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RESUMO

O aumento continuo da populacdo mundial e a adocao de praticas agricolas intensivas
sdo diretamente associados ao uso de grandes quantidades de fertilizantes quimicos e
poluicdo ambiental. Uma das alternativas para mitigar esses danos € 0 manejo
sustentavel do solo. Dentre as técnicas utilizadas, destaca-se a vermicompostagem,
processo de biotransformacdo da matéria organica mediada por microrganismos e
minhocas para produgao de substancias ricas em nutrientes. Ademais, vermicompostos
sdo uma fonte rica de diversidade microbiana, especialmente de rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (Plant growth-promoting rhizobacteria, PGPR).
Dentre as PGPR, bactérias do género Stenotrophomonas tém demonstrado
caracteristicas de interesse biotecnolégico para biocontrole de fitopatégenos,
bioremediacdo e bioestimulacdo. Nosso grupo de pesquisa isolou e sequenciou 0
genoma de diversas bactérias isoladas de vermicompostos com potencial para
promocdo do crescimento vegetal, incluindo trés isolados de Stenotrophomonas sp.
(UENF-4Gll, UENF-5BGII e UENF-26Glll). A analise gendmica e identificacdo destes
isolados é o tema deste trabalho. Os dados brutos do sequenciamento (reads) foram
montados com os programas SPAdes e GFINISHER, resultando em drafts gendmicos
de alta qualidade. Genes foram preditos com o programa PROKKA. Foi realizada
extensa curadoria manual para localizacdo de genes envolvidos com a promog¢ao do
crescimento vegetal e de interesse biotecnologico. Testes in vitro foram realizados para
verificacdo do potencial para biorremediacdo e biocontrole. As analises de pangenoma
e filogenia foram realizadas utilizando BPGA e RAXML, respectivamente. O resistoma
foi predito utilizando a base de dados CARD. Os isolados apresentaram genes
envolvidos em processos de biocontrole; resisténcia a metais pesados; biossintese de
espermidina e auxina (via do indol-3-piruvato, IPA); fosfatases; e genes envolvidos com
a colonizacdo em plantas. Nossas andlises revelaram que os isolados pertencem a
subgrupos diferentes da espécie Stenotrophomonas maltophilia e possuem resisténcia
antimicrobiana restrita. Em resumo, os isolados UENF apresentam importantes
caracteristicas genémicas para futuras aplicacdes biotecnolégicas.

Palavras-chave: Genémica; Biotecnologia; PGPR.
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ABSTRACT

The continuous increase in the world's population and the use of intensive agricultural
practices are directly associated with the use of large quantities of chemical fertilizers
and environmental pollution. In order to mitigate these negative effects, sustainable soll
management is required. One of the main sustainable approaches is vermicomposting,
a biotransformation process mediated by microorganisms and earthworms to produce
substances rich in nutrients. Vermicomposts are rich sources of microbial diversity,
including plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR). Among PGPRs, bacteria of the
genus Stenotrophomonas have biotechnological properties, such as: phytopathogen
biocontrol, bioremediation and biostimulation. Our research group isolated and
sequenced the genome of several bacteria isolated from vermicompost with potential to
promote plant growth, including three isolates of Stenotrophomonas sp. (UENF-4Gill,
UENF-5BGII e UENF-26GIlIl). The genome analysis and identification of these three
isolates is the subject of this work. Reads were assembled using SPAdes and
GFINISHER, resulting in highly contiguous and well-assembled genomes. Then gene
prediction was carried out using PROKKA. Through extensive manual curation, we
mined genes involved in plant growth promotion and biotechnological applications. In
vitro tests were performed to verify the potential for bioremediation and biocontrol. Pan-
genome and phylogenetic analysis were performed using BPGA and RAXML,
respectively. Resistome analyses were performed using CARD database. UENF
isolates presented genes involved in: biocontrol processes, heavy metal resistance,
spermidine and auxin (indole-3-pyruvate (IPA) pathway) biosynthesis, phosphatases,
and genes involved in plant colonization. Our phylogenetic analysis revealed that the
isolates belong to different subgroups within Stenotrophomonas maltophilia and have
restricted antimicrobial resistance. Overall, UENF isolates have important genomic
characteristics for future biotechnological applications.

Keywords: Genomic; Biotechnology; PGPR
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1. INTRODUCAO
1.1. A Revolucéo Verde e os desafios para agricultura sustentavel

A década de 1960 foi um periodo de preocupacdo em relacdo a capacidade do
mundo de lidar com o equilibrio entre crescimento populacional e a producdo de
alimentos, particularmente, nos paises em desenvolvimento. Em diversos paises,
grande parte das terras disponiveis para a agricultura jA se encontravam cultivadas,
enquanto as taxas de crescimento populacional aceleravam devido a rapida diminuicao
das taxas de mortalidade resultantes dos avancos da medicina moderna e dos
cuidados com a saude (Garcia-Fraile et al.,, 2017). Este complexo cenério foi
remediado com o0 aumento acentuado da produtividade de graos de cereais em muitos
paises em desenvolvimento, que comecou no final da década de 1960 através de um
fendbmeno que ficou posteriormente conhecido como “Revolucdo Verde” (McArthur e
McCord, 2017).

