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Resumo

A extensiva utilizacdo de derivados de petréleo tem sido a principal causa de
poluicdo por hidrocarbonetos, pois sao de dificil degradacdo no meio ambiente.
Derivados como o diesel, sdo téxicos e letais para a maioria dos organismos
vivos e a contaminacgdo do solo e 4gua por este composto, tem consequéncias
danosas ao ambiente e a saude humana. Muitos métodos fisicos e quimicos tém
sido desenvolvidos para remocado desses compostos, no entanto sdo muito
dispendiosos e ecologicamente nao sustentaveis. Nesse sentido,
microrganismos surgem como uma alternativa para biorremediacdo pois sao
capazes de utilizar esses hidrocarbonetos de cadeia longa como fonte de energia
ou produzir biossurfactantes que solubilizam esses componentes. Neste estudo,
foi usada a agua do rio Jurua para uma selecdo positiva de bactérias com
habilidade para degradacédo de diesel. O pool de bactérias capazes de utilizar
diesel como unica fonte de carbono foi usado para obtencdo do metagenoma
aqui avaliado quanto a composicdo de espécies. A analise metataxonémica
permitiu a identificacéo de fragmentos de DNA principalmente relacionados ao
género Burkholderia permitindo a identificacdo de quatro espécies (B. lata, B.
contaminans, B. cenocepacia e B. cepacia), também foram identificados
fragmentos de Dyella japonica, Dyella sp. e Cupriavidus sp. Os resultados
indicam o potencial dessas espécies na degradacdo do diesel. Ao nosso
conhecimento este é o primeiro relato de Dyella sp. para degradacao de diesel
apesar do género ja ser descrito como degradador de outros hidrocarbonetos
aromaticos. Espécies de Cupriavidus e Burkholderia sdo bem reconhecidos pela
degradacdo desses compostos e sao uma alternativa ambientalmente
sustentavel para a remediacdo de hidrocarbonetos.

Palavras-Chave: Biorremediagao; BGCs; Tax6nomia

Introducéo
Os crescentes problemas de polui¢cdo do solo tém causado preocupacdes
em todo o mundo. Um grande nimero de contaminantes, como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHS), petréleo e produtos relacionados, pesticidas,
clorofendis e metais pesados entram no solo, representando uma enorme

ameaca a salude humana e ao ecossistema natural (Chen et al. 2015).
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Os derivados de petréleo apresentam cadeias complexas e longas de
hidrocarbonetos que sdo usados como fonte de energia e estdo associados a
diversas atividades humanas, gerando dependéncia do seu uso. A liberacéo
acidental de hidrocarbonetos em ambientes aquaticos e terrestres pela industria
petroguimica, vazamentos de transportes fluviais é de grande preocupacao por
causa da toxicidade e carcinogenicidade dos produtos petroliferos, tendo grande
impacto nas mudancas de ecossistema (Loganathan et al. 2020). A remediacao
de acidentes envolvendo derivados de petréleo é dificil, e os métodos fisicos e
quimicos disponiveis sdo de alto custo e ndo sao ecologicamente sustentaveis
(Riser-Roberts 2020).

Sob condicdes favoraveis, foi relatado que micrébios usam pesticidas
como fonte de carbono, enxofre e doadores de elétrons. micrgbios; bactérias,
actinomicetos e fungos ajudam a remover ou desintoxicar pesticidas clorados;
difenil policlorado, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, organofosforado. Na
literatura, os principais géneros bacterianos relacionados a biodegradacédo de
compostos toxicos sao: Bacillus, Pseudomonas, Flavobacterium, Moraxalla,
Acinetobacter, Arthrobacter, Paracoccus, Aerobacter, Alcaligenes, Burkholderia
e Sphingomonas (Parte et al. 2017).

A biorremediagdo € uma abordagem alternativa para remover
hidrocarbonetos que sao liberados no meio ambiente. Neste processo, bactérias
sdo usadas para degradar os componentes toxicos como derivados de petréleo,
pesticidas entre outros (Moliterni et al. 2012; Malik et al. 2023). As bactérias séo
selecionadas por sua capacidade de metabolizar compostos organicos e usar a
fonte de carbono para obtencdo de energia e manutencao das suas atividades
essenciais (Patil et al. 2012). Bactérias também podem produzir metabdlitos
secundarios conhecidos como biossurfactantes nos quais solubilizam esses
hidrocarbonetos de cadeia longa (Ng et al. 2022). Enzimas como alcano
hidroxilases, monooxigenases e P450 oxigenases sdo descritas como atuantes
no processo de degradacéo, nos géneros Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas
e Rhodococcus (Balseiro-Romero et al. 2017).

Nesse sentido, a descoberta de microrganismos que contenham enzimas
e vias metabdlicas de interesse para biodegradacdo € de grande interesse
biotecnolégico (Kachienga et al. 2018). O uso de metagenoma de ambientes

ricos em hidrocarbonetos tem sido uma abordagem usada para identificar genes,
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enzimas e taxons envolvidos na degradacao de derivados de petroleo (Sierra-
Garcia et al. 2014). Essa abordagem auxilia na engenharia genética e melhoria
de linhagens, na descoberta de novas vias e espécies que podem ser usadas no
processo de biorremediag&o para mitigar os impactos antropicos (Liu et al. 2019).

O objetivo desta pesquisa foi estudar a biodiversidade microbiana
amazobnica como fonte para prospeccdo de taxons com habilidade para
degradacdo de hidrocarbonetos usando uma abordagem metagendmica para
identificacdo taxondmica de microrganismos utilizando o diesel como Unica fonte

de carbono.

Material e Métodos

Obtencdo de metagenomas de bactérias crescidas em meio seletivo para
degradacéo de hidrocarbonetos

A selecéo foi realizada a partir de 1 mL de agua coletada no rio Jurua,
adicionada em 299 mL de meio minimo liquido BH (Bushnell Haas) contendo 1%
de diesel. A mistura foi colocada para crescer durante 3 dias a 28°C. Ap0s esse
periodo o conteudo foi centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante
contendo o meio de cultivo foi descartado e parte do pellet foi armazenado em -
80°C e a outra parte foi usada para extracdo de material genético. O DNA
metagendmico foi preparado com PureLink® Genomic DNA Mini Kit
(InvitrogenTM by Thermo) e quantificado em Fluorometro Qubit TM 2.0 utilizando
o kit dsDNA BR Assay (InvitrogenTM by Thermo). O sequenciamento foi
realizado pela plataforma Illumina usando com read length: 2 x 150 (Paired End).
A montagem dos metagenomas foi realizada utilizando o SPAdes (Prjibelski et al.
2020).

O acesso ao patrimdnio genético foi realizado de acordo com a solicitacéo
SISGEN cadastro de Acesso No AB6B14F.

Analise metataxon6mica

O metagenoma sequenciado neste trabalho, foi submetido a analise
taxonébmica com auxilio da plataforma Bacterial and Viral Bioinformatics
Resource Center (BV-BRC - https://www.bv-brc.org/) para identificagdo dos

taxons presentes no metagenoma.
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Resultados e Discusséo

A anélise do metagenoma permitiu a identificacdo de 7826 fragmentos de
DNA pertencentes a espécies de Burkholderia, dos quais 4125 puderam ser
relacionadas com B. cepacia, 764 com B. lata, 2807 com B. contaminans e 130
com B. cenocepacia. Os fragmentos de DNA pertencentes ao género
Burkholderia representaram 77% dos fragmentos totais da amostra (Figura 1 e
2). Também foram identificados 130 contigs relacionados ao género Cupriavidus
que correspondem a 1% da amostra total, 558 contigs (5%) relacionados a
espécie Dyella japonica e 517 contigs (5%) relacionados a Dyella sp. (Figura 1).

O género Burkholderia tem distribuicAo cosmopolita, ocupa diferentes
nichos como plantas, solos, animais e é reconhecido pela producdo de enzimas
de importancia industrial, metabdlitos bioativos, bioremediacéo e aplicacdo na
agricultura (Vial et al. 2007; Back et al. 2022). Algumas espécies de Burkholderia
podem ser agentes causais de doencas em plantas, animais e humanos, por
esse motivo, a expressao heterdloga de genes com aplicacéo biotecnoldgica em
hospedeiros seguros vém sendo uma alternativa para explorar o potencial do
género na producdo de moléculas ou na melhoria de linhagens aplicadas a
promocdo de crescimento e controle de fitopatdgenos (Adaikpoh et al. 2022;
Petrova et al. 2022).

Bactérias pertencentes ao género Dyella tém sido estudadas como
bioremediadores devido ao seu potencial na degradacédo de bifenil no qual é
constituinte de muitos poluentes como petrdleo, corantes e solventes (Li et al.
2009). Por outro lado, o género Cupriavidus auxilia na biorremediacéo de metais
pesados como o mercurio (Rojas et al. 2011; Bravos et al. 2020).

A identificagdo de fragmentos de DNA de Burkholderia, Dyella e
Cupriavidus pode auxiliar na criacdo de produtos e processos voltados a

agricultura e bioeremediacédo de ambientes contaminados.
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Figura 1. Linhagens bacterianas encontradas na mineracéo génica.
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Figura 2. Linhagens de Burkholderia sp. encontradas na mineracéo génica.
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A identificacdo metagendmica de genes, agrupamentos génicos como
operon para degradacdo de compostos toxicos e cluster génicos biossintéticos
relacionados ao metabolismo secundario de Burkholderia, Dyella e Cupriavidus
pode auxiliar na criacdo de novos produtos e processos Vvoltados a
biorremediacdo de ambientes contaminados, bem como na prospecc¢ao de de
moléculas de interesse biotecnoldgico.

O género Burkholderia é reconhecido pela producdo de enzimas de
importancia industrial, metabdlitos bioativos, biorremediacdo e aplicagdo na
agricultura. Ao nosso conhecimento, este é o primeiro relato que o género Dyella
€ estudado como biorremediadores devido ao seu potencial na degradacao de
diesel, apesar do género ja ser descrito como degradador de outros
hidrocarbonetos aromaticos. Por fim, o género Cupriavidus auxilia na
biorremediacdo de metais pesados como o mercurio. Diante dessa realidade,
microrganismos surgem como uma alternativa para biorremediacdo pois séo
capazes de utilizar esses hidrocarbonetos de cadeia longa como fonte de energia

ou produzir biossurfactantes que solubilizam esses componentes.

Conclusdes
A abordagem metagenbmica utilizada para sequenciamento de
microrganismos com habilidade de degradacdo de hidrocarbonetos
selecionados a partir da diversidade microbiana do bioma Amazdnico permitiu a
selecéo de consoércio contendo 77% das especies de Burkholderia cepacia, B.
lata, B. contaminans e B. cenocepacia. Também foram identificadas sequéncias

de DNA relacionados ao género Cupriavidus e Dyella.
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