe]-H,ases) € as que
contém niquel e ferro ([NiFe]-H,.s), € que por vezes contém também selénio no seu centro
catalitico ([NiFe(Se)]-Hzases) [2]. As [FeFe]-H,.ss, €xistentes apenas em bactérias anaerdbias e
num pequeno numero de algas verdes, e em particular o gene hydA de [FeFel-H,.ss, que é o
principal gene envolvido na producdo de H,, sdo considerados um biomarcador util para
examinar a diversidade e distribuicdo de microrganismos produtores de hidrogénio.

A populagdo utilizada no presente estudo era constituida por 14 isolados bacterianos (8
aerdbios e 6 anaerdbios). Foram desenhados primers especificos de hydA para caracterizagao
de isolados produtores de hidrogénio, e os resultados foram comparados com o produto de
amplificacdo com primers da literatura [3]. Em paralelo foi efectuada uma andlise de
diferenciacdo molecular entre bactérias aerdbias e anaerdbias, com recurso as técnicas de
ERIC-PCR e RAPD-PCR. Apenas um de 3 pares de primers desenhados neste trabalho permitiu
melhores resultados de amplificagdo, embora ndo os esperados. Os resultados obtidos por
ERIC-PCR permitiram a diferenciacdo dos isolados bacterianos segundo os 2 grupos iniciais
(bactérias aerdbias e anaerdbias), podendo-se ainda distinguir, dentro destes grupos, alguns
isolados com perfis moleculares semelhantes. Os primers da literatura permitiram a obtencao
de produtos de amplificacdo com o tamanho esperado em 6 isolados, identificados como
microrganismos que contém o gene hydA de [FeFe]-H,ases.
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