A Revolucdo Verde teve um grande impacto na producdo de alimentos, nas
condicBes socioeconbmicas e na sustentabilidade ambiental (Pingali, 2012). Este
impacto deu-se, em grande parte, pelo desenvolvimento de cultivares de alto
rendimento, pela mecanizacdo das lavouras e pela distribuicio em massa de
fertilizantes e pesticidas sintéticos aos agricultores (Jain, 2010). A ado¢cdo massiva de
fertilizantes sintéticos mudou consideravelmente as praticas agricolas em virtude da
alta produtividade conferida pelos nutrientes disponibilizados por tais insumos (Lu e
Tian, 2017). No entanto, o uso continuo e indiscriminado de fertilizantes quimicos,
especialmente, nitrogenados e fosfatados, resultou em graves danos ambientais. Como
por exemplo, cita-se: a poluicdo atmosférica pela emissédo de gases de efeito estufa (p.
ex. oxido nitroso), contaminacdo de lencéis freaticos e eutrofizacdo de ecossistemas
aquaticos através da lixiviacdo, e escoamento destes produtos, além de condicionar a
acidificacdo do solo, ocasionando alteracdo da biodiversidade de microrganismos e
reducdo da produtividade (Gupta et al., 2015; Joshi et al., 2006). O pacote tecnolégico
da Revolucdo Verde tornou a agricultura moderna extremamente dependente do uso
de fertilizantes e agrotoxicos (Bodirsky et al., 2014). Além de onerosa, a producdo de
fertilizantes quimicos consome recursos nao-renovaveis como o petrdleo e o0 gas

natural, além de impor riscos para o homem e para o ambiente.
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De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) estima-se que a
populacdo mundial atingira 9,8 bilhdes em 2050 (United Nations, 2017), aumentando a
demanda por alimentos. Juntamente com o crescimento populacional, as projecdes
mostram que o uso de fertilizantes quimicos também tende a se elevar (Figura 1),
trazendo preocupacdes sobre o impacto ambiental destes insumos. Tendo em vista as
consequéncias causadas pela Revolucdo Verde, estas estimativas colocam uma
grande pressdo no atual sistema agricola no sentido do desenvolvimento de praticas

agroecologicas sustentaveis e economicamente satisfatorias (Bodirsky et al., 2015).
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Figura 1. Taxa do crescimento populacional mundial e do consumo de fertilizantes quimicos
com projecdes para 2050. Adaptado de Alexandratos e Bruinsma (2012).

Dentre as técnicas envolvidas na agricultura sustentdvel com impacto ambiental
reduzido, a utilizacdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal (Kumar,
2016) e o uso de insumos organicos provenientes de compostagem e
vermicompostagem tém se destacado cada vez mais, tornando-se um grande atrativo

alternativo a agricultura convencional (Chattopadhyay, 2012; Guo et al., 2015).
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1.2. Tecnologias de compostagem e vermicompostagem

A producdo didria de grandes quantidades de residuos sdlidos organicos de
origem urbana, industrial e agricola ocasiona sérios problemas de descarte, poluicdo
ambiental e possiveis riscos a saude (Hashemimajd et al., 2004). Ademais, a aplicacéo
direta de residuos organicos no solo pode ter efeitos negativos sobre a fertilidade do
solo e causar toxicidade as plantas (Lim et al., 2016; Polprasert, 2007). Dessa forma,
uma solucédo para o aproveitamento correto dos residuos organicos esta na conversao
destes em compostos, que podem ser usados como condicionadores do solo e/ou
fertilizantes organicos, por processos de compostagem e vermicompostagem (Dadhich
et al., 2012; Kulcl e Yaldiz, 2014).

O processo de compostagem consiste na degradacdo termofila e aerdbica da
matéria organica por microrganismos, efetuada em duas fases: a primeira quando
ocorrem as reacgdes bioguimicas predominantemente termofilicas e; a segunda, ou fase
de maturacdo, quando ocorre o processo de humificacdo. Durante a compostagem
pode-se identificar quatro fases distintas quanto a temperatura: fase mesofilica, com
temperaturas moderadas, até cerca de 40 °C, que tem duracdo média de dois a cinco
dias; fase termofilica, quando o material atinge sua temperatura acima de 40 °C e é
degradado mais rapidamente, além de poder eliminar os patdégenos a temperaturas
acima de 55 °C (Lim et al., 2016). Esta fase pode durar de poucos dias a varios meses,
dependendo das caracteristicas do material compostado; fase de resfriamento, que é
marcada pela queda da temperatura para valores de temperatura ambiente e,
finalmente; a fase de maturacdo, que € um periodo de estabilizacdo, também em
temperatura ambiente, e que resulta em um composto maturado, estavel, altamente
humificado e livre de patdgenos (Lim et al., 2016; MacGregor et al., 1981).

O processo de vermicompostagem se inicia ap0s a maturagcdo do composto com
participacdo das minhocas, que aceleram a decomposicdo e produzem insumos
organicos estabilizados de alta qualidade, conhecidos como vermicomposto. Neste
processo, a matéria organica é rapidamente ingerida por minhocas e decomposta em
um substrato rico em Nitrogénio (N), Fosforo (P), Calcio (Ca), Magnésio (Mg) e
Potassio (K), elementos essenciais para o desenvolvimento das plantas

(Chattopadhyay, 2012). A vermicompostagem acelera a produgédo da matéria organica
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humificada devido a acdo de enzimas e microrganismos presentes no tubo digestivo
das minhocas, além de alterar a abundancia relativa dos microrganismos presentes no
substrato compostado (Chen et al., 2015).

Vermicompostos sdo considerados uma fonte segura, barata e rica de
microrganismos e nutrientes benéficos para as plantas (Hashemimajd et al., 2004). Os
insumos  organicos provenientes de vermicompostagem podem influenciar
significativamente o crescimento e a produtividade de plantas (Sinha et al., 2009).
Vermicompostos também podem conter bactérias benéficas que produzem reguladores
do crescimento vegetal e que possuam competéncia para biorremediagédo, podendo ser
utiizadas como estratégia para descontaminar solos, enriquecer substratos e
impulsionar o desenvolvimento das plantas (biofortificacdo de substrato) (Busato et al.,
2012; Busato et al., 2017).

1.3. Rizobactérias

As plantas interagem com uma complexa comunidade de microrganismos,
denominada microbioma vegetal. Este grupo de microrganismo possui carater variavel
de acordo com o micro-habitat (Imam et al., 2017). No que tange o interesse
agrondmico, um dos sitios mais relevantes de microbioma vegetal € a rizosfera (Figura
2).

Rizosfera

Rizoplano

Raiz

| (‘
Vascular | \ @\ ddd

Pélo radicular

Endorizosfera Ectorizosfera

Figura 2. Esquema da rizosfera e suas subdivisdes. Microrganismos podem colonizar o solo
diretamente (ectorizosfera), se aderir a superficie da raiz (rizoplano, indicado por contorno
espesso em preto) ou ocupar espacos vazios em porcdes do coértex e da endoderme
(endorizosfera). Adaptado de McNear Jr. (2013).
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A rizosfera é considerada o principal reservatério de microrganismos que
interagem com plantas, sendo descrito como um dos ecossistemas mais biodiversos
existentes (Umesha et al., 2018). Comparada com outras regifes do solo, a rizosfera &
uma regido abundante em nutrientes, particularmente, devido ao acumulo de uma
variedade de exsudatos de plantas que sdo ricos em aminoacidos e agucares que sado
usados pelos microrganismos (McNear-Jr, 2013). Por consequéncia, 0 numero de
microrganismos na rizosfera é geralmente de 10 a 100 vezes maior do que outras
regides do solo (Beneduzi et al., 2012).

Bactérias que colonizam a rizosfera sdo chamadas de rizobactérias e podem ser
classificadas em grupos benéficos, deletérios e neutros, com base em seus efeitos
sobre o crescimento das plantas (McNear-Jr, 2013). As rizobactérias benéficas séo
referidas como rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria;, PGPR) e constituem um grupo filogeneticamente
heterogéneo de microrganismos distribuidos entre proteobactérias, incluindo espécies
dos géneros: Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Gluconacetobacter, Herbaspirillum,
Paraburkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia e Stenotrophomonas (Gouda et
al., 2017; Kakar et al., 2018).

De acordo com o sitio colonizado nas plantas, as PGPR também podem ser
classificadas em dois grupos: iPGPR (intracelular), que vivem dentro das células das
plantas (endorizosfera) e estdo localizadas dentro de estruturas especializadas
(n6dulos); e ePGPR (extracelular), que ndo produzem nddulos, mas estimulam o
crescimento vegetal. As ePGPR podem ser subdivididas ainda em trés tipos, baseado
no grau de associacdo com as raizes das plantas: (1) aquelas que vivem perto, mas
ndo em contato com as raizes; (2) as que colonizam a superficie da raiz; (3) e aquelas
gue vivem nos espacos intercelulares (Gray e Smith, 2005).

PGPRs podem desempenhar mecanismos diretos e indiretos na promoc¢ao do
crescimento de plantas, enquanto se beneficiam de exsudatos radiculares (Bais et al.,
2006; Gopalakrishnan et al., 2015). Neste sentido, a promocao direta do crescimento
vegetal ocorre quando a bactéria facilita a aquisicdo de nutrientes essenciais ou

modula os niveis de horménios dentro da planta, o que pode variar de acordo com a



17

cepa bacteriana e as espécies vegetais (Gouda et al., 2017). Dentre estes mecanismos,
destacam-se: a fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico (Glick, 2012), a
solubilizacéo de fosfato (Ahemad e Khan, 2012) e a producéo de fitorménios (Duca et
al., 2014). Os mecanismos indiretos para promocdo do crescimento vegetal ocorrem
por processos através dos quais as PGPRs mitigam os efeitos de estresses bibticos
(causados por fitopatdgenos) e abidticos, como o0 estresse salino e o causado pelo
excesso de metais (Habib et al., 2016; Mishra et al., 2017). Especificamente, no que
tange a atividade antifungica, varias PGPRs produzem enzimas hidroliticas como
quitinases, celulases e proteases (Kumar et al., 2012; Mubarik et al., 2010); antibi6ticos
(Haas e Deéfago, 2005), sideréforos (Radzki et al., 2013) e compostos organicos
volateis (VOCSs) (Tahir et al., 2017). Alguns destes mecanismos serdo melhor descritos

a sequir.

1.3.1. Producédo de hormonios vegetais

Bactérias associadas as plantas (benéficas ou fitopatogénicas) tém sido
relacionadas cada vez mais com a habilidade de produzir diversos tipos de hormonios
vegetais, dentre eles: giberelinas, citocininas e auxinas, como estratégia para modular
o desenvolvimento e crescimento vegetal (Sureshbabu et al., 2016). Muitos estudos
tém evidenciado a capacidade das PGPRs sintetizarem auxinas, particularmente, acido
indolacético (AlA); sendo este fitormdnio conhecido por atuar em processos cruciais ao
desenvolvimento vegetal como na divisdo e expansao celular (Taiz e Zeiger, 2010).
Além disto, a producao de AIA bacteriana na rizosfera promove o enraizamento lateral
e primario através do estimulo radicular.

O AIA pode ser sintetizado por bactérias em diferentes vias dependentes de
triptofano (Figura 3), sé@o elas: a via do indol-3-acetoamida (IAM), triptamina
(TAM/TRM), indol-3-acetonitrila (IAN), via de oxidacdo das cadeias laterais de
triptofano (TSO, tryptophanside-chain oxidase) e via do indol-3-piruvato (IPA), sendo
este o melhor caracterizado (Duca et al., 2014). Na via do IPA, o triptofano é convertido
por uma transaminase (gene lao) em IPA, posteriormente descarboxilado em indol-3-
acetaldeido (IAAId) pela enzima central da via, a indol-3-piruvato descarboxilase, que é
codificada pelo gene ipdC. Entdo, o IAAId é oxidado em AIA por uma desidrogenase

codificada pelo gene y4wF (Imada et al., 2017).
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Figura 3. Principais vias de biossintese de auxina dependentes de triptofano descritas em
bactérias. Os genes conhecidos envolvidos em cada via estdo destacados em italico. Adaptado
de Spaepen et al. (2011).

Na via do IAM, o triptofano é convertido em IAM, que é hidrolisado por laaH em
IAA. Na via do IAN, o triptofano é convertido em indol-3-acetaldoxima, posteriormente
convertido em IAN. O IAN pode entdo ser desnitrificado em AIA por nitrilase ou ser
convertido em IAM pela enzima nitrila hidratase. Na via do TAM, o triptofano é
descarboxilado em triptamina, que é convertida em IAAld por uma amino oxidase. Na
TSO, o triptofano é convertido diretamente em IAAIld. A partir do 1AAId, as vias TAM e
TSO compartilham o mesmo caminho metabdlico que IPA (Spaepen e Vanderleyden,
2011; Spaepen et al., 2007).

1.3.2. Mineralizagdo de fosfato organico

Considerado um macronutriente essencial ao crescimento vegetal, o fosforo
participa do metabolismo energético e da biossintese de biomembranas e acidos
nucléicos. Embora abundante no solo em formas organicas e inorganicas, a maior
parte deste nutriente encontra-se indisponivel em decorréncia de sua insolubilidade
(Sharma et al., 2013).

O fosfato orgéanico (ou seja, a molécula de fosfato ligado a um grupo organico)
constitui uma fracdo relevante (30-50%) do total de P no solo e desempenha um

importante papel no ciclo do fésforo nos solos agricolas. Dentre os varios tipos
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diferentes encontrados, a forma predominante de fosfato organico € o fitato
(CsH18024Ps), que constitui de 10 a 35% de todo fosfato organico presente no solo,
podendo variar significantemente a concentracdo de acordo com o tipo e com a forma
de utilizacdo solo. Porém, o fitato encontra-se fortemente ligado a fase sélida do solo,
sendo de dificil assimilagdo pelas plantas (Mukhametzyanova et al., 2012).

PGPRs sao capazes de mineralizar fosfato orgéanico por meio de interagdes com
residuos vegetais, animais e microbianos, disponibilizando este nutriente para plantas
associadas. A mineralizacdo é catalisada por fosfatases, fosfonatases e fitases
(Rodriguez et al., 2006). As fosfatases sdo secretadas como proteinas periplasmaticas
soliveis ou ancoradas a membrana, classificadas como acidas ou alcalinas,
dependendo do seu pH 6timo. Sao formadas pelas classes moleculares A (gene phoC),
B (gene napA) e C (gene olpA) (Behera et al., 2014). Estas enzimas hidrolisam as
ligacbes organicas de fosfoéster e fosfoanidrido, liberando fosfato inorganico de
nucleotideos e fosfato de acucar, por exemplo, enquanto os subprodutos organicos sédo
incorporados pelo microrganismo (Gandhi e Chandra, 2012).

As fosfonatases (genes phn) disponibilizam fosfato através de hidrélise da
ligagcdo C-P de organofosfonatos, que na maioria das condigdes ndo estdo entre as
principais fontes de fosfato inorganico (Rodriguez et al., 2006). As fitases (genes phy)
sdo enzimas sintetizadas por varios organismos, inclusive algumas espécies de plantas.
Estas enzimas hidrolisam o anel inositol do fitato, podendo ser classificadas em trés
tipos: 3-fitases (a mais comum em bactérias), 4-/6-fitases e 5-fitases; com base na
posicao de especificidade da hidrdlise inicial do fitato (Jorquera et al., 2008).

1.3.3. Quitinases

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante do planeta, depois da
celulose (Suma e Podile, 2013). Estruturalmente rigido, este polimero é formado por
unidades de N-acetilglucosamina (NAG) ligadas por ligagdes glicosidicas p-1,4. A
quitina pode ser categorizada em trés tipos: a-quitina, B-quitina e y-quitina. A a-quitina
€ o tipo mais abundante, com estruturas cristalinas e compactas encontradas no
exoesqueleto de insetos e na parede celular da maioria dos fungos (Deeba et al., 2016).

Diversas bactérias do solo, inclusive PGPRs, degradam quitina através da
producdo de quitinases, utilizando os subprodutos como fonte de carbono (Beier e
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Bertilsson, 2013). Na rizosfera, este mecanismo pode atuar no biocontrole de fungos,
principalmente fitopatogénicos, auxiliando indiretamente no crescimento vegetal.

As quitinases se diferem em exo e endo-quitinases. Endo-quitinases quebram as
ligagbes glicosidicas em pontos internos aleatorios, gerando unidades multiméricas
menores, compostas de NAG (p. ex. quitotriose). As exo-quitinases dividem-se ainda
em duas subcategorias que atacam as terminagbdes da quitina: quitobiosidases e [3-
(1,4)-N-acetilglucosaminidases (Bibra et al., 2017). Com base na sequéncia de
aminoacidos, as enzimas quitinoliticas sao ainda classificadas em 3 familias principais
de glicosil-hidrolases (18, 19 e 20). As quitinases bacterianas melhor caracterizadas
pertencem a familia glicosil-hidrolasel18, classificadas nas subfamilias A (gene chiA), B
(gene chiB), C (gene chiC) e D (gene chiD), determinadas com base na conservacao

de dominios proteicos (Vaikuntapu et al., 2016).

1.3.4. Sidero6foros

Embora seja um dos minerais mais abundantes na Terra, o ferro encontra-se
relativamente indisponivel (como Fe3") no solo para a assimilacdo direta pelos
organismos. Para estar disponivel, o Fe deve estar na forma Fe?*. Entdo, muitos
microrganismos desenvolveram mecanismos de obtencdo do Fe®* por meio da
producéo de sideroéforos, que sdo ligantes especificos (quelantes) de Fe3* produzidos
em condi¢cbes de deficiéncia deste ion por fungos e bactérias (Behnsen e Raffatellu,
2016). A maioria dos sideroforos bacterianos sdo catecolatos (p. ex. enterobactina,
genes ent). Outros sideroforos conhecidos sdo carboxilatos (p. ex. rizobactina, genes
rhb) e hidroxamatos (p. ex. ferricromo, gene fhuA). Existem também certos tipos de
sider6foros bacterianos que contém uma mistura dos principais grupos funcionais,
como por exemplo, a Pioverdina (genes pvd) (Cornelis, 2010).

Os sistemas de transporte de Fe variam entre bactérias Gram-positivas e
bactérias Gram-negativas. As bactérias Gram-negativas possuem diversos tipos de
receptores de membrana externa dependentes de TonB, uma proteina envolvida na
transporte ativo de sideréforos, que reconhecem os complexos de isdbmeros de Fe®* na

superficie celular (Ahmed e Holmstrém, 2014).
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Figura 4. Transporte de Fe dependente de TonB em bactérias Gram-negativas. O complexo
Fe-sideréforo € reconhecido pelo receptor especifico na membrana externa. O transporte
através da membrana externa depende da energia fornecida pelo complexo TonB. O transporte
de sider6foros férricos através da membrana interna requer uma proteina de ligacéo
periplasmética (PLP) e um transportador ABC. Uma vez que o complexo Fe-sider6foro entra no
citoplasma, o ion férrico (Fe*") é reduzido ao ion ferroso (Fe?*) e destinado ao armazenamento
ou incorporacdo em enzimas. O siderdforo fica disponivel para uma nova interacdo. Adaptado
de Noinaj et al. (2010).

No meio ambiente a ligacdo Fe-sideréforo impede a proliferacdo de patdégenos,
devido ao sequestro deste ion. Exemplos de ePGPRs com esta atividade incluem
Pseudomonas fluorescens e S. maltophilia. Estudos mostraram que a captagédo de Fe

por P. fluorescens inibiu o crescimento do fitopatégeno Fusarium oxysporum (Arya et
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al., 2018), enquanto S. maltophilia inibiu o crescimento de Ralstonia solanacearum, um
fungo patogénico da batata (Messiha et al., 2007). Ao contrario dos fitopatdogenos, as
plantas ndo sédo prejudicadas com a deplecdo de Fe pelas ePGPRs, sendo que
algumas delas internalizam o complexo, posteriormente liberando o Fe do sideroforo e

usando como micronutriente (Crowley, 2006).

1.4. Bactérias biorremediadoras do solo

Um dos problemas ambientais causados pela industria e pela agricultura
moderna € 0 aumento da concentracdo de metais no solo. A liberacdo indiscriminada
de metais nos ecossistemas é uma das principais preocupacdes de saude em todo o
mundo, ja que eles ndo podem ser decompostos em formas ndo-toxicas e tém efeitos
duradouros no ecossistema (Ali et al., 2013). Muitos metais séo toxicos para diversos
organismos mesmo em concentragcdes muito baixas como o Arsénico (As), Cadmio
(Cd), Cromo (Cr), Chumbo (Pb), Mercurio (Hg), Niquel (Ni) e Selénio (Se). Outros,
como Cobalto (Co), Cobre (Cu) e Zinco (Zn), sdo micronutrientes essenciais para as
plantas e microrganismos, mas se tornam téxicos em quantidades maiores (Dixit et al.,
2015).

O acumulo de metais téxicos pode afetar adversamente o funcionamento
biolégico do solo, além de outras propriedades, levando a reducéo de fertilidade. Sendo
assim, a remocdo de metais toxicos de ecossistemas (remediacdo) torna-se um
processo crucial. Uma alternativa aos métodos de remocéo desses poluentes é o0 uso
de microrganismos benéficos, que podem atuar como biorremediadores na composicao
de biofiltros, compostagem e fitorremediagao.

A fitorremediacdo € uma técnica biolégica promissora que utiliza plantas com
capacidade de acumular metais téxicos para remover estes poluentes do solo, o que
pode ser potencializado com o uso de PGPRs (Ullah et al., 2015). Para compor o
processo de fitorremediacdo, além de proporcionar o crescimento das plantas, é
necessario que as PGPRs sobrevivam na presenca de metais toxicos por meio de
diferentes estratégias como o efluxo de metais toxicos, desintoxicagdo enzimatica e
bioacumulacéo (Glick, 2010).

Os mecanismos de efluxo conferem tolerdncia a bactéria a metais toxicos

através de bombas de efluxo de metais como, por exemplo: Cd, Co, Zn (genes czc) e
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Ni (genes cnr, ncc)(Intorne et al.,, 2012; Nies, 2003). A desintoxicacdo enzimatica
ocorre pela producéo de enzimas redutoras de metais téxicos, localizadas no espaco
intracelular que catalisam a conversdo do metal toxico para formas com toxicidade
reduzida. Dentre as enzimas produzidas pelas bactérias, as mais conhecidas séo:
cromato redutase (codificada pelo gene chrR), responsavel pela oxidacdo de Cromo
hexavalente (Crf*) para forma menos toxica, o 6xido de cromo (Cr3*) (Thatoi et al.,
2014) e; a mercurio redutase (gene merA), que reduz o 6xido de mercurio (Hg?*) para
forma volatili e menos téxica (Hg®) (Giovanella et al.,, 2016). O mecanismo de
bioacumulacdo extracelular proporciona a resisténcia de bactérias através de
processos que envolvem o sequestro de metais toxicos pelos exopolissacarideos
constituinte do biofilme, protegendo a comunidade bacteriana e a planta dos efeitos
nocivos dos metais toxicos (Hou et al., 2013).

Diversas bactérias incluindo espécies dos géneros Pseudomonas, Serratia e
Stenotrophomonas tém sido descritos como candidatos promissores para atuar nos
processos de biorremediacéo e fitorremediacdo devido a dualidade de caracteristicas
apresentadas para promocao do crescimento vegetal e resisténcia a metais toxicos
(Das e Dash, 2014).

1.5. O género Stenotrophomonas

Stenotrophomonas é um género composto por bactérias bacilares, flageladas,
Gram-negativas, aerébicas, ndo fermentadoras e ndo esporuladas. Foi primeiramente
descrito por Palleroni e Bradbury (1993) com objetivo de acomodar linhagens da
espécie Stenotrophomonas maltophilia, anteriormente conhecida como Pseudomonas
maltophilia (Hugh e Ryschenkow, 1961) e posteriormente por Xanthomonas maltophilia
(Swings et al.,, 1983). Para os autores, S. maltophilia era nutricionalmente menos
versatil que as demais espécies aerbbias de Xanthomonas, desta forma, foi proposto o
nome Stenotrophomonas (do grego: ‘stenos’ limitado; ‘trophus’ 0 que se alimenta e
‘monas’ um, unidade; p. ex., unidade que se alimenta de poucos substratos).
Posteriormente, varios estudos demonstraram que 0 género detém uma grande
versatilidade metabdlica e heterogeneidade especifica (Ryan et al., 2009).

O género pertence a classe de Gammaproteobacteria e esta incluso na familia

Xanthomonadaceae, juntamente com os géneros Xanthomonas e Xylella. Os membros
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dessa familia s&o tipicamente caracterizados como ambientais, com excecdo da
espécie S. maltophilia, que tem algumas cepas relatadas como patégenos oportunistas
em humanos (Assis et al., 2017). Além disto, em contraste com géneros
filogeneticamente relacionados (Xanthomonas e Xylella), nenhuma espécie de
Stenotrophomonas foi relatada como fitopatogénica (Ryan et al., 2009).

Stenotrophomonas sdo ubiquas, com maior prevaléncia no solo e em
associacao com plantas, incluindo gramineas de importancia econémica como arroz,
milho, trigo e cana-de-acucar. Assim como outros microrganismos pertencentes nos
géneros Herbaspirilum, Burkholderia e Pseudomonas, as Stenotrophomonas s&o
abundantes nas raizes e pode apresentar-se como um dos habitantes dominantes da
rizosfera, desempenhando func¢des importantes como simbiontes (Na et al., 2018; Ryan
et al., 2009). Atualmente, o género compreende dezesseis espécies descritas, das
guais foram originalmente isoladas de ambientes diferentes conforme apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1. Relagdo das espécies que compdem o género Stenotrophomonas com base na
origem e localizac&o do primeiro organismo isolado.

Origem Localizagao Espécie Referéncia
Espanha S. bentonitica Sanchez-Castro et al., 2017
Coréia S. ginsengisoli Kim etal., 2010
Solo Bélgica S. humi Heylen et al., 2007
Coréia do Sul S. panacihumi Yietal, 2010
Escdcia S. pictorium Quattara et al., 2017
Bélgica S. terrae Heylen et al., 2007
Planta Brasil S. pa_vanﬁ _ Ramos et al., 2011
Alemanha S. rhizophila Wolf et al., 2002
Esgoto México S. acidaminiphila  Assih et al., 2002
Russia S. chelatiphaga Kaparullina et al., 2009
P ; Alemanha S. indicatrix Weber etal., 2018
Maquina industrial 10 ha S. lactitubi Weber et al., 2018
Composto Republica da Coréia S. koreensis Yang et al., 2006
Biofiltro Alemanha S. nitritireducens Finkmann et al. 2000
Sarcéfago Japao S. tumulicola Handa etal., 2017

Hospital Reino Unido S. maltophilia Palleroni and Bradbury, 1993
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1.5.1. O potencial biotecnoldgico de S. maltophilia

S. maltophilia (SM), é a espécie mais bem estudada do género
Stenotrophomonas, devido sua importancia clinica e ambiental. Os isolados desta
espécie sao geneticamente diversos e formam grupos distintos, fazendo que a espécie
seja reconhecida como o complexo Stenotrophomonas maltophilia (CSM) (Rhee et al.,
2013). Todavia, pouco se saiba sobre a quantidade de grupos no CSM. Caracterizada
como uma espécie de baixa viruléncia e intrinsecamente resistente a multiplos
antibidticos, SM tem emergido como um patégeno oportunista associado a varios casos
de 6bito decorrente de bacteremias, endocardites e infecgbes do trato respiratorio em
pacientes gravemente debilitados, imunodeprimidos ou portadores de doencas
pulmonares cronicas (Brooke, 2012).

Cosmopolita e ubiqua, SM pode ser encontrada em diversos habitats, incluindo
os extremos. Na natureza, SM é prevalente na rizosfera, onde pode promover o
crescimento e desenvolvimento vegetal, produzindo fitormdnios (Suckstorff e Berg,
2003) e solubilizando fosfato (Xiao et al., 2009). J&a foi demonstrado, por exemplo, que
SM aumentou o crescimento de leguminosas em solo altamente salino em mais de
180% (Egamberdieva et al., 2011).

SM foi caracterizada como importante no controle biolégico. Li e colaboradores
(2015) demonstraram que S. maltophilia B418, isolada da rizosfera, inibiu o
crescimento dos fungos Rhizoctonia solani e Rhizoctonia cerealis em plantulas de
pepino e trigo através da producao de quitinases. Jankiewicz e colaboradores (2012)
reportaram a atividade fungicida das quitinases de S. maltophilia MUJ em Fusarium,
Rhizoctonia e Alternaria; em 2016 0 mesmo grupo caracterizou a acdo nematicida de S.
maltophilia N4 através da producdo de proteases extracelulares (Jankiewicz et al.,
2016). Além da atividade nematicida e antifingica, um estudo recente reportou o
potencial quitinolitico de S. maltophilia JF66 no biocontrole de cupins (Jabeen et al.,
2018), demonstrando versatilidade de SM em atividades de biocontrole e sugerindo sua
potencialidade para a aplicagéo biotecnoldgica.

Ademais, SM apresenta envolvimento no ciclo biogeoquimico de Se, N e P.
Dungan e colaboradores (2003) relataram a transformacdo selénio para selenato e

selenito por S. maltophilia, sugerindo o papel da bactéria no ciclo biogeoquimico deste
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nutriente. Um estudo conduzido por Park e colaboradores (2005) nas rizosferas de
arroz, milho e trigo, demonstrou que SM apresenta grande potencial para fixagcao de
nitrogénio. Outros estudos demonstraram a capacidade de S. maltophilia como
competentes mineralizadores de fitato e como biofertilizante (Lim et al., 2007; PihAski e
Hupert-Kocurek, 2017; Xiao et al., 2009), muito provavelmente pela producgéo de fitase
(Lim et al., 2007).

SM também possui grande potencial para biorremediacdo de solos
contaminados devido a tolerancia a metais toxicos e a capacidade de degradar
compostos xenobidticos (Mukherjee e Roy, 2016). No estudo de Rousseaux e
colaboradores (2001), SM foi capaz de degradar atrazina, um herbicida amplamente
utilizado na agricultura, através da producdo de hidrolases, transformando o herbicida
em acido cianurico. Mukherjee e Roy (2013) relataram a degradacéo de tricloroetileno,
substancia toxica utilizada como solvente industrial, por cepa S. maltophilia PM102.
Além destas substancias, SM também demonstrou potencial para degradacdo de
compostos xenobidticos com atividade neurotéxica e cancerigena (p. ex. clorpirifés) por
S. maltophilia MHF-ENV20 (Dubey e Fulekar, 2012) e diclorodifeniltricloroetano (DDT)
(Pan et al., 2016).

Em relacdo a remocdo de metais toxicos de ambientes contaminados, Antonioli
e colaboradores (2007) observaram o potencial da cepa S. maltophilia SelTE02 para
remediar ambientes com alta concentracdo de selénio, através de sua reducdo em
selenito, que é menos toxico. Estudos recentes também demonstraram o potencial de
SM para reducéo de Cré* em Cr® em solo com altas concentracées de Cr, através de
mecanismos como a producéo de enzimas redutoras deste metal (Raman et al., 2018).
SM também demonstrou eficacia na fitorremediacdo com Populus trichocarpa em solo
afetado por petroleo. A estirpe R551-3, isolada da rizosfera, demonstrou capacidade de
sobrevida no solo e promocdo do crescimento da planta através da producao de

fitorménios, juntamente com outras bactérias (Taghavi et al., 2009).

1.5.2. Genbmica de Stenotrophomonas
O género Stenotrophomonas atualmente possui mais de 300 genomas
depositados no GenBank, do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(Benson et al., 2015). Dentre todas as espécies do género, S. maltophilia é a que
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detém a maior quantidade de genomas depositados. O primeiro genoma de S.
maltophilia K279a (isolado clinico) foi sequenciado em 2008, sendo também o primeiro
genoma completo sequenciado do género. Este genoma tem 4.851.126 pares de base
(pb), com 66,7% de conteudo de GC (guanina-citosina) e nenhum plasmideo
(Crossman et al., 2008). Além de varios genes de resisténcia a antibioticos de
diferentes classes, 0 genoma possui 9 sistemas de efluxo da familia resisténcia-
nodulacao-divisdo (RND); sistemas de secrecdo do tipo |, I, IV e V; um gene especifico
(smf-1) para sintese de fimbria, responsavel pela motilidade; e 6 genes envolvidos na
biossintese de exopolissacarideos (i.e. manA, manB e operon rmIBACD), Que sao
importantes na formacéao de biofilme (Huang et al., 2006; Oliveira-Garcia et al., 2003).

Estudos comparativos dos genomas de S. maltophilia R551-3 (endofitica) com S.
maltophilia K279a forneceram informacdes sobre funcdes que poderiam estar
associadas a adaptacédo a esses diferentes nichos. Aproximadamente 85% dos 4.175
genes de S. maltophilia R551-3 apresentaram homélogos em S. maltophilