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RESUMO

O herbicida oxifluorfeno, pertencente a classe dos difeniléteres, ¢ amplamente empregado em
sistemas agricolas devido a sua eficicia no controle de plantas daninhas. No entanto, seu uso
recorrente tem levado ao acimulo em solos e recursos hidricos, elevando os riscos
ecotoxicologicos e ameagando organismos ndo-alvo. Frente a essa problematica, a busca por
estratégias sustentaveis para eliminar esse composto estranho do ambiente, como a
biorremediagdo microbiana, tem se intensificado. Microrganismos sio capazes de metabolizar
compostos xenobiodticos, transformando-os em subprodutos menos téxicos ou promovendo sua
completa mineralizacdo. Diante desse cendrio, este estudo teve como objetivo identificar
microrganismos € enzimas envolvidos na degrada¢do desse composto, por meio de
sequenciamento e abordagem protedmica shotgun por espectrometria de massas de alta
resolugdo. Cinco microrganismos habitantes de solo, anteriormente isolados de campo agricola
com longo histérico de aplicagio de oxifluorfeno, foram identificados por meio de
sequenciamento dos genes 16S rRNA (bactérias) e ITS/26S rDNA (levedura) como Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Micrococcus luteus, Bacillus paralicheniformis e
Moesziomyces aphidis. As analises filogenéticas confirmaram essas identificagdes, e as
sequéncias para cada locus V1-V9 e V3-V4 PQ666461, PQ666462 ¢ PQ666463 (B.
licheniformis 1SO 04), PQ665371, PQ665372 e PQ665373 (B. pumilus 1SO 14), PQ665374,
PQ665375 e PQ665376 (M. luteus ISO 28), PQ665368, PQ665369 e PQ665370 (B.
paralicheniformis 1SO 31) e PQ666543 e PQ666789 (M. aphidis 1SO 26) foram depositadas no
banco de dados GenBank, respectivamente. Em uma segunda etapa, B. licheniformis 1SO 04
foi cultivado em meio minimo liquido com oxifluorfeno nas concentragdes de 25 e SO mgL™" e
uma curva de crescimento foi determinada. Para as andlises protedmicas, a cepa foi cultivada
nas mesmas condi¢cdes por 32 horas. Em seguida, as proteinas foram extraidas, reduzidas,
alquiladas, tripsinizadas e analisadas por LC-MS/MS em sistema UHPLC acoplado ao
espectrometro de massas Q Exactive Plus Orbitrap. Os dados brutos estdo disponiveis no
ProteomeXchange com o identificador PXD062118. O comportamento de B. licheniformis 1SO
04 observado na presenga do herbicida revelou uma redugdo na densidade celular proporcional
ao aumento da concentragdo do herbicida. As analises estatisticas e de bioinformatica revelaram
alteragdes significativas em vias metabolicas relacionadas ao metabolismo central e energético,
a biossintese de cofatores e aminoacidos, a resposta ao estresse, a manutengao celular, além de
fungdes ribossdmicas e de transporte. Duas enzimas destacaram-se por sua expressao exclusiva
nos tratamentos com oxifluorfeno: O-succinilbenzoato sintase e a-acetolactato descarboxilase,
sugerindo um papel potencial como biocatalisadoras na degradacdo do herbicida. Os resultados
indicam, ainda, a ativagcdo de rotas metabolicas alternativas como estratégia de adaptagdo ao
estresse quimico. Esses achados contribuem para o avango do conhecimento sobre os
mecanismos moleculares envolvidos na biorremediagdo de ambientes contaminados por
oxifluorfeno.

Palavras-chave: Biorremediagdo. Sequenciamento de Sanger. Bottom-up. Enzimas
biocatalisadoras.



ABSTRACT

The herbicide oxyfluorfen, belonging to the diphenylether class, it is widely used in agricultural
systems due to its effectiveness in controlling weeds. Nevertheless, its recurrent use has led to
accumulation in soils and water resources, increasing ecotoxicological risks and threatening
non-target organisms. Faced to this problem, for sustainable strategies to eliminate this foreign
compound from the environment, such as microbial bioremediation, has intensified.
Microorganisms can metabolize xenobiotic compounds, transforming them into less toxic by-
products or promoting their complete mineralization. Thus, this study aimed to identify
microorganisms and enzymes involved in the degradation of this compound through
sequencing, and a shotgun proteomic approach using high-resolution mass spectrometry. Five
soil-dwelling microorganisms previously isolated from agricultural fields with a long history of
oxyfluorfen application were identified by sequencing the 16S rRNA (bacteria) and ITS/26S
rDNA (yeast) genes as Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Micrococcus luteus, Bacillus
paralicheniformis, and Moesziomyces aphidis. Phylogenetic analyses confirmed these
identifications, and the sequences for each locus V1-V9 and V3-V4, PQ666461, PQ666462,
and PQ666463 (B. licheniformis ISO 04), PQ665371, PQ665372, and PQ665373 (B. pumilus
ISO 14), PQ665374, PQ665375, and PQ665376 (M. luteus ISO 28), PQ665368, PQ665369,
and PQ665370 (B. paralicheniformis ISO 31), and PQ666543 and PQ666789 (M. aphidis ISO
26) were deposited in the GenBank database, respectively. In a second step, B. licheniformis
ISO 04 was grown in minimal liquid medium with oxyfluorfen at concentrations of 25 and 50
mg L' and a growth curve was determined. For proteomic analyses, the strain was grown under
the same conditions for 32 hours. The proteins were then extracted, reduced, alkylated,
trypsinized, and analyzed by LC-MS/MS in a UHPLC system coupled to a Q Exactive Plus
Orbitrap mass spectrometer. The raw data are available at ProteomeXchange with the identifier
PXDO062118. The behavior of B. licheniformis ISO 04 observed in the presence of the herbicide
revealed a reduction in cell density proportional to the increase in herbicide concentration. The
statistical and bioinformatics analyses revealed significant changes in metabolic pathways
related to central and energy metabolism, cofactor and amino acid biosynthesis, stress response,
cell maintenance, as well as ribosomal and transport functions. Two enzymes stood out for their
exclusive expression in oxyfluorfen treatments: O-succinylbenzoate synthase and o-
acetolactate decarboxylase, suggesting a potential role as biocatalysts in herbicide degradation.
The results indicate the activation of alternative metabolic pathways as a strategy for adaptation
to chemical stress. These findings contribute to the advancement of knowledge about the
molecular mechanisms involved in the bioremediation of environments contaminated with
oxyfluorfen.

Keywords: Bioremediation. Sanger sequencing. Bottom-up. Biocatalytic enzymes.
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INTRODUCAO GERAL

A presenca de plantas daninhas em areas agricolas de produg@o comercial representa um
risco a produtividade. Sem o devido controle, as atividades agricolas podem sofrer danos
severos, levando a perdas significativas de rendimento, tornando as colheitas invidveis. A
utilizacdo de herbicidas ¢ uma forma simples e economica de controlar plantas daninhas, e os
métodos de implementagdo nas culturas sdo faceis e eficazes, o que acarretou na intensificagao
do seu uso em areas agricolas, florestais e de pastagens no Brasil (Procépio et al., 2024; Barros

et al.,2021).

Todavia, a utilizacdo exacerbada desses defensivos agricolas representa riscos ao bem-
estar humano e ambiental, devido a capacidade desses compostos de permanecerem
biodisponiveis e persistirem na natureza. Quando aplicado no solo, o herbicida ¢ altamente
adsorvido pelos coloides do solo, porém, devido as caracteristicas fisico-quimicas da molécula
e do ambiente, o agrotdxico pode persistir por meses € até anos no solo. Também pode ocorrer
lixiviagao dos residuos, resultando em acimulo em corpos hidricos, tanto superficiais quanto
subterraneos. A maior problematica é a eventual geragdo de danos em organismos ndo-alvo,
como a microbiota nativa, a fauna e a flora, visto que sdo substincias genotoxicas e

carcinogénicas (Filimon et al., 2021; Parven et al., 2025).

O oxifluorfeno (Ci1sH11CIF3NOs) (2-cloro-1-(3-etoxi-4-nitrofenoxi)-4 -
(trifluorometil)benzeno), por exemplo, ¢ um herbicida éter difenilico utilizado em culturas de
arroz irrigado, café, citros, soja e pinus. E aplicado nas fases de pré e pos-emergéncia, devido
ao seu amplo espectro no controle de plantas invasoras no campo. Em razao de suas inumeras
caracteristicas fisico-quimicas, como alta solubilidade em agua, baixa pressdo de vapor e
biodegradacdo muito baixa, esse composto ja foi relatado afetando negativamente o sistema
nervoso, enddcrino e imunoldgico de animais aquaticos e terrestres, além de influenciar na

formagdo Ossea de recém-nascidos e possuir comportamento carcinogénico (Figura 1) (Ibrah

Filimon et al., 2021; Mansour et al., 2023).
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Figura 1. Estrutura quimica do oxifluorfeno. Fonte: Google imagens.

Portanto, existe uma urgéncia em explorar métodos eficientes para a remog¢ao parcial ou
completa dos residuos de herbicidas do meio ambiente. Entre as variadas ferramentas que
podem ser empregadas na degradagdo desses compostos, o catabolismo bacteriano e de

leveduras tem se mostrado um dos mais eficiente, além de ser ecologicamente correto e

sustentavel (Chen et al., 2023; Wang et al., 2023; Mousa; Hassan, 2025).

As bactérias e leveduras exercem um papel essencial nos processos de biorremediagao
de ambientes poluidos. Esses microrganismos apresentam elevada capacidade de adaptagdo e
colonizagdo em distintos ecossistemas, inclusive em condi¢cdes ambientais adversas, o que
favorece sua ampla utilizagdo com diversas finalidades. Estudos cientificos tém evidenciado a
eficacia desses agentes na biodegradacdo de moléculas herbicidas, convertendo-as em

subprodutos de menor toxicidade, além de possibilitarem, em alguns casos, sua completa

mineralizagdo (Shang et al., 2022; Zhong et al., 2023).

Espécies como Bacillus licheniformis sao capazes de produzir enzimas como lipases,
que atuam como biocatalisadoras na degradagdo do herbicida éster butilico 2,4-D (Zhao et al.,
2021), além de hidrolases e dioxigenases responsaveis pela catalise do clorprofame (Pujar et
al., 2018). Essa espécie também ja foi relatada na degradacdo do diuron (Singh; Singla, 2019).
J& Bacillus pumilus tem demonstrado capacidade de mineralizar compostos como isoproturon
(Giri et al., 2017) e mesotriona (Liu ef al., 2015). Além disso, Micrococcus luteus tem sido
associado a remocao de diversos herbicidas, incluindo 3,5,6-tricloro-2-piridinol (Yue et al.,

2023), alacloro (Pathak et al., 2016), diuron (Egea et al., 2017) e oxifluorfeno (Yao et al., 2025).

Reginaldo (2023) anteriormente, isolou de um campo agricola quatro cepas bacterianas
e uma de levedura capazes de degradar o oxifluorfeno num periodo de 196 horas in vitro: trés
do género Bacillus (ISO 04, 14 ¢ 31) e uma do género Micrococcus (ISO 28) e a levedura ISO
26, responsaveis por remover 69%, 69%, 73%, 80% e 77% do herbicida, respectivamente. No

entanto, a identificagdo desses microrganismos foi realizada de modo convencional, por



17

métodos morfologicos e bioquimicos, sendo necessaria a utilizagdo de ferramentas mais

robustas, que pudessem informar a espécie de cada cepa isolada.

A identificacdo molecular ¢ uma ferramenta biotecnolégica eficaz e precisa, que
permite, a partir da utilizagdo de genes-alvo altamente conservados, identificar microrganismos
em nivel de espécie. Técnicas como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), associada ao
sequenciamento de DNA, nos permitem conhecer a sequéncia das bases de regides importantes,
como 0 RNATribossomico e o Espagador Transcrito Interno (ITS), que servem para a elucidagao
de arvores filogenéticas (Caldart ef al., 2016; Jan-Roblero; Cruz-Maya; Cancino-Diaz, 2024;
Gultom et al., 2025).

O gene 16S rRNA ¢ amplamente empregado na identificacao/filogenia de bactérias ha
décadas. Devido as suas multiplas regides conservadas, também conhecidas como
hipervariaveis, esse gene ¢ um marcador universal de organismos procariotos, além do seu
comprimento ser ideal para tecnologias de sequenciamento (Hassler et al., 2022; Bartos; Chmel;
Swierczkova, 2024). Ja os genes ITS e LSU (Subunidade Grande) como o dominio D1/D2 do
26S rDNA, sdo os codigos de barras mais utilizados na taxonomia e delimitacdo de espécies de
fungos e leveduras, uma vez que, essas regides possuem minimas variagdes intraespécie e suas
copias estdo distribuidas ao longo do genoma (Ghobad-Nejhad ef al., 2023; Doman; Makrai;
Banyai, 2022; Sipiczki, 2022).

Como mencionado anteriormente, a producdo de enzimas microbianas ¢ crucial na
remocao parcial ou completa de residuos agroquimicos do ambiente. As hidrolases, amidases,
redutases, oxidases, esterases e oxigenases sdo pegas-chave que agem na desalquilagdo,
remogao, transforma¢do de grupamentos quimicos e abertura de anéis aromaticos (Chen et al.,
2023; Zheng et al., 2024). Uma vez conhecidas as espécies que estdo envolvidas nesse processo,
¢ de suma importancia investigar os processos moleculares através de abordagens Omicas, que

permitirdo identificar de forma precisa essas enzimas.

A protedmica ¢ uma drea de pesquisa integrada que se concentra na premissa de
identificacdo e quantificagdo em larga escala de proteinas constituintes de células ou tecidos. A
partir da combinagdo da experimentacdo ¢ andlise de dados protedmicos, ¢ possivel
compreender a composicao das proteinas, estrutura, expressao e modificacdes pos-traducionais
(PTMs), gerando uma gama de informacdes acerca das interagdes entre proteinas, que

participam de redes e sistemas moleculares complexos que se comunicam entre si, regulando
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as atividades essenciais da vida daquele organismo (Cui; Cheng; Zhang, 2022; Shuken, 2023;
Balotf et al., 2022).

A alta sensibilidade e especificidade alcangaveis pela Espectrometria de Massa (MS) a
tornam imprescindivel na bioprospec¢dao de enzimas microbianas biocatalisadoras de
herbicidas. A abordagem também permite uma melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na degradagao do oxifluorfeno, por exemplo (Birhanu, 2023; Ahrens et
al., 2022).

Portanto, a identificagdo molecular de microrganismos isolados de solo com longo
historico de aplicacdo de oxifluorfeno € essencial para o apontamento dos agentes nativos
tolerantes ao herbicida, sejam bactérias ou leveduras. Concomitantemente, a bioprospec¢do de
enzimas biocatalisadoras desse herbicida éter difenilico, utilizando abordagens protedmicas, ¢
crucial para a compreensdo dos mecanismos moleculares empregados em sua degradacao.
Também permite selecionar as melhores espécies candidatas a biorremediadoras de ambientes

contaminados por herbicidas, proporcionando o desenvolvimento de biotecnologias

promissoras e sustentdveis na recuperagdo de ecossistemas poluidos.

Dessa forma, este trabalho teve como principais objetivos: I) identificar por meio de
sequenciamento de DNA, quatro espécies de bactérias e uma de levedura com potencial para

degradar o oxifluorfeno; II) identificar enzimas biocatalisadoras envolvidas na degradagao

desse composto, produzidas pela cepa Bacillus licheniformis 1SO 04.
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CAPITULO1I

ANALISE FILOGENETICA DE MICRORGANISMOS DEGRADANTES DO
OXIFLUORFENO

RESUMO

A utilizacdo excessiva do oxifluorfeno tem acarretado seu acimulo no solo e em corpos
hidricos, afetando organismos ndo-alvo. Os microrganismos, consequentemente, sao
responsaveis por promover a mineralizagdo de moléculas de herbicidas através de vias
metabolicas formadas por diversas enzimas. A identificagdo desses microrganismos a partir de
ferramentas moleculares é fundamental para compreender quais espécies estdo envolvidas em
processos de biorremediacdo, principalmente de ambientes com histdrico recorrente de
aplicacdo de herbicidas. Dessa maneira, o objetivo deste estudo foi identificar espécies de
bactérias e leveduras com potencial para degradar o herbicida oxifluorfeno por meio de técnicas
moleculares. O experimento foi conduzido em laboratdrio, onde quatro cepas bacterianas (ISO
04, 14, 28 ¢ 31) e uma de levedura (ISO 26) foram plaqueadas em meio Nutrient Agar (NA). O
DNA de cada cepa foi extraido de acordo com o protocolo do kit de extragio Wizard®
(Promega®, Madison/USA), sendo posteriormente submetido a amplificagdo por PCR de trés
loci da regido 16S rRNA (RNA ribossomico 16S) (V1-V9 e V3-V4) de bactérias, das regioes
ITS (Espacador Transcrito Interno) de levedura e de 26S rDNA (DNA ribossomal de
subunidade grande - LSU), para posterior sequenciamento e identificacdo em nivel de espécie.
Arvores filogenéticas foram construidas usando o Método Neighbor-Joining, enquanto as
distancias genéticas foram calculadas utilizando o modelo de trés pardmetros de Tamura para
bactérias ¢ o modelo da distdncia proporcional para a levedura. Com as sequéncias
concatenadas, dos loci V1-V9 com V3-V4 para bactérias e dos genes ITS com 26S rDNA para
a levedura no software MEGAX (versao 10.2.6), com 1000 simulagdes de Bootstrap, foi
possivel agrupar as cepas 04, 14, 26, 28 e 31 nos clados correspondentes a Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Moesziomyces aphidis, Micrococcus luteus e Bacillus
paralicheniformis, respectivamente. Por fim, todas as sequéncias foram depositadas no
GenBank. Os resultados aqui demonstrados, apontam cinco espécies de microrganismos
habitantes do solo degradantes do oxifluorfeno, que ainda ndo tinham sido relatadas
anteriormente, podendo ser possiveis candidatos para o desenvolvimento de biotecnologias
ambientais, voltadas a biorremediagao.

Palavras-chave: Biodegradacio. Eter difenilico. Filogenia.
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1 INTRODUCAO

A presencga de plantas daninhas em areas agricolas de produgdo comercial representa um
risco a produtividade da cultura principal no campo, devido a ocorréncia em todas as areas da
plantagcdo, competi¢do por recursos ¢ liberacdo de substancias alelopaticas no solo (Memon et
al., 2025). Controlar a infestagdo dessas plantas acaba tornando-se um desafio, a fim de garantir
o crescimento saudavel das colheitas, melhorando o rendimento e a qualidade do produto. O
uso de herbicidas, por sua vez, ¢ o método de manejo mais empregado e eficaz quando se trata

de efeitos praticos na plantacao e de custo-beneficio para a industria ou o agricultor (Zhang et

al., 2025; Ye et al., 2025).

O Brasil, atualmente, se encontra entre os maiores consumidores de agrotdoxicos do
mundo, com os herbicidas representando mais de 50% dos produtos vendidos (Pacheco et al.,
2022). No entanto, devido ao seu uso extensivo, mesmo que em baixas dosagens, os herbicidas
sdo adsorvidos pelo solo ou lixiviados para corpos hidricos, causando um estresse substancial
no ambiente e afetando espécies ndo-alvo, que vao desde plantas e animais nativos até a

microbiota do solo, o que resulta em perturbagdes ecologicas (Tang & Maggi, 2021; Bamal et
al., 2024).

O oxifluorfeno (2-cloro-1-(3-etoxi-4-nitrofenoxi)-4-(trifluorometil)benzeno), por sua
vez, ¢ um herbicida éter difenilico classificado como um peroxidante dependente de luz,
largamente empregado no controle de plantas daninhas de folhas largas e gramineas em diversas
culturas, como arroz, café, cana-de-aglicar, cebola, citros, eucalipto e pinus. Este agente ¢
responsavel por causar diversos problemas em virtude de suas caracteristicas quimicas. Sua
capacidade de persistir no ambiente pode afetar o sistema nervoso, endocrino e imunoldgico de
animais aquaticos e terrestres, influenciando na formagdo Ossea de recém-nascidos, além de

promover a carcinogénese (Huang ef al., 2022; Tejada et al., 2022).

Tendo em vista tais problematicas, o uso de microrganismos para a degradagdo ou
reducdo do herbicida no ambiente ¢ considerado um método ambientalmente sustentavel e
ecologicamente vantajoso, uma aplicagdo mais conhecida como biorremediagdo (Chen et al.,
2024). Espécies como Bacillus licheniformis ja foram avaliadas na mineralizagdo de herbicidas
como diuron, clorprofam e 2,4-diclorofenol (Singh; Singla, 2019; Pujar et al., 2018; Felshia et
al., 2020). Bacillus pumilus também possui capacidade semelhante na remoc¢do de hexazinona

(Santos ef al., 2021), mesotriona (Liu et al., 2015) e isoproturon (Giri et al., 2017).
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Além desses, poucas espécies de leveduras sao relatadas na degradagdo de herbicidas,
como Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica € Debaryomyces hansenii na remogao de

fluazifop-P-butil (Szpyrka et al., 2024). Stoyanova et al. (2023) também demonstraram duas

espécies, Trichosporon cutaneum e Candida tropicalis, agindo na biodegradacdo do glifosato.

Nesse contexto, Reginaldo (2023) conseguiu isolar quatro bactérias e uma levedura
capazes de degradar o oxifluorfeno, provenientes de solo agricola com historico de aplicagao

do referido agrotdxico, aplicando técnicas de caracterizagdo morfologica e bioquimica, com o

objetivo de identificar os microrganismos em nivel de género.

A identificacdo preliminar de bactérias e leveduras ¢ realizada a partir de métodos que
se baseiam em caracteristicas fenotipicas e bioquimicas, como a utilizagdo de meios seletivos,
a avaliacdo de colonias (cor, tamanho, formato e superficie), morfologia celular, dentre outros
ensaios. No entanto, esses métodos possuem algumas limitagdes, como identificar de forma
precisa microrganismos em nivel de espécie (Jan-Roblero; Cruz-Maya; Cancino-Diaz, 2024;

Gultom et al., 2025).

A aplicagdo de técnicas moleculares, por outro lado, permite realizar a identificagdo de
bactérias e leveduras de forma precisa, devido a deteccao de genes-alvo altamente conservados
nesses organismos. Por exemplo, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) associada ao
sequenciamento de DNA torna possivel conhecer a sequéncia das bases que formam as regides
“codigos de barras”, podendo ser genes do tipo RNA ribossomico ou Espagador Transcrito
Interno (ITS). Tais andlises, consequentemente, possibilitam a estimativa de arvores
filogenéticas, onde sdo organizadas as espécies estudadas e seu parentesco (Caldart et al., 2016;

Jan-Roblero; Cruz-Maya; Cancino-Diaz, 2024; Gultom et al., 2025).

Portanto, este estudo teve como objetivo identificar, por meio de sequenciamento e

analise filogenética, quatro espécies de bactérias e uma de levedura responsaveis por degradar

o herbicida oxifluorfeno.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extracdo de DNA bacteriano ¢ de levedura

Quatro cepas bacterianas (ISO 04, 14, 28 e 31) e uma de levedura (ISO 26) foram
selecionadas anteriormente devido a maior capacidade de degradacdo do oxifluorfeno, tanto in
vitro quanto no solo. Além de serem provenientes de campo agricola com histdrico de aplicacao
recorrente desse herbicida, foram caracterizadas por métodos bioquimicos e morfologicos
(Reginaldo, 2023). Contudo, fez-se necessario realizar a identificacdo das espécies por meio de

sequenciamento.

O experimento foi conduzido no laboratério de Fitopatologia I, na Universidade Federal
Rural do Semi-Arido — UFERSA, campus Mossoré. Os microrganismos foram cedidos da
colecdo de microrganismos do referido laboratério. As cepas foram cultivadas em meio

Nutriente Agar (NA) sélido, em placas de Petri (Reginaldo, 2023). As placas foram mantidas
em estufa incubadora do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand), a 30 + 2 °C, por 24 horas.

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo do kit de extracdo Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega®, Madison/USA), no laboratério de Biotecnologia
Vegetal, com modificacdes. Colonias puras foram maceradas com nitrogénio liquido em
microtubos, com o auxilio de um bastdo de vidro, para o rompimento das células bacterianas e
de levedura. A qualidade e quantidade do DNA extraido foram verificadas por eletroforese em

gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo.

2.2 Amplifica¢do das sequéncias via PCR

A amplificagdo de trés loci do gene 16S rRNA por PCR foi realizada utilizando primers
universais para bactérias 27F/1492R regiao V1-V9 (Lachnit et al., 2011); 341F/518R regiao
V3-V4 (Suriya et al., 2017); 338F/806R regido V3-V4 (Wei et al., 2018), com fragmentos
esperados de aproximadamente 1500, 194 e 500-600 pb, respectivamente. Para a levedura
foram utilizados dois pares de primers universais, que amplificam a regido interna transcrita do
gene ribossomal (ITS), ITS1/ITS4 (White et al., 1990), e a regido do dominio D1/D2 da

sequéncia 26S rDNA, NLI/NL4 (Cao et al., 2022), com fragmentos esperados de
aproximadamente 750-800 e 574 pb, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Genes utilizados para amplificacdo via PCR e suas respectivas sequéncias.

Primer Sequéncia Gene Referéncia

F - (5>-~AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ,
27F/1492R 16S TRNA  Lachnit et al., 2011
R — (5>-GGTTACCTTGTTACGACTT-3")

F — (5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) .
341F/518R 16S rRNA  Suriya et al., 2017
R — (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’)

F - (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3’)
338F/806R 16S rRNA Wei et al., 2018
R - (5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’)

F - (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)
ITS1/1TS4 ITS White et al., 1990
R - (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")

F — (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’)
NL1/NL4 26StDNA  Caoetal., 2022
R - (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’)

As condi¢oes de amplificagdo por PCR com os pares de primers universais utilizados
com as cepas bacterianas e para a levedura, foram: reacdes com 20 pl de volume final, contendo
Buffer 1X, 0,2 mM de dNTP, 1U de Taq DNA polimerase, 0,3 uM de cada primer (Metabion
International AG) e 10 ng de DNA, em termociclador (Amplitherm). Para os primers
27F/1492R, 341F/518R, 338F/806R, as temperaturas de desnaturacdo, anelamento e extensdo
utilizadas para as cepas ISO 04, 14 e 31 foram descritas anteriormente por Li ef al. (2024),

Hong et al. (2016), Zheng et al. (2017), respectivamente.

Para a cepa 28, com primers 338F/806R, a amplificacdo foi feita em gradiente de
temperatura, com uma desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos a 94 °C por
1 min para desnatura¢do, 50 °C por 1 min para anelamento, 72 °C por 2 min para extensao,
seguido de 94 °C por 1 min para desnaturagdo, 55 °C por 1 min para anelamento e 72 °C por 2
min para extensdo, com uma etapa de extensdo final a 72 °C por 10 min. Para os iniciadores
ITS1/ITS4, a temperatura de anelamento utilizada foi a 50 °C (White et al, 1990). Por
conseguinte, para o par de primers NL1/NL4, a amplificacdo foi realizada em gradiente de

temperatura, conforme descrito acima, com temperaturas de anelamento de 59 e 62 °C.

Os amplicons foram separados por eletroforese em gel de agarose (2%) em tampao TBE
1X (Tris, Acido bérico, EDTA). Um marcador de DNA de 100 pb, DNA Ladder Plus (Thermo
Fisher Scientific), e corante fluorescente de ligacdo ao DNA Brometo de Etidio foi utilizado

para visualizacdo, identificagdo e mensuragdo do tamanho dos produtos de PCR por
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eletroforese, visualizados em fotodocumentador (Proteinsimple, Alphaimager HP) sob luz UV.
Os amplicons foram entdo purificados com o kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and

Concentration System de acordo com o protocolo do fabricante (Promega®, Madison/USA).

2.3 Sequenciamento de DNA

Os produtos de PCR foram sequenciados pelo método do tipo Sanger, no Analisador
Genético 3130x1 (Applied Biosystems, EUA), pela Genomic Engenharia Molecular. As
sequéncias obtidas foram submetidas a busca por similaridades no banco de dados do Centro

Nacional de Informacgdes sobre Biotecnologia (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov/), com o

software BLAST (Ferramenta Bésica de Pesquisa de Alinhamento Local).

As sequéncias dos loci PQ666461 (regido V1-V9), PQ666462 (regido V3-V4) e
PQ666463 (regido V3-V4) (para B. licheniformis 1SO 04), PQ665371 (regido V1-V9),
PQ665372 (regido V3-V4)e PQ665373 (regido V3-V4) (para B. pumilus ISO 14), PQ665374
(regido V1-V9), PQ665375 (regidao V3-V4) e PQ665376 (regiao V3-V4) (para M. luteus 1SO
28), PQ665368 (regido V1-V9), PQ665369 (regido V3-V4) e PQ665370 (regidao V3-V4) (para
B. paralicheniformis 1SO 31) e PQ666543 (ITS) e PQ666789 (26S rDNA) (para M. aphidis
ISO 26) foram depositadas no banco de dados GenBank.

2.4 Analises filogenéticas

As sequéncias referéncia depositadas no Genbank (Apéndice I e II), que apresentaram
maior similaridade, foram baixadas e alinhadas através do algoritmo ClustalW. A arvore
filogenética foi construida concatenando os alinhamentos de sequéncias, através do método
Neighbor-Joining (NJ), com as distdncias genéticas calculadas pelo modelo de trés pardmetros
de Tamura, com 1000 repeticoes de Bootstrap (Tamura et al., 2018). A sequéncia da
proteobactéria Azospirillum thiophilum foi incluida como um grupo externo (Dubinina et al.,
2017).

A andlise filogenética da cepa de levedura foi construida com os mesmos métodos
descritos acima, porém utilizando o modelo da distancia proporcional (Doman; Makrai; Bényai,
2022). Todas as andlises foram realizadas no software MEGAX, versdao 10.2.6, e as arvores

foram renderizadas no software R (versdo 4.3.2), com o pacote ggtree (Yu et al., 2017).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3 RESULTADOS

3.1 Identificagdo das cepas bacterianas ISO 04, 14, 28 e 31

A partir da visualizagdo da imagem do gel dos fragmentos dos genes-alvo e seus
respectivos tamanhos (pb), os amplicons foram sequenciados e depositados no NCBI (Figura
1). Comparando-se com as sequéncias do banco de dados, o gene 16S rRNA da cepa ISO 04
mostrou 99,16%; 99,36% e 100% de similaridade com Bacillus licheniformis ATCC 14580 para
os loci 1 (regido V1-V9), 2 (regido V3-V4)e 3 (regido V3-V4), respectivamente. A cepa ISO
14 apresentou 99,93%; 99,57% e 100% de similaridade com Bacillus pumilus DMKUB39 para
os mesmos Joci. A cepa ISO 28 correspondeu a 99,43%; 98,44% e 99,43% de similaridade com
Micrococcus luteus ATCC 4698, também para os loci 1, 2 e 3, enquanto a cepa ISO 31
apresentou 99,65%; 99,58% e 98,98% de similaridade com Bacillus paralicheniformis Bac84

para os mesmos loci (Tabela 1).

338F/806R 27F/1492R 341F/518R NL 1/4 ITS 1/4

04 14 28 31 “ 14 28 H 04 14 28 312625 M

Figura 1. Amplificacdo por PCR do gene 16S rRNA das cepas bacterianas, ITS e a regido do
dominio D1/D2 da sequéncia 26S rDNA da cepa de levedura. Faixas: 04: ISO 04; 14: ISO 14;
28: IS0 28; 31: ISO 31; 26: ISO 26 e M: Marcador DNA Ladder de 100 pb. Numeros inscritos

no topo indicam os respectivos primers universais utilizados para a PCR.
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Tabela 2. Identidade das sequéncias parciais (%) do gene 16S rRNA das cepas tolerantes/degradantes do oxifluorfeno, obtidos de amostras de solo.

Identidade (%)

Tamanho do Produto de PCR (pb) 16S rRNA Gap (%)
Organismo N° de acesso
Cepa 27F/1492R 338F/806R  341F/518R locus 1*  locus 2° locus 3° locus 1*  locus 2*  locus 3¢ do
correspondente
GenBank
Bacillus
licheniformis PQ666461.1
ISO 04 1500 500 195 ATCC 14580 99,16 99,36 100,00 0 0 0 PQ666462.1
(NZ_CP140161. PQ666463.1
1)
Bacillus pumilus PQ665371.1
ISO 14 1500 500 194 DMKUB39 99,93 99,57 100,00 0 0 0 PQ665372.1
(KF673350.1) PQ665373.1
Micrococcus
luteus ATCC PQ665374.1
ISO 28 1500 480 190 4698 99,43 98,44 99,43 0 0 0 PQ665375.1
(NZ_CP035298. PQ665376.1
1)
Bacillus
paralicheniformi PQ665368.1
ISO 31 1500 500 194 s Bac84 99,65 99,58 98,98 0 0 0 PQ665369.1
(NOOSA_CP023 PQ665370.1
665.1)

a: Regido hipervariavel V1-V9, correspondente ao primer 27F/1492R. P: Regido hipervaridvel V3-V4, correspondente ao primer 338F/806R. ¢: Regifo hipervariavel V3-V4,

correspondente ao primer 341F/518R.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2638491731
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2638491731
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666461.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666462
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/563257507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1696239391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1696239391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1360620802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1360620802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665370

30

A analise filogenética, baseada nas sequéncias daregido 16S rRNA, classificou as cepas
bacterianas em quatro espécies distintas. Do género Bacillus, a cepa ISO 04 foi identificada
como Bacillus licheniformis, com suporte de Bootstrap de 82%. A cepa ISO 14 foi classificada
como Bacillus pumilus, com 94% de suporte; e a cepa ISO 31, como Bacillus paralicheniformis,

com suporte de 100%. A cepa ISO 28 foi classificada como Micrococcus luteus, também com

suporte de Bootstrap de 100% (Figura 2).
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Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10
Bacillus cabrialesii TE3

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610
Bacillus subtilis subsp. subtilis ATCC 6051
Bacillus swezeyi NRRL B-41294

Bacillus sonorensis PMC204

Bacillus sonorensis NBRC 101234
Bacillus haynesii NRRL B-41327

Bacillus licheniformis DSM 13

Bacillus licheniformis ATCC 14580

100Q8acillu3 iara.’icheniformis Bac84

Bacillus glycinifermentans GO-13
Paenibacillus glycanilyticus NBRC 16618
Bacillus paralicheniformis KJ-16
Bacillus xiamenensis VV3

Bacillus safensis PgKB20

Bacillus safensis FO-36b

Bacillus altitudinis GR-8

Bacillus australimaris NH71 1

Bacillus pumilus SAFR-032

Bacillus pumilus DMKUB39

ISO 14

Pediococcus claussenii TMW 2.53
Neomicrococcus aestuarii B18
Citricoccus zhacaiensis FS24
Micrococcus yunnanensis DSM 21948
Micrococcus terreus V3M1
Micrococcus lylae DSM 20315
Micrococcus flavus DSM 19079
Micrococcus endophyticus YIM 56238
Micrococcus endophyticus DSM 17945
Micrococcus cohnii DSM 23974
Micrococcus antarcticus T2
Micrococcus luteus NCTC2665

100 Micrococcus luteus ATCC 4698
ISO 28

Azospirillum thiophilum BV-S

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Figura 2 — Arvore filogenética concatenada, construida por meio do método Neighbor-Joining
obtida através das sequéncias da regido 16S rRNA dos quatro isolados bacterianos, usando o
programa MEGAX (v.10.2.6) e renderizando no programa R (v.4.3.2). Os valores de Bootstrap
sdo indicados nos nos de ramificacdo. Ascepas estdo representadas por caixas de cores distintas.
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3.2 Identificacao da levedura ISO 26

Comparando as sequéncias do ISO 26 com as sequéncias do banco de dados, a regidao
ITS apresentou 99,85% de similaridade com Moesziomyces aphidis CBS 517.83, enquanto a
regido do gene D1/D2 26S rDNA demonstrou 100% de similaridade (Tabela 2). A constru¢ao
da arvore filogenética foi essencial para classificar o isolado de levedura em nivel de espécie.
Sendo assim, a cepa ISO 26 foi identificada como M. aphidis, com suporte de Bootstrap de 97%
(Figura 3). As sequéncias modelos foram obtidas do GenBank e, consequentemente, foram
utilizadas como referéncia para a identificagdo das espécies e confirmacao por meio da analise

filogenética.



Kalmanozyma brasiliensis GHG001

100 Pseudozyma hubeiensis SY62

92

Moesziomyces antarcticus JCM 10317

——Sporisorium graminicola CBS 10092
32 Moesziomyces aphidis CBS 517 83

52 Moesziomyces bullatus YR14

92 Moesziomyces rugulosus JCM 10323

Moesziomyces parantarcticus JCM 11752
Pseudozyma thailandica CBS 10006
Pseudozyma tsukubaensis JCM 10324
Pseudozyma prolifica JCM 10319
Pseudozyma pruni CBS 10937

92

92

92

92

92

Kaimanozyma fusiformata CBS 6951

Dirkmeia churashimaensis OK96
Ustilago trichophora MP 1898

Ustilago shanxiensis CGMCC 2.2523
Sporisorium reilianum CBS 131460
Sporisorium exsertum KVU965
Sporisorium consanguineum HUV19145
Pseudozyma sp. DMST 17135

Pseudozyma abaconensis CBS8380

Melanopsichium pennsylvanicum HUV 17548

Macalpinomyces eriachnes KVU961

Langdonia jejuensis CBS 10454
Kalmanozyma vetiver DMKU-LV99

Farysizyma itapuensis BI120

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 3 - Arvore filogenética concatenada, construida por meio do método Neighbor-Joining
obtida através das sequéncias das regides ITS e dominio D1/D2 26S rDNA do isolado de
levedura ISO 26, usando o programa MEGAX (v.10.2.6) e renderizando no programa R
(v.4.3.2). Os valores de Bootstrap sdo indicados nos ndés de ramificagdo. A cepa estd

representada por caixa de cor azul.
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Tabela 3. Identidade das sequéncias parciais (%) dos genes ITS e D1/D2 26S rDNA da cepa de levedura tolerante/degradante do oxifluorfeno,
obtido de amostras de solo.

Tamanho dos produtos de
PCR (pb)

Identidade (%)
Isolado ITS1/ITS4 NL1/NL4 Organismo correspondente ITS Gap (%) 26SrDNA  Gap (%) N®de Acesso
no GenBank
Moesziomyces aphidis CBS 517.83 PQ666543.1
15026 800 600 (NR 145336.1; NG _069796.1) 99,85 0 100,00 0 PQ666789.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_145336.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069796.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666543.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666789
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4 DISCUSSAO

As espécies B. paralicheniformis e B. licheniformis pertencem ao mesmo complexo de
espécies B. subtilis (Fan et al., 2017), o que dificulta sua classificagdo com base em genes
ribossomicos, como o 16S rRNA (Asif ef al., 2023). No presente estudo, a partir dos métodos
de andlise filogenética empregados, o software MEGA X foi capaz de distinguir os isolados ISO

04 ¢ ISO 31 por meio de suas semelhancas com as sequéncias de referéncia do banco de dados.

De forma semelhante, Pujar et al. (2018) identificaram uma cepa bacteriana responsavel
por catalisar o herbicida clorprofam, isolada de solo, utilizando a mesma regido génica. Isso
permitiu sua identificacdo com 99% de suporte de B. licheniformis NKC-1. A caracterizacdo
morfolégica e bioquimica, associada a andlise filogenética, ¢ capaz de gerar dados de
confirmagdo em nivel de espécie altamente relevantes. Como descrito por Zhu ef al. (2021),
duas cepas capazes de degradar simazine, isoladas a partir de amostras de solo, foram

identificadas com 100% de suporte com base na sequéncia 16S rRNA como B. licheniformis

SIMA-NS5 e B. altitudinis SIMA-NO.

O gene do rRNA 16S ¢ amplamente utilizado em pesquisas como marcador genético
recorrente para a identificagdo de bactérias. Reconhecido como o recurso mais eficaz para
analises filogenéticas e classificagdo taxonOmica bacteriana, destaca-se por sua ocorréncia
universal em todos os organismos desse grupo, o que o torna essencial para estudos

comparativos (Alyousif, 2022).

Shang et al. (2022), ao isolarem do solo uma cepa bacteriana capaz de degradar o
lactofeno, herbicida pertencente a0 mesmo grupo quimico que o oxifluorfeno (éter difenilico),
empregaram nao apenas métodos morfologicos, fisiologicos e bioquimicos, mas,
principalmente, a andlise filogenética para identificar Bacillus sp. YS-1. Zhang et al. (2018)
igualmente identificaram a cepa Bacillus sp. Za, que também apresentou relacdo direta com a

tolerancia a esse mesmo composto.

A espécie B. licheniformis ¢ um microrganismo Gram-positivo, formador de
endosporos, comumente isolado de amostras de solo, plantas e ambientes marinhos. Possui alto
interesse biotecnoldgico, visando suprir demandas em diversas areas, como na industria
farmacéutica, alimenticia e na agricultura, sendo empregada em processos de biorremediagao

tanto da dgua quanto do solo. Vale ressaltar que B. licheniformis ¢ amplamente explorado na
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pesquisa basica, por meio do estudo de seu genoma e de aplicagdes em clonagem para a

expressao de enzimas (Muras ef al., 2021).

B. paralicheniformis, por sua vez, ¢ uma espécie Gram-positiva, também formadora de
esporos e anaerdbica facultativa. Ja foi isolada de diversos ambientes, como solo rizosférico de
regides desérticas, agua salina, minas de sal e tecidos vegetais de espécies Brassica napus L.
var. napus (canola), Enicostema axillare ¢ Cenchurus americanus (L.) R. Br. (milheto
perolado). Recentemente, essa espécie tem sido alvo de estudos voltados a aplicacdes
importantes, como a formulagdo de biofertilizantes para o crescimento e a nutricdo de plantas,
além do antagonismo contra fitopatdgenos de interesse econdmico, por meio da producao de
metabolitos secundarios, favorecendo praticas de agricultura sustentavel (Jinal; Sakthivel,
Amaresan, 2020; Swiqtczak et al., 2023; Chavarria-Quicafo et al., 2023; Igbal et al., 2023; Asif
et al., 2023; Ashajyothi et al., 2024).

B. pumilus ¢ um microrganismo Gram-positivo, produtor de esporos, frequentemente
encontrado em diversos ecossistemas, como aguas oceanicas, sedimentos marinhos profundos
e solos. Essa espécie destaca-se por sua notavel capacidade de tolerar condi¢cdes ambientais
adversas, como escassez de nutrientes, dessecacdo, exposicdo a radia¢do ionizante e
ultravioleta, além de resistir e degradar agentes xenobidticos como herbicidas. No passado,
esteve classificada dentro do grupo B. subtilis, porém, atualmente, integra o grupo B. pumilus.
Sua versatilidade e adaptabilidade a ambientes extremos reforcam sua relevancia em estudos

microbiologicos e biotecnologicos (Caulier ef al., 2019; Dobrzynski; Jakubowska; Dybek,
2022; Zhu et al., 2022).

M. luteus, por sua vez, ¢ uma bactéria Gram-positiva, aerobica e ndo formadora de
esporos, frequentemente organizada em tétrades e reconhecida pela producdo de pigmentos
carotenoides, caracteristicas que compdem parte integrante da microflora normal da pele
humana e animal. Essa espécie também esta amplamente distribuida em ambientes como solo,
agua, ar, plantas, peixes, insetos e alimentos. Embora possua natureza aerdbica, investigacdes
recentes indicam sua capacidade de manter a atividade bioldgica sob condigdes anaerobicas,
tolerando ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio, além de demonstrar potencial para
aplicagdes de descontaminagdo ambiental (Boraty nski et al., 2020; Mafi; Greiner, 2021; Yue
et al., 2023).

M. aphidis ¢ uma levedura do tipo Basidiomycota, subfilo Ustilaginomycota, classe

Ustilaginomycetes e ordem Ustilaginales (Wang et al.,2015). E um organismo saprofitico, cujo
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isolamento ja foi relatado em diversos ambientes, como secregdes de pulgodes, folhas, flores,
solo, 4gua e at¢ mesmo sangue humano (Kruse et al., 2017; Sulik-Tyszka et al., 2025).
Trabalhos anteriores descrevem essa espécie como fonte de metabdlitos e enzimas, além de sua

utilizacdo em processos de biodegradacao de compostos como o petroleo bruto (Faria et al.,

2022; Song et al., 2024; Yu et al., 2022).

Em uma pesquisa envolvendo a identificagdo de uma levedura isolada de ovarios de
Echinochloa crus-galli (capim-arroz), Tanaka, Koitabashi & Kitamoto (2018) utilizaram as
mesmas regides ITS e D1/D2 26S rDNA. De acordo com suas analises filogenéticas, foi
possivel identificar o isolado como M. antarcticus. De semelhante modo, trés isolados de
levedura com atividade celulolitica, coletados do intestino de gafanhotos, foram identificados
como M. aphidis ON22T, M. aphidis G10T e M. antarcticus G157, com base nas mesmas regides
“barcoding” (cddigo de barras) de DNA (Kim et al., 2019). Esses dados evidenciam a relevancia
dessas regides genéticas na identificagdo de espécies de leveduras, corroborando os achados do

presente estudo.

Os resultados aqui relatados sdo particularmente relevantes por contribuirem para o
conhecimento sobre microrganismos habitantes de solo com capacidade de metabolizar
compostos persistentes no ambiente, como o herbicida oxifluorfeno. A partir deste ponto, abre-
se espago para novas perguntas e investigacoes, especialmente no campo das ciéncias dmicas,
como a Protedmica e a Metabolomica.

Visto que ja ha registros de bactérias, como Pseudomonas nitroreducens, expressando
proteinas envolvidas nas vias de degradacdo quimica de compostos xenobidticos (Aswathi et
al., 2021). Shewanella oneidensis expressando proteinas de forma diferencial ao degradar o
malatido, além da capacidade de produzir lipidios, peptideos, vitaminas e aumentar suas
atividades metabolicas para mineralizar o composto quimico (Zhang et al., 2024).

Vale ressaltar que bactérias e leveduras também sdo excelentes produtoras de
metabolitos e enzimas de interesse biotecnologico, além de funcionarem muito bem como

plataformas para edicdo génica em programas de melhoramento genético.
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5 CONCLUSAO

Em suma, os resultados apresentados por este estudo evidenciam que, por meio de
sequenciamento e analises filogenéticas, foi possivel identificar quatro espécies de bactérias: B.
licheniformis 1SO 04, B. pumilus 1SO 14, M. luteus ISO 28 e B. paralicheniformis 1SO 31, e
uma de levedura, M. aphidis ISO 26, provenientes de solo agricola, que possuem a capacidade
de degradar o oxifluorfeno. Portanto, nossas analises contribuem de maneira significativa ao
apresentar cinco espécies de microrganismos que, até entdo, ndo haviam sido relatadas como
mineralizadores do herbicida éter difenilico, reforcando a importancia do uso de marcadores
genéticos na classificacdo taxondmica e na avaliagdo do potencial biotecnologico desses

organismos.
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CAPITULO II

ANALISE PROTEOMICA COMPARATIVA DE Bacillus licheniformis 1SO 04
REVELAM ENZIMAS BIOCATALITICAS DE OXIFLUORFENO

RESUMO

A persisténcia do herbicida oxifluorfeno no solo e em aguas ambientais tem afetado organismos
nao-alvo de forma prejudicial. Bacillus licheniformis ¢ uma bactéria Gram-positiva, distribuida
em diversos ambientes e caracterizada por degradar outros herbicidas. No entanto, os
mecanismos € enzimas que estdo envolvidos no processo de biocatalizacdo necessitam ser
melhor explorados. Portanto, este estudo teve como objetivo identificar enzimas
biocatalizadoras de oxifluorfeno produzidas por Bacillus licheniformis, utilizando abordagem
de protedmica comparativa do tipo shotgun. O experimento foi conduzido em laboratério, onde
a cepa bacteriana B. licheniformis 1SO 04, habitante de solo, foi cultivada em meio nutriente
liquido, suplementado com a formulagdo comercial do herbicida Goal BR® nas concentragdes
de 25 e 50 mg L', por 40 horas a 30 °C, e uma curva de crescimento foi determinada. Para a
extracdo de proteinas, culturas liquidas de ISO 04, com 32 horas de crescimento foram
submetidas a ultrassonicagdo, com tampao de lise Ureia/Tioureia. Em seguida, os extratos
proteicos foram submetidos ao processo de reducdo, alquilacdo, digestdo com tripsina Gold
(Promega, EUA) e dessalinizacdo. Foram injetados num sistema cromatéografo UHPLC
(Thermo Fisher Scientific), com uma coluna capilar Cis (PICOCHIP®) de fase reversa,
acoplado a um espectometro de massa de alta resolucdo Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific). Os dados brutos (“.raw”) foram obtidos e disponibilizados no
ProteomeXchange com o identificador PXD062118. Posteriormente, foram realizadas anélises
estatisticas e de bioinformdtica para investigar as vias moleculares e as proteinas essenciais. A
partir da curva de crescimento, foi possivel observar que o desenvolvimento do microrganismo
foi afetado pelo herbicida, diminuindo a densidade celular em resposta ao aumento da
concentragdo. As principais vias moleculares identificadas pela protedmica foram relacionadas
ao metabolismo central e energético, resposta ao estresse e manutengao celular, biossintese de
cofatores e aminoacidos, fung¢des relacionadas a ribossomos e tradugdo, e transporte. Foi
possivel observar, ainda, duas enzimas que foram exclusivamente expressas nos tratamentos,
que podem ser fortes candidatas a biocatalizadoras do oxifluorfeno: a O-succinilbenzoato
sintase € a alfa-acetolactato descarboxilase, além do B. licheniformis se utilizar de vias
metabdlicas alternativas para contornar os efeitos deletérios provocados pelo herbicida. Os
resultados obtidos no presente estudo identificaram mecanismos moleculares essenciais na
adaptacao de B. licheniformis e degradacao do oxifluorfeno em ambientes contaminados.

Palavras-chave: Biorremediagdo. Protedmica bottom-up. LC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

O controle de plantas daninhas, através do uso de herbicidas, ¢ uma estratégia
amplamente utilizada na produgdo de diversas culturas, devido a sua relacdo dose/eficacia e
possibilidade de aplicagdo em larga escala, o que permite reduzir as perdas dos rendimentos na
producgdo do campo (Araujo et al., 2021; Hasanuddin ef al., 2022; Procopio et al., 2024). O
Brasil ¢ um dos maiores consumidores de defensivos agricolas do mundo e, os herbicidas
representam mais de 50% dos produtos comercializados (Pacheco et al., 2022).

Apesar de seu papel no aumento da produtividade agricola e na garantia da seguranga
alimentar, devido as caracteristicas quimicas inerentes aos herbicidas, diversos problemas
podem surgir a curto e longo prazo. Os residuos de agrotdxicos e seus derivados, por sua vez,
podem se fixar no solo e serem lixiviados para corpos hidricos, sejam superficiais ou no
subsolo, afetando organismos ndo-alvo, como animais, plantas, insetos, peixes ¢ humanos
(Gandhi et al., 2021; Das et al., 2024; Parven et al., 2025).

O oxifluorfeno (2-cloro-1-(3-etoxi-4-nitrofenoxi)-4-(trifluorometil)benzeno) ¢ um
herbicida éter difenilico que atua na inibicdo da protoporfirinogénio oxidase (PPO), enzima
responsavel por sintetizar a clorofila e o citocromo em células vegetais (Jalali, Inceer, 2022;
Paula et al., 2022). Esse herbicida ¢ comumente aplicado no controle de plantas daninhas
dicotiledoneas e gramineas, em culturas de arroz irrigado, algoddo, café, cana-de-agucar,
cebola, citros, eucalipto, pinus e repolho (Jang et al., 2023).

O herbicida possui a caracteristica de adsorver facilmente aos coloides do solo, além de
ja ter sido detectado em aguas superficiais, devido ao escoamento superficial. O actimulo
prejudicial de oxifluorfeno ja foi relatado em minhocas, peixe-zebra, ratos; envolvido em
deformacdes de membros ¢ fraturas cranianas de recém-nascidos, ¢ considerado uma substancia
potencialmente cancerigena para o ser humano (Huang ef al., 2022; Pacheco et al., 2022; Li et
al., 2022; Tejada et al., 2022; Jang et al., 2023; Chen et al., 2023).

Os microrganismos sdao importantes agentes na remocao de herbicidas do meio
ambiente, pois sdo capazes de degradar compostos orginicos complexos em moléculas mais
simples inorganicas e ndo toxicas, envolvendo enzimas biocatalizadoras nesse processo. B.
licheniformis, por sua vez, tem se destacado agindo sobre a quebra de compostos agrotoxicos,
como o clorpirifés, malation, B-cipermetrina, €ster butilico 2,4-D e carbaril (Jaiswal et al., 2019;
Khan et al., 2016; Zhao et al., 2019; Zhao et al., 2021; Hu et al., 2020).

Bacillus licheniformis ¢ uma bactéria aerdbica Gram-positiva, com formato de bastonete

e capaz de formar enddsporos. J4 foi relatada habitando solo, plantas e ambientes marinhos
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(Muras et al., 2021; Noaman; Al-Mayaly, 2024). E reconhecido como um microrganismo
seguro ¢ de amplo potencial em muitas aplicacdes industriais, em setores como alimentos,
producgdo de fArmacos e gestdo ambiental (Uribe-Ramirez et al., 2024). Por sua vez, para melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares empregados por essa espécie, torna-se necessario o
emprego de ferramentas 6micas, como a protedmica.

A protedmica shotgun consiste, basicamente, na separa¢do multidimensional (MudPIT)
de uma mistura complexa de peptideos, analisada por cromatografia liquida acoplada a um
espectrometro de massa em tandem (LC-MS/MS), e subsequente busca automatizada em
bancos de dados (Matallana-Surget; Leroy; Wattiez, 2010; Shuken, 2023).

Associada a andlises de bioinformatica, ¢ uma técnica poderosa, amplamente utilizada
na caracterizagdo de proteomas de células e tecidos, que permite identificar e quantificar
proteinas que se expressam no espago/tempo. Além de fornecer informag¢des importantes sobre
sua funcdo, estrutura, modificacdo pods-traducional e interacdes complexas, possibilita a
compreensdo dos processos moleculares em bactérias que estejam envolvidas na degradagdo de
herbicidas, além de permitir a indicacdo das enzimas biocatalizadoras desses compostos
(Prusty; Kumar, 2024; Abril et al., 2024).

Dessa forma, este estudo teve como objetivo identificar enzimas biocatalizadoras
produzidas por Bacillus licheniformis, isolado de solo agricola com histérico prolongado de
aplicacdo do herbicida oxifluorfeno, utilizando abordagem de protedmica comparativa do tipo

shotgun.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo microbiano e curva de crescimento

O experimento foi conduzido no laboratorio de Fitopatologia I da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido — UFERSA, campus Mossord. Para o crescimento da bactéria B.
licheniformis, cepa ISO 04, isolada previamente de solo com histérico de aplicacdo recorrente
do herbicida oxifluorfeno, foi utilizado o meio Nutriente Agar (NA), em placas de Petri
(Reginaldo, 2023). As placas foram mantidas em estufa incubadora do tipo BOD (Biochemical

Oxygen Demand), a 30 + 2 °C, por 24 horas. A cepa foi cedida pela cole¢do de microrganismos

do referido laboratorio.

ApOs o crescimento das colonias, estas foram utilizadas para o preparo do pré-indculo em
20 mL de meio nutriente liquido (5 g L' de peptona, 5 g L' de NaCl, 1,5 g L' de extrato de
carne e 1,5 g L-! de extrato de levedura). Em seguida, o frasco foi posto em agitador tipo Shaker

por 24 horas, a 30 °C e agitagdo de 180 rpm.

Posteriormente, Erlenmeyers contendo 50 mL de meio nutriente liquido, suplementado com
25 ¢50 mg L-! da formulagdo comercial de oxifluorfeno Goal BR®, foram adicionados de 1 mL
do pré-indculo, ajustado a uma D.O. 600 nm de 0,2, e postos sob agitacdio a 180 rpm, na
temperatura de 30 °C por 40 horas. Asculturas liquidas foram preparadas em triplicata e o grupo
controle consistiu de culturas ndo suplementadas com o herbicida. Amostras foram coletadas

periodicamente, a cada 4 horas, para mensuragdo do crescimento das culturas em

espectrofotdometro, utilizando leitura da densidade o6tica a 600 nm.

2.2 Extragdo de proteinas

O cultivo de B. licheniformis 1SO 04 em placas de Petri e o preparo do pré-inéculo foram
realizados como descrito anteriormente. O cultivo em meio nutriente liquido também ocorreu
de forma semelhante, com algumas modificagdes. Um volume de 50 mL de meio de cultura foi
inoculado com o pré-inéculo com uma D.O. 600 nm a 1,1 tanto para o controle quanto para os
tratamentos (25 € 50 mg L' Goal BR®); em seguida, foram postos a 30 °C por 32 horas, sob
agitagdao a 180 rpm.

A extracdo das proteinas foi realizada de acordo com Reis et al. (2021), com algumas

modificagdes. Um volume de 20 mL de cinco amostras biologicas diferentes de B. licheniformis
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ISO 04, com uma D.O. 600nm ajustada em 0,8, ndo expostas (controle) e expostas ao herbicida
oxifluorfeno, foi centrifugado a 4677 g por 20 min a 4 °C para retirada das células presentes
no meio. O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi adicionado de 2 mL de
acetato de sodio a 50 mM, seguido de centrifugacdo para limpeza das células. Para o
rompimento das membranas bacterianas, os precipitados foram ressuspensos em 1 mL de
tampao de lise Ureia/Tioureia (7 M de ureia, 2 M de tioureia, 2% de Triton X-100, 1% de
ditiotreitol (DTT), 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)) e submetidos a
ultrassonicacao (de 5 a 10 rajadas de 40 seg a 60 W).

As amostras lisadas por ultrasonicagdo foram mantidas em gelo até serem transferidas para
microtubos novos, centrifugados a 16000 g a 4 °C por 30 min. Os sobrenadantes foram

coletados, e a concentra¢do das proteinas foi medida pelo método de Bradford (1976).

2.3 Digestao de proteinas

As proteinas extraidas foram precipitadas utilizando o método de metanol/cloroférmio, para
remover residuos do herbicida e quaisquer compostos interferentes das amostras (Nanjo et al.,
2012). As amostras foram, entdo, ressuspensas em solucdo de bicarbonato de amonio 50 mM,
e a digestdo proteica foi realizada usando unidades de filtro Microcon-30 kDa (Millipore), com
a metodologia de preparacdo de amostra auxiliada por filtro (FASP), descrita por Wisniewski
et al. (2009), com modificagoes.

Proteinas (80 pg) de cada amostra biologica foram lavadas nas unidades de filtragdo com
200 puL de bicarbonato de aménio 50 mM (pH 8,5) e centrifugadas a 14676 gpor 15 min. Apds
a filtragdo, foram adicionados 100 pL da solugdo de DTT 50 mM em cada amostra para reducao,
misturados por vortex e incubados em banho-maria a 60 °C por 20 min. Em seguida, adicionou-
se 200 pL de solucao gelada de ureia 8 M, e a solugdo foi centrifugada. A seguir, foi adicionada
uma aliquota de 100 pL de solugdo de iodoacetamida 50 mM para alquilacdo, homogeneizada
por vortex e incubada a 25 °C no escuro por 20 min.

Posteriormente, adicionou-se as amostras nova aliquota da solu¢do de ureia 8 M, e a coluna
foi centrifugada. A lavagem com solug¢do de ureia foi repetida. A solucdo de bicarbonato de
amonio 50 mM foi adicionada a coluna, e uma nova centrifugacdo foi realizada, repetindo-se
esta etapa por duas vezes. Logo ap0s, as proteinas foram ressuspensas em 16 pL (50 ng puL-1)
de solucdo de tripsina Gold (Promega, EUA), preparada em bicarbonato de amoénio para

digestdo, e incubadas em banho-maria a 37 °C por 18 horas.
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Apos a digestdo, os peptideos foram eluidos com bicarbonato de amdnio em novos
microtubos. O acido trifluoroacético 15% foi adicionado e as amostras foram incubadas a 37
°C por 30 min, para inativagdo da tripsina, e centrifugadas. Os sobrenadantes das amostras
foram coletados e acondicionados em Vials (Analitica, Brasil) e submetidos a liofilizagdo.
Posteriormente, os peptideos foram ressuspensos em acido férmico 0,1%, quantificados usando

0 Qubit Protein Assay Kit (ThermoFisher) e analisados por espectrometria de massas.

2.4 Analises LC-MS/MS

As andlises foram executadas no laboratorio de Andlise de Farmacos e Proteinas do Ntcleo
de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara
(UFC). Os peptideos (1 pg) foram injetados em um cromatdégrafo UHPLC (ThermoFisher) com
uma coluna capilar Cig (PICOCHIP®) de 75 pm de didmetro interno x 15 um de didmetro da
ponta interna, em fase reversa, acoplado a um espectometro de massa Q Exactive Plus (Thermo
Fisher Scientific).

O gradiente de eluicdo do peptideo foi realizado ao longo de 145 min, usando solvente A
(0,1% de acido férmico em agua LCMS) e solvente B (0,1% de 4cido formico em acetonitrila),
a uma vazao de 0,300 pL/min. A fase méovel B foi ajustada da seguinte forma: de 2% por 0 a
15 min, de 14% a 40% por 15 a 115 min, de 99% a 2% por 115 a 125 min, mantendo-se em 2%
por 125 a 145 min. A andlise protedmica foi realizada em cinco réplicas biologicas, cada uma
com duas réplicas técnicas (Zelaya et al., 2025).

Os dados MS foram adquiridos usando o modo dependente de dados (DDA). Os ions
precursores foram selecionados em uma faixa de massa de 375-2000 m/z. Um maximo de 20
ions precursores mais abundantes por ciclo de cada espectro MS foram selecionados para
fragmentacdo de HCD (Higher-energy Collisional Dissociation).

A determinagdo do valor alvo foi baseada no controle automatico de ganho (AGC)preditivo.
O valor alvo de AGC de 3x10°, uma resolugdo de 140.000 a 140 m/z e tempo méaximo de inje¢do
de 45 ms foram definidos na varredura MS. Um valor alvo de AGC de 1x10°, uma resolugio
de 17.500 a 140 m/z e tempo maximo de inje¢cdo de 60 ms foram definidos na varredura de
MS/MS. A duragdo da exclusdo dindmica foi de 10 s e a energia de colisdo normalizada foi de
30.
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2.5 Analises estatistica

A geracdo dos arquivos “.raw” foi realizada com o auxilio do software Xcalibur™ (Thermo
Fisher Scientific); a deconvolugdo dos espectros m/z, a quantificacdo e a identificagdo das
proteinas foram realizadas com o software PatternLab (versao 5) (Santos et al., 2022). O banco
de dados de referéncia do proteoma B. licheniformis, com 29135 proteinas do Uniprot, foi
utilizado até a obtencdo das sequéncias decoy. A digestdo com tripsina, a modificacdo fixa da
carbamidometilagdo da cisteina e a modificacdo variavel da oxidagdo da metionina foram
incluidas na andlise. Foram realizados o Peptide Spectrum Matching (PSM) e o Extract Ion
Chromatogram (XIC), obtidos com tolerdncia maxima de 40 ppm. O SEPro2 foi escolhido para
pré-selecionar os resultados com maior confianca, mantendo uma taxa de falsa descoberta
(FDR) de 1%.

As proteinas identificadas em apenas um grupo foram classificadas como exclusivas. Para
proteinas encontradas em ambos os grupos, chamadas proteinas sobrepostas, foi realizada uma
analise de Fold Change (FC) para identificar aquelas que apresentaram acumulo positivo (Up)
(fold change >1,20 e p <0,05 do teste T bicaudal) e aquelas que apresentaram acumulo negativo
(Down) (fold change <0,83 e p <0,05 do teste T bicaudal). Proteinas com fold change entre
>1,20 e <0,83 vezes foram consideradas como nao alteradas (Wang et al., 2020).

Os dados brutos de espectrometria de massa foram depositados no Consoércio
ProteomeXchange (Deutsch et al., 2023), por meio do repositorio parceiro PRIDE (Perez-
Riverol et al., 2025), com o identificador do conjunto de dados PXD062118.

2.6 Analise de bioinformatica de proteinas diferencialmente expressas e exclusivas

A anadlise funcional, ou Gene Ontology (GO), foi realizada manualmente para categorizar
proteinas exclusivas e diferencialmente reguladas, quanto a sua fungdo molecular, componente
celular e processo biologico. Para isso, o proteoma do B. licheniformis do banco de dados
Uniprot, e informagdes sobre genes do banco de dados do Centro Nacional de Informacdes
sobre Biotecnologia (NCBI) foram considerados. A andlise de vias metabolicas das proteinas
identificadas foi realizada por meio do banco de dados de vias da Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes (KEGGQG) (https://www.genome.jp/kegg/).

O processo de enriquecimento das vias foi realizado com o teste exato de Fisher, e a
correcao de Benjamini-Hochberg (FDR), para testes multiplos, também foi realizada utilizando

o pacote ClusterProfiler 4.0 (Wu et al., 2021), com p <0,15 com o software de computacao


https://www.genome.jp/kegg/
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estatistica RStudio (versao 2024.12.1). A anélise de componentes principais (PCA) foi realizada
com o objetivo de identificar padrdes de agrupamento entre as amostras controle e tratadas (25
mg L' e 50 mg L!), em que os dois primeiros componentes principais foram utilizados para a
visualizagdo grafica da variabilidade entre os grupos experimentais.

A construcao das redes de interagdo proteina-proteina (PPI) foi conduzida utilizando o

banco de dados STRING (https://string-db.org/), com o software Cytoscape (versdo 3.10.3). O

diagrama de Venn foi processado utilizando 0 Venny 2.1

(https:/bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) (Oliveros, 2007).

3 RESULTADOS

3.1 Efeito do herbicida oxifluorfeno na taxa de crescimento de B. licheniformis

A densidade otica do B. licheniformis 1ISO 04 registrada a 600 nm determinou o
crescimento padrdo sob condigdes de controle. Na presenga de 25 mg L-! da formulagdo Goal
BR®, a cepa bacteriana apresentou um periodo de laténcia (0—4 h) semelhante ao grupo controle,
seguido por crescimento exponencial (8-21 h) e, posteriormente, estabilizacdo gradual apds 24
h, seguida de fase de declinio até 40 h. J4 o perfil na concentragdo de 50 mg L-! mostrou um
periodo de laténcia igual ao observado no grupo controle e na concentragdo de 25 mg L' (0-4

h), com crescimento exponencial entre 8 ¢ 28 horas, seguido de estabilizagao apos 32 h e fase

de decaimento até 40 h (Figura 1).


https://string-db.org/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
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Figura 1. Perfil de crescimento do B. licheniformis 1SO 04, controle e tratamentos (Goal 25
mg/L e 50 mg/L) durante 40 h. Os valores sdo médias das absorbancias e as barras corresponde
ao Erro Padrao de trés réplicas. Circulo preenchido (Meio nutriente e herbicida ausente),
quadrado preenchido (25 mg/L de Goal) e triangulo preenchido (50 mg/L de Goal). O.D.600 m
= densidade otica a 600 nandmetros.

De forma geral, observou-se uma leve reducdo nos valores de absorbancia em
comparagdo ao crescimento padrao do microrganismo, quando submetido a concentracao de 25
mg L', equivalente a 27,45% de inibi¢do do crescimento. Também foi observada uma redugéo
mais acentuada na concentracio de 50 mg L-!, correspondente a 46,03% de inibi¢do do
crescimento celular. A partir da curva de crescimento, ¢ possivel inferir que, a medida que a

concentracdo do xenobidtico aumenta, a taxa de crescimento ¢ reduzida.

3.2 Indugdo de alteragdes no perfil protedmico de B. licheniformis por oxifluorfeno

Um total de 3446 proteinas foram identificadas (representando cerca de 82,75% da
capacidade total de codificacdo do genoma de B. licheniformis). Na comparagdo das células
ndo expostas com as células expostas ao oxifluorfeno sob uma concentragdo de 25 mg L-!, 51
proteinas foram acumuladas diferencialmente, das quais 10 aumentadas e 41 reduzidas. Ja na
comparagdo das células nao expostas com as células expostas ao mesmo herbicida sob uma

concentragdo de 50 mg L-!, 46 proteinas foram acumuladas diferencialmente, 10 aumentadas e
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36 reduzidas. O diagrama de Venn, por sua vez, demonstra os elementos em comum e

exclusivos entre o grupo controle e os grupos tratamentos (Figura 2, Figura 3).

Controle 25 mg/LL

0%)

50 mg/L

Figura 2. Diagrama de Venn mostrando as proteinas compartilhadas e exclusivas dos grupos
controle e tratamentos (25 mg/L ¢ 50 mg/L de oxifluorfeno).
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Figura 3. Alteragdes induzidas por concentragdes de 25 ¢ 50 mg/L de oxifluorfeno no perfil
protedmico de B. licheniformis 1SO 04. Os graficos de volcano plot de todas as proteinas
identificadas (a) e (c) e as representacdes graficas das quantidades de proteinas diferencialmente
expressas (DAPs) aumentadas, reduzidas e exclusivas (b) e (d). As manchas representam a
variacao relativa (logz fold change) de proteinas identificadas em fun¢do de significancia
estatistica (-logio teste T). Manchas em amarelo representam proteinas aumentadas e proteinas
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exclusivas, enquanto manchas em roxo representam proteinas reduzidas e proteinas exclusivas.
Proteinas discrepantes reduzidas foram representadas por manchas azul escuro, enquanto
proteinas discrepantes aumentadas foram representadas por manchas laranja (a). Manchas em
azul claro representam proteinas aumentadas e proteinas exclusivas, enquanto manchas em
vermelho representam proteinas reduzidas e proteinas exclusivas. Proteinas discrepantes
reduzidas foram representadas por manchas rosa (c).

Foi possivel observar também 12 proteinas exclusivas em células bacterianas expostas
a uma concentracdo de 25 mg L' de oxifluorfeno, entre as quais: uma subunidade B da DNA
girase (AOAOCS5C9HY),uma O-succinilbenzoato sintase (AOAOD1JLW2),uma componente de
di-hidrolipoamida acetiltransferase do complexo piruvato desidrogenase (A0OA0D1IMJ6),
duas proteinas de quimiotaxia aceptoras metil (AOA8BS5Y G28), uma proteina de ligagdo a
GTP (AOA415JFV3), uma proteina de sintese de cobalamina/proteina da familia P47K
(Q62UU0), uma 3-isopropilmalato desidrogenase (AOAOD1L4CS), uma subunidade beta da
ligase succinato-CoA (AOAOCS5C4WS), duas N-acetilmuramoil-L-alanina  amidase
(AOAOD1L472) e uma Proteina contendo dominio RelA/SpoT (AOAANOTSVYS).

No entanto, uma alfa-acetolactato  descarboxilase (E7TEIH6) foi observada
exclusivamente em células de B. licheniformis ISO 04 expostas a uma concentracdo de 50 mg
L-! de herbicida. Além disso, cerca de 3232 proteinas exclusivas foram observadas em células
do grupo controle, ndo expostas ao composto éter difenilico, e 52 proteinas em comum

(sobrepostas) nas duas concentracdes também foram observadas.

A Analise de Componentes Principais (PCA), feita a partir da abundancia de proteinas
em cada amostra biologica, revelou que o tratamento com o oxifluorfeno, independentemente
da concentragdo aplicada, alterou o perfil global de proteinas comparado ao controle. Tanto as
repeticdes biologicas submetidas a concentragdo de 25 mg L-! quanto as repeticdes submetidas
a concentragdo de 50 mg L-! mantiveram-se agrupadas numa mesma regido, demonstrando
baixa variancia entre si. Diferentemente do grupo controle, em que cada ponto referente a uma
amostra biologica se separou dos demais que receberam o mesmo tratamento e dos grupos
cultivados na presenca do xenobidtico, mostrando grande variagdo. O primeiro componente
principal ¢ responsavel por 51,5% da varidncia, e o segundo componente principal ¢

responsavel por 23,4% da variancia (Figura 4).
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Figura 4. Anélise de Componentes Principais da abundancia de proteinas que diferenciam entre
0 grupo controle e os grupos tratamentos (25 mg/L e 50 mg/L de oxifluorfeno).

3.3 Principais grupos de proteinas regulados em B. licheniformis em resposta ao oxifluorfeno

Nas analises protedomicas, foram identificadas proteinas candidatas que podem mediar
tanto a adaptagdo quanto a degradacdo do oxifluorfeno em células de B. licheniformis ISO 04.
Essas proteinas foram organizadas em categorias funcionais, conforme seu papel biologico
principal descrito na literatura. Os principais grupos de proteinas observados foram
relacionados ao metabolismo central e energético, resposta ao estresse e manutencdo celular,
biossintese de cofatores e aminoacidos, fungdes relacionadas a ribossomos, a tradugdo ¢ a

proteinas de transporte.

3.3.1 Metabolismo central e energético

Treze proteinas associadas ao metabolismo central e energético foram infrarreguladas
nas células bacterianas expostas as duas concentragcdes do herbicida. Uma delas foi a
subunidade alfa da ATP sintase - atpA (AOAOCS5CI62), pertencente ao complexo ATP sintase,
essencial para a conservagdo de energia por meio da sintese e hidrolise de ATP. Também foram
infrarreguladas quatro enolase - eno (AOA1YOYSR3, AOAOD1IKBI9, AOA6IIM7ES e

Q65EN2), que participam da penultima etapa das principais vias da glicolise, catalisando o
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acido 2-fosfoglicérico em fosfoenolpiruvato. Uma subunidade alfa da ligase succinato-CoA -
sucD (AOAOCS5CPQ1) também foi sub-regulada, constituinte da enzima succinil-CoA, que, por
sua vez, participa de processos cataliticos reversiveis dentro do ciclo do éacido citrico.

Outras proteinas que também foram reduzidas, quatro malonato-semialdeido
desidrogenase - iolA (AOA415JF84, AOA7Z1B2A6, A0AAW6KCM3 e Q651X1), responsavel
por catalisar a oxidagdo de malonato-semialdeido e metilmalonato semialdeido em acetil-CoA,
fornecendo este produto para o ciclo do &cido citrico. Trés 2-metilcitrato desidratase
(AOATYOXPUS, AOA7ZOWZDY e AOAAW6K7VS) e uma 2-metilisocitrato desidratase —
mmgE (Q65DF6), que estdo envolvidas no ciclo do acido metilcitrico, uma rota alternativa ao
ciclo de Krebs para metabolizar o propionato.

Em contrapartida, as proteinas subunidade alfa da ligase succinato-CoA — sucD
(AOAOCS5CPQ1), 2-metilcitrato desidratase (AOA1YO0XPUS) e a 2-metilisocitrato desidratase
—mmgE (Q65DF6) ndo apresentaram abundancia diferencial no tratamento com herbicida a 50

mg L-! em relagdo ao controle.

3.3.2 Resposta ao estresse € manutencao celular

Doze proteinas associadas a resposta ao estresse de substancias nocivas foram
reguladas. Dentre elas, cinco chaperonina GroEL — groEL (AOAOC3EQZ3, AOAOC5C6W2,
AOATYOYPC3, AOAGIIMGTS e Q65MZ8), que desempenham um papel importante ao
auxiliar o dobramento de proteinas em condigdes normais e de estresse, foram reduzidas apenas
na concentracdo de 25 mg L' de oxifluorfeno, enquanto na concentragdo de 50 mg L-! ndo
foram reguladas. Cinco ATPase relacionadas a resposta ao estresse de classe Il — clpC
(AOAG6I7TTL1,A0AOD1IKVKS,A0ATYOYA38,Q65PD6 e AOAOD1L930)euma ATPase AAA
(AOAOC5CDS2) foram reduzidas nas duas concentragdes (25 ¢ 50 mg L-1).

Todavia, apenas a ATPase relacionada a resposta ao estresse de classe Il — clpC
(AOAODI1L930) ndo foi regulada quando as células de B. licheniformis 1SO 04 foram expostas
a concentragdo de 25 mg L-!. As proteinas caseinoliticas Clp e ATPase AAA desempenham um
papel crucial na homeostase proteica e no controle de qualidade, atuando na degradacdo de
proteinas danificadas ou agregadas. Uma proteina MreB determinante da forma celular — mreB
(AOAOCS5C6F0), foi regulada positivamente quando a bactéria foi submetida as duas
concentragdes de oxifluorfeno. Essa proteina atua regulando a sintese da parede celular e o
alongamento celular; consequentemente, faz parte da formagdo caracteristica estrutural do

Bacillus.
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3.3.3 Biossintese de cofatores e aminoacidos

Cinco proteinas relacionadas a biossintese de cofatores e aminoédcidos foram reguladas.
Trés glutamato-1-semialdeido 2,1-aminomutase — hemL/hemL2 (Q65GK4, AOA6N2GY 10 e
AO0A8B5YBS83) foram reguladas negativamente nas duas concentragdes testadas em células de

B. licheniformis 1SO 04. Essa enzima participa da via C5 alternativa, que, por sua vez, ¢

relevante para a sintese das porfirinas, para a producao de vitamina B12 e cofatores.

Uma serina hidroximetiltransferase — glyA (AOAOCS5BYNGO6) foi suprarregulada. A glyA
¢ uma enzima dependente de piridoxal 5’-fosfato (PLP), essencial na sintese de pirimidina,
purina e aminoacidos, além de participar de multiplas vias metabdlicas que estdo a jusante do
metabolismo de um carbono (1C). Uma isocitrato desidrogenase dependente de NADP — icd
(AOAOC5C637) também foi regulada positivamente. Essa enzima € responsavel por catalisar a
descarboxilacdo oxidativa do isocitrato em o-cetoglutarato no ciclo do acido tricarboxilico.

Tanto a gly4 quanto a icd foram reguladas nos dois tratamentos.

3.3.4 Funcoes relacionadas a ribossomos e traducao

Oito proteinas envolvidas no processo de traducdo também foram reguladas pelo
estresse provocado por herbicida éter difenilico, em células de B. licheniformis 1SO 04, nas
concentragdes de 25 e 50 mg L-!. Quatro proteinas de subunidade ribossomica grande uL5 —
rplE (AOAOD1IMB7, AOA1YOYA80, AOA6I7TTHS e Q65P95) foram suprarreguladas. A
subunidade ulL5 ¢ componente integrante da grande subunidade ribossémica (LSU), também

do rRNA 58, e ¢ essencial na sintese de proteinas.

Proteinas membros da familia GTPase, responsdveis por catalisar a ligacdo de
aminoacil-tRNA (aa-tRNA) ao ribossomo pela hidrélise de GTP a GDP, de modo inverso, foram
infrarreguladas: quatro fator de alongamento Tu —tuf (AOA1Y0YJC6, AOA6I7TMM9, Q65PA9
e M4PLV2), que estdo envolvidas no processo de fornecimento de aminodcidos para o

alongamento de proteinas recém-sintetizadas.
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3.3.5 Transporte

Trés transportadores de membrana foram regulados positivamente pelo estresse em
c€lulas bacterianas nas duas concentracdes propostas de oxifluorfeno: um transportador ABC
de aminodcidos — yknU (AOA617U111), uma proteina extracelular de ligagdo a arginina ArtP
(AOA8B5YHAS) e uma proteina contendo dominio de ligagdo ao substrato transportador
(AOAAWG6KFNDY). Tais proteinas transmembranas sdo conhecidas como transportadores de
cassete de ligacdo de ATP (ABC), comumente envolvidas na captagao e efluxo de solutos por
meio da membrana celular, que podem ser compostos como aminoécidos, oligossacarideos,

agucares, ions metalicos ¢ moléculas xenobidticas.

3.4 Analise GO de proteinas diferencialmente expressas e exclusivas de B. licheniformis na

degradacao de oxifluorfeno

De acordo com a andlise de Gene Ontology (GO) das proteinas diferencialmente
acumuladas e exclusivas de B. licheniformis ISO 04 no processo catabdlico do oxifluorfeno, foi
possivel atribuir determinadas classes para algumas proteinas em consonancia com categorias
de Componente Celular (CC) (Figura 5), Fungdo Molecular (FM) (Figura 6) e Processo
Biologico (PB) (Figura 7).
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Figura 5. Andlise de Gene ontology (GO) quanto ao Componente Celular de proteinas
expressas de forma diferente e exclusivas de B. licheniformis ISO 04 no processo catabdlico do
oxifluorfeno em concentragdes de 25 e 50 mg L', expresso em porcentagem. Proteinas
sobrepostas entre o grupo controle € o grupo tratado com 25 mg L-! (a). Grupo controle € o
grupo tratado com 50 mg L-! (b). Grupo tratado com 25 mg L-! € o grupo tratado com 50 mg L-
I'(¢). Proteinas exclusivas do grupo tratado com 25 mg L-! (d).
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Figura 6. Andlise de Gene ontology (GO) quanto a Fungdo Molecular de proteinas expressas
de forma diferente e exclusivas de B. licheniformis 1SO 04 no processo catabolico do
oxifluorfeno em concentragdes de 25 e 50 mg L-!, expresso em porcentagem. Proteinas
sobrepostas entre o grupo controle € o grupo tratado com 25 mg L-! (a). Grupo controle € o
grupo tratado com 50 mg L-! (b). Grupo tratado com 25 mg L-! € o grupo tratado com 50 mg L-

I'(c). Proteinas exclusivas do grupo tratado com 25 mg L-! (d).
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Figura 7. Andlise de Gene ontology (GO) quanto ao Processo Biologico de proteinas expressas
de forma diferente e exclusivas de B. licheniformis 1SO 04 no processo catabolico do
oxifluorfeno em concentragdes de 25 ¢ 50 mg L-!, expresso em porcentagem. Proteinas
sobrepostas entre o grupo controle € o grupo tratado com 25 mg L-! (a). Grupo controle € o
grupo tratado com 50 mg L-! (b). Grupo tratado com 25 mg L-! € o grupo tratado com 50 mg L-
I'(c). Proteinas exclusivas do grupo tratado com 25 mg L-! (d).

A tinica proteina exclusiva expressa na concentra¢do de 50 mg L-! foi categorizada no

processo biologico da biossintese da acetoina e na fun¢do molecular da descarboxilase, nao

havendo classificagdo para componente celular.
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3.5 Analise de enriquecimento das vias metabodlicas de proteinas diferencialmente expressas e

exclusivas no processo de biodegradacao do oxifluorfeno por B. licheniformis

Uma analise da via Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) foi realizada
para investigar as vias metabolicas das proteinas diferencialmente abundantes de células
expostas as concentragdes de 25 e 50 mg L-! de herbicida. Apesar de um pequeno niimero de
proteinas terem sido mapeadas em treze principais vias, as mais representativas foram a
“Degradacdo de RNA”, seguido pelo “Metabolismo microbiano em ambientes diversos”,

“Metabolismo do carbono” e “Metabolismo do propanoato” (Figura 8).
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Figura 8. Anadlise de enriquecimento de vias (KEGG) de proteinas diferencialmente expressas
no processo de degradacdo do oxifluorfeno em concentracdes de 25 e 50 mg/L por B.
licheniformis 1SO 04.

Em seguida, a andlise das vias KEGG, realizada com as proteinas exclusivas de B.
licheniformis ISO 04 exposto ao agroquimico nas concentragdes de 25 € 50 mg L-!, revelou
que, das seis vias metabodlicas microbianas mapeadas, as mais representadas foram da
“Quimiotaxia bacteriana”, “Sistema de dois componentes” e “Biossintese de arginina" (Figura

9).
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Figura 9. Analise de enriquecimento de vias (KEGGQG) de proteinas exclusivas no processo de
degradacdo do oxifluorfeno em concentragdes de 25 e 50 mg/L por B. licheniformis ISO 04.

3.6 Rede de interagdo proteina-proteina sobre vias-chave na degradagao de oxifluorfeno por

B. licheniformis

A rede de enriquecimento da via KEGG por STRING para proteinas diferencialmente
expressas (DAPs) resultou no enriquecimento de processos bioldgicos de quimiotaxia
bacteriana, ciclo do citrato, metabolismo do carbono, metabolismo bacteriano em ambientes
diversos, biossintese de metabolitos secundarios e metabolismo do acido dibasico ramificado
Cs.

Na rede de interagdo proteina-proteina prevista, as proteinas identificadas como a
subunidade alfa da ligase succinato-CoA (AOAOCS5CPQI1), isocitrato desidrogenase
dependente de NADP (AOAO0CS5C637), malonato-semialdeido desidrogenase (Q651X1), serina
hidroximetiltransferase (AOAOCSBYNG6) e enolase (Q65EN2), relacionadas aos processos

bioldgicos que foram enriquecidos, foram acumuladas em células de B. licheniformis 1SO 04
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sob influéncia do oxifluorfeno a 25 mg L' e mostraram interagdes com outras proteinas

identificadas.

Por conseguinte, estdo envolvidas nos processos do ciclo do citrato, metabolismo do
carbono, biossintese de metabolitos secundarios, metabolismo bacteriano em ambientes
diversos e metabolismo do acido dibasico ramificado C5. Proteinas Unicas participantes das
mesmas vias preditas, como a componente de di-hidrolipoamida acetiltransferase do complexo
piruvato  desidrogenase (AOAOD1IMJ6), subunidade beta da ligase succinato-CoA
(AOAOCS5CAWS), fumarato hidratase classe II (AOAANOT8N9) e 3-isopropilmalato
desidrogenase (AOAODI1L4CS8) também realizaram interagdes diretas com as proteinas

mencionadas anteriormente € com outras diversas (Figura 10).
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entre DAPs e exclusivas identificadas em

células de B. licheniformis 1SO 04 ap6s 32 h de cultivo com 25 mg L-! de oxifluorfeno em

comparagao a cultivo sem o herbicida.

Narede de interacdo entre proteinas das células tratadas com 50 mg L-! do agroquimico,

as proteinas identificadas como proteina de quimiotaxia aceptora de metil (Q65NJ1, Q65IP6,

QO65FN5 e Q65FN4), relacionadas ao processo biologico de quimiotaxia bacteriana, foram

acumuladas exclusivamente em células de B. licheniformis sob influéncia do oxifluorfeno a 50

mg L-! e, demonstraram interagdo com a flagelina (AOAOC3LSR1).
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As demais proteinas ndo foram enriquecidas nessa segunda rede de interagdo. No
entanto, ¢ possivel observar proteinas hub, atuando como pontos centrais, como o fator de
alongamento TU (Q65PA9), subunidade alfa da ATP sintase (AOAOC5CI62), enolase
(Q65EN2), subunidade beta da RNA polimerase direcionada ao DNA (AOAODI1JCZ7),
proteina RecA (AOAOCSCPF9) e proteina de subunidade ribossomica grande ul5 (Q65P95),

interagindo com varias proteinas adjacentes (Figura 11).
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Figura 11. Rede de interacdo proteina-proteina entre DAPs e exclusivas identificadas em
células de B. licheniformis 1SO 04 apds 32 h de cultivo com 50 mg L-!' de oxifluorfeno em
comparagdo a cultivo sem o herbicida.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, a andlise de curva de crescimento e protedmica permitiram
identificar alteracdes comportamentais e os principais grupos proteicos envolvidos na

degradacdo do oxifluorfeno mediada pelo B. licheniformis 1SO 04.

O perfil de crescimento aqui evidenciado também foi relatado por Felshia et al. (2020),
ao monitorar o crescimento da cepa B. licheniformis SL10 na presenga do herbicida 2,4-
diclorofenol (2,4-DCP), utilizando diferentes niveis de concentragdo. Os autores demonstraram
que, a partir de 50 ppm, ocorre um declinio na densidade celular bacteriana, refor¢ando os dados

aqui apresentados.

Dessa forma, ¢ perceptivel a necessidade de uma maior quantidade de células
bacterianas para metabolizar rapidamente o herbicida presente no meio. Comumente, uma fase
lag prolongada estd associada a um maior tempo de aclimata¢do, necessario para a expressao
de enzimas degradativas envolvidas nesse processo (Xiao ef al., 2015). No entanto, o periodo
de laténcia da cepa ISO 04 foi significativamente menor em comparagdo com diversas cepas
bacterianas degradadoras, como B. licheniformis BL0O10 (Wang et al., 2018), B licheniformis
NKC-1 (Pujar et al, 2018), B. licheniformis B-1(Hu et al., 2020), Chryseobacterium
aquifrigidense R-21 (Zhao et al., 2016) e Pseudomonas zeshuii BY-1 (Feng et al., 2012).

Sendo assim, ¢ possivel inferir que o tempo de resposta da cepa estudada na presenca
do oxifluorfeno ¢ consideravelmente curto, mesmo diante de uma alta concentragdo inicial do
herbicida, quando comparado aos tempos de resposta das demais cepas mencionadas
anteriormente. Vale destacar, ainda, que o desenvolvimento celular em diferentes concentragdes
sugere que o microrganismo ¢ capaz de utilizar o composto éter difenilico como fonte de

carbono ou nitrogénio para seu crescimento e metabolismo (Fan ef al., 2024).

Reginaldo (2023) também evidenciou a capacidade de B. licheniformis ISO 04 em
degradar o oxifluorfeno a uma taxa de 69% em um periodo de 192 horas, sob concentragdo de
100 mg L-!'. Todavia, neste estudo, apresentamos seu perfil de crescimento sob outras

concentragdes do herbicida.

Para compreender os mecanismos moleculares da resposta bacteriana envolvida no
processo metabolico de compostos agroquimicos, ferramentas protedmicas tém sido
amplamente empregadas (Wang; Lu; Chen, 2008; Gangola et al., 2021; Aswathi et al., 2021;

Zhao et al., 2021). No presente estudo, foram observadas nas andlises protedmicas diversas
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alteragdes no perfil proteico de B. licheniformis ISO 04, como uma pequena variedade de
proteinas suprarreguladas presentes na membrana plasmatica, como os transportadores yknU,
proteinas extracelulares de ligacao a arginina ArtP, proteinas contendo dominio de ligagao ao
substrato transportador e MreB. Sao proteinas com atividade de hidrolase comumente utilizadas
para transportar diversos substratos através da membrana plasmatica para a regido intracelular,

nesse caso, o oxifluorfeno (Wang; Lu; Chen, 2008; Zhang et al., 2024).

As proteinas transportadoras, associadas com demais proteinas de membrana, sdo
potenciais indicadoras de adaptacdo, atenuacdo de estresse provocado por compostos
xenobidticos, bem como de sua utilizagdo como fonte de energia; o qual ja foi observado em
Pseudomonas nitroreducens AR-3 no processo de degradagao do pesticida clorpirifos (Aswathi
et al.,2021). As proteinas de quimiotaxia aceptoras de metil como as #lpA, tlpB, mcpA e mcpB
fazem parte da via de quimiotaxia bacteriana e do sistema de dois componentes, segundo nossas
analises; funcionam como quimiorreceptores, enviando sinais que regulam a autofosforilacao
da histidina quinase CheA, gerando uma fosfohistidina que serve como doadora de fosfato para

o regulador de resposta CheY.

O CheY fosforilado transfere esse grupo ao residuo de aspartato conservado, formando
CheY-P, que se liga ao cambio de sentido do motor flagelar, que por sua vez pode ter
direcionado o B. licheniformis ISO 04 a favor do gradiente quimico do meio de cultivo (Wang
et al.,2020; Liu et al., 2025), induzindo a alta expressao dos transportadores ABC. Neste estudo
conseguimos identificar como proteina exclusiva uma appA presente no espago periplasmatico;
essa permeasse utilizada para importar oligopeptideos (5 — 10 AA), ¢ comumente utilizada por
B. subtilis na comunicacdo célula-célula por meio de sistemas quorum-sensing, que codificam
peptideos utilizados por bactérias adjacentes como moléculas sinalizadoras, que, por sua vez,
interagem com seu receptor, modificando a expressdo genética bacteriana de forma direta ou

indireta (Bareia et al., 2023).

Sendo assim, foi possivel inferir que o B. licheniformis 1SO 04, no solo, ¢ capaz de
produzir e liberar peptideos sinalizadores, que sdo acumulados no meio e, consequentemente,
detectados por outras bactérias quando expostos ao oxifluorfeno. Isso permite uma reacao
coletiva, com alteragdo de densidade celular, composicdo e resposta enzimatica, que, de
antemao, ja observamos. Isso torna necessario andlises mais aprofundadas, como do secretoma,

para melhor compreensdo dessa comunicagdo intercelular (Aframian; Eldar, 2020; Hellinger et
al., 2023).



70

Proteinas da familia 7etR/AcrR, que atuam como reguladores transcricionais negativos,
foram expressas exclusivamente em células expostas ao oxifluorfeno, independente da
concentracdo. Proteinas reguladoras AcrR atuam na regulagdo de genes que comumente estao
associados ao estresse osmotico, sintese de antibidticos, bombeamento de efluxo e quebra de
poluentes (Xu et al., 2024). Essas proteinas ja foram observadas de forma detalhada em P.
putida S16, regulando o processo de degradagdo da nicotina, e em Alcaligenes faecalis ¢ da
degradagdo do dimetilsulfoniopropionato (Wang et al., 2014; Xu et al., 2024). E possivel inferir
que, em B. licheniformis 1SO 04, o processo de degradacdo do oxifluorfeno e a expressao

enzimatica possa ter sido regulado por essas proteinas.

Apesar disso, das diversas proteinas reguladas em resposta ao estresse,
aproximadamente 80%, foram reguladas negativamente na presenca do herbicida éter
difenilico, independentemente da concentracdo. A clpC, dependente de ATP, ¢ uma subunidade
de protease caseinolitica, participante do complexo proteolitico ClpCP, que sdo altamente

conservadas em bactérias Gram-positivas. Atuam no controle de qualidade da proteina e sdo

responsivas ao estresse geral (Queralto et al., 2023).

Em nossas analises, observamos que as clpC de B. licheniformis I1SO 04 foram reduzidas
sob efeito do oxifluorfeno; de forma semelhante, essa resposta também foi observada em P.
nitroreducens AR-3, quando exposto ao clorpirifés. Isso se deve ao fato de que as proteinas
responsivas ao estresse auxiliarem as bactérias na desintoxicacdo de compostos estressantes
(quimicos), enquanto, em microrganismos degradantes, o herbicida precisa ser internalizado e

utilizado como fonte de energia em ambientes com escassez de carbono (Aswathi et al., 2021).

Proteinas relacionadas ao metabolismo energético também foram reguladas
negativamente, como a atpA, que faz parte do complexo ATP sintase e que, comumente, ¢
utilizado como principal mecanismo de sintese de energia em bactérias (Ward et al., 2025). Ja
a eno participa de outras vias, a da glicolise/gliconeogénese, e comumente ¢ observado seu
acimulo positivo em microrganismos degradantes de compostos orgdnicos, como na
cianobactéria Anabaena PD-1, no processo de degradag¢do do policlorobifenil (PCB) (Zhang et
al., 2014). No entanto, tanto a atpA4 quanto a eno foram reduzidas significativamente em células
de B. licheniformis 1SO 04, evidenciando que o oxifluorfeno prejudicou as principais vias de

produgdo de energia.

Curiosamente, as enzimas candidatas a participarem do catabolismo do oxifluorfeno,

devido a relagdo com a degradag¢do de hidrocarbonetos aromaticos, foram significativamente
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infrarreguladas. Além das duas proteinas mencionadas anteriormente, a 2-mefilcitrato
desidratase, mmgE (metabolismo do propanoato) e iol4 (metabolismo do carbono) comumente
sdo superexpressas em microrganismos como Corynebacterium glutamicum, quando expostos
a compostos metalicos (Ag* ¢ Co) (Fanous ef al., 2010), em P. putida F1 na degradagdo do
etilbenzeno e benzeno (Kasahara et al. 2012) e em Collinsella sp. zg1085 no catabolismo do
floroglucinol (Li et al., 2024). Devido a capacidade dessas enzimas em converter 0s compostos
intermedidrios de substancias xenobidticas em acetil-CoA, que, em seguida, ¢ direcionado para

o metabolismo do carbono e energia.

Consequentemente, a 2-metilcitrato desidratase, mmgE, atpA, eno e iolA ndo participam
de forma direta da clivagem do oxifluorfeno em B. licheniformis 1SO 04, mas talvez de seus
intermedidrios. Para isso, seria necessario realizar andlises de metabolitos provenientes do

catabolismo desse herbicida.

Todavia, uma O-succinilbenzoato sintase — MenC (via da biossintese de metabolitos
secundarios) foi expressa exclusivamente nas células bacterianas quando submetidas a uma
concentragdo de 25 mg L-! de herbicida. MenC é uma enzima participante do processo
biossintético da menaquinona, mas possui a capacidade de se ligar a mais de um tipo de
substrato e esta relacionada a transformacao e formacao de benzoato. Ja foi observada sendo
superexpressa em Aneurinibacillus aneurinilyticus D-21 na degradacdo da ciflutrina (Copley,
2009; Yu et al., 2024). Consequentemente, MenC pode ser apontado como candidato a enzima

catalisadora do oxifluorfeno, devido as caracteristicas quimicas dessa molécula.

A alfa-acetolactato descarboxilase — alsD, esta envolvida na biossintese da acetoina e
de aminoacidos ramificados como a valina e leucina (Monnet et al., 2003). Essa enzima foi
expressa exclusivamente sob uma concentragdo de 50 mg L-! em B. licheniformis 1SO 04. AlsD
atua na descarboxilacdo de seu substrato gerando como um dos subprodutos CO2 (Zheng et al.,

2022). Também ja foi relatado a producdo de enzimas descarboxilases por bactérias

biodegradantes de deltametrina (Zhang et al., 2024).

Duas enzimas foram suprarreguladas significativamente, que podem ser responsaveis
por converter substancias quimicas intermedidrias resultantes da clivagem do oxifluorfeno, a
primeira ¢ a glyA, envolvida na conversdo de serina em glicina, participando também de varias
vias metabdlicas alternativas (metabolismo do carbono, biossintese de metabolitos secundarios
e metabolismo bacteriano em ambientes diversos) (Ma’ruf et al., 2023). A segunda enzima ¢ a

icd, componente do ciclo do acido tricarboxilico, assim como a proteina exclusiva fumC, que
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também atuam de forma indireta na degradacdo de xenobidticos. Essas enzimas sdo expressas
como resposta bacteriana ao estresse, sendo possivel inferir que o B. licheniformis 1SO 04
reprogramou suas rotas metabolicas para suprir a necessidade energética, ao se deparar com
oxifluorfeno presente no meio, realocando compostos intermedidrios no ciclo do TCA
(Debnath; Mandal; Ray, 2012; Di Bonaventura et al., 2023; Melnikov et al., 2023; Holert et al.,
2024).

Vale também ressaltar que, além da expressio de proteinas biossintéticas de
aminoacidos (alsD, argF e leuB), as subunidades ribossomicas grande ul5 — rplE foram
superexpressas, evidenciando os esforcos empregados pelo B. licheniformis 1SO 04 na
producao de proteinas que pudessem se encarregar de remover do ambiente ou metabolizar o

oxifluorfeno e manter a integridade celular (Figura 12).

© o © o © ¢ © ¢
Oxyfluorfen

{pA yknL Oxyﬂuorfen mepB o

Metabolismos da ?g,]fc_ﬂisc. propanoato ¢
do carbono

{\@\&\ tuf st e eub L
L TeRiAcR Biossintese de aminodeidos /f /‘"' .
i Fohey( E
ol g, / “F i
,’a Controle de qualidade de proteina ¢ P lelo do TCA ;' 0 _ 0 f
a 1

=pnp__________ ruspo\wa a0 esiresse 4 e ™, \ :

s e . “, \ Che A

= / \, )
Pr'otuna "~ ~ . \ \\ S

:.. ; ’ngL,@ducuuum N | glyA (3020’3 ‘." icd ,@ \‘ "
mepA : mrcB 5\ ¥ Jdpc /I o & v l‘\ ] ,"
9==4 O A -
g XNXea@@e N e T
© o i}
Oxyfluorfen &8 , . )
Qé; i i- 4{? 'Membranaplasmaitica
© r\f’d, o) o VA D — A ety ..q,') {\-r R P Ty
cg(%(u puyYY ‘\r/ Q o ? (’, %gr J&g)‘b Citoplasma
mcpA Yk-'-'lU 'S)
o o tipA tipB
Oxyfluorfen Oxyfluorfen Quimiotaxia
© © © ©

Figura 12. Ilustracdo esquematica das principais respostas de B. licheniformis 1SO 04 ao
oxifluorfeno. Os simbolos em azul e vermelho representam proteinas classificadas como
suprarreguladas e infrarreguladas, respectivamente. Os simbolos amarelo, verde, lilds e marrom
representam proteinas exclusivas. A molécula do herbicida ¢ representada por esferas

vermelhas.
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5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou o comportamento e os processos moleculares envolvidos na
degradacao do oxifluorfeno mediada por B. licheniformis 1SO 04. Apesar do crescimento e das
principais vias metabolicas de energia terem sido afetadas pela a¢do do herbicida, este trabalho
aponta para duas enzimas como fortes candidatas a biocatalizadoras do oxifluorfeno, que sdo a
O-succinilbenzoato sintase e a alfa-acetolactato descarboxilase, pela capacidade de ambas

realizar interacdes com compostos aromaticos. Em suma, B. licheniformis ISO 04 ¢ uma cepa

promissora na biorremediacdo de ambientes contaminados com oxifluorfeno.
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Apéndice 1. Sequéncias referéncia e das cepas bacterianas 16S rRNA utilizadas na construgdo

da arvore filogenética.

Microrganismo Sequéncia (GenBank)

PQ666461.1

ISO 04 PQ666462.1

PQ666463.1

PQ665371.1

ISO 14 PQ665372.1

PQ665373.1

PQ665374.1

ISO 28 PQ665375.1

PQ665376.1

PQ665368.1

ISO 31 PQ665369.1

PQ665370.1

Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10 CP002905.1

Bacillus cabrialesii TE3 NZ CP096889.1

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 CMO000488.1
Bacillus subtilis subsp. subtilis ATCC 6051 CP034484.1

Bacillus swezeyi NRRL B-41294

MRBK00000000.1

Bacillus sonorensis PMC204

NZ _CP139190.1

Bacillus sonorensis NBRC 101234

NZ_AYTNO01000016.1

Bacillus haynesii NRRL B-41327

NR 157609.1

Bacillus licheniformis DSM 13

NZ CP093290.1

Bacillus licheniformis ATCC 14580

NZ CPl140161.1

Bacillus paralicheniformis Bac84

NZ CP023665.1

Bacillus glycinifermentans GO-13 NR 137407.1
Paenibacillus glycanilyticus NBRC 16618 NR 113853.2
Bacillus paralicheniformis KJ-16 NR 137421.1

Bacillus xiamenensis VV3

NZ CP017786.1

Bacillus safensis PgKB20

NZ CP043404.1

Bacillus safensis FO-36b

NZ CP010405.1

Bacillus altitudinis GR-8

NZ CP009108.1

Bacillus australimaris NH7I 1

NZ_LGYNO01000018.1

Bacillus pumilus SAFR-032

NC 009848.4

Bacillus pumilus DMKUB39

KF673350.1

Pediococcus claussenii TMW 2.53

NZ CP014933.1

Neomicrococcus aestuarii B18

NZ CP0O18135.1

Citricoccus zhacaiensis FS24 NR 116270.1
Micrococcus yunnanensis DSM 21948 NZ JACJIK010000001.1
Micrococcus terreus V3M1 NR 116649.1

Micrococcus lylae DSM 20315 NR 026200.1

Micrococcus flavus DSM 19079

NZ JACHMCO010000001.1

Micrococcus endophyticus DSM 17945

NZ JACHMWO010000001.1

Micrococcus endophyticus YIM 56238

NR 044365.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666461.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666462
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ665370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP002905
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2238013492
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM000488
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP034484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MRBK00000000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_CP139190.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AYTN01000016.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_157609.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2209931978
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2638491731
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1360620802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_137407.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_113853.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_137421.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1096221489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1740654260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1388160469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_CP009108.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_LGYN01000018.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1006910654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/563257507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_CP014933.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1110666861
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_116270.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_JACJIK010000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_116649.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_026200.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_JACHMC010000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1891957902
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_044365.1
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Micrococcus cohnii DSM 23974

NZ JACHNAO010000001.1

Micrococcus antarcticus T2

NR 025285.1

Micrococcus luteus NCTC2665

NZ 1.5483396.1

Micrococcus luteus ATCC 4698

NZ CP035298.1

Azospirillum thiophilum BV-S

NZ CP012401.1

Apéndice II. Sequéncias referéncia e da cepa de levedura das regides ITS e 26S rDNA

utilizadas na construg¢do da arvore filogenética.

Microrganismo Sequéncia ITS Sequéncia 26S rDNA
(GenBank) (GenBank)
ISO 26 PQ666543.1 PQ666789.1
Kalmanozyma brasiliensis GHG001 KF737866.1 XR 001630178.1

Pseudozyma hubeiensis SY 62 NW 012133813.1

NW 012133813.1

Moesziomyces antarcticus JCM 10317 NW 014638881.1

NW 014638881.1

Sporisorium graminicola CBS 10092 NC 043718.1 NC 043718.1
Moesziomyces aphidis CBS 517.83 NR 145336.1 NG 069796.1
Moesziomyces bullatus YR14 MG478460.1 MG478480.1
Moesziomyces rugulosus JCM 10323 NR 155364.1 AB089371.1
Moesziomyces parantarcticus JCM 11752 NR 130693.1 NG 059466.1
Pseudozyma thailandica CBS 10006 JALCCHO010000064.1 JALCCHO010000064.1
Pseudozyma tsukubaensis JCM 10324 NR 167941.1 AB089373.1
Pseudozyma prolifica JCM 10319 AB089368.1 AB089369.1
Pseudozyma pruni CBS 10937 JALBYD010000090.1 JALBYD010000090.1
Kalmanozyma fusiformata CBS 6951 NR 154094.1 NG 058309.1
Dirkmeia churashimaensis OK96 AB548947.1 AB548955.1
Ustilago trichophora MP 1898 AY740023.1 AJ236141.2
Ustilago shanxiensis CGMCC 2.2523 DQ008956.1 DQ008955.1
Sporisorium reilianum CBS 131460 KF706438.1 KF706430.1
Sporisorium exsertum KVU965 JN367293.1 JN367318.1
Sporisorium consanguineum HUV 19145 AY740048.1 AY740101.1
Pseudozyma sp. DMST 17135 AB117961.1 AB117961.1
Pseudozyma abaconensis CBS8380 FJ008053.1 FJ008047.1
Melanopsichium pennsylvanicum HUV 17548 AY740040.1 AY740093.1
Macalpinomyces eriachnes KVU961 JN367287.1 JN367312.1
Langdonia jejuensis CBS 10454 EF079966.1 FN428865.1
Kalmanozyma vetiver DMKU-LV 99 AB809652.1 AB809649.1
Farysizyma itapuensis B1120 DQ767831.1 DQ767831.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1892027312
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_025285.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1409112533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1696239391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_CP012401.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666543.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PQ666789
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF737866.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XR_001630178.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NW_012133813.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T53AF7RJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NW_012133813.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T53F7C7K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NW_014638881.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T53MP6XT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NW_014638881.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T53RFE19016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_043718.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T53W2BFU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_043718.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T53ZU8W2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_145336.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069796.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG478460.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG478480.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_155364.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB089371.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_130693.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_059466.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JALCCH010000064.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T550NEG7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JALCCH010000064.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T553324A013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_167941.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/22138828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB089368.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB089369.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JALBYD010000090.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T55S0V8S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JALBYD010000090.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T55VZ31U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_154094.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_058309.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB548947.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB548955.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY740023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ236141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ008956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ008955
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF706438
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF706430
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN367293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN367318
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY740048
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY740101
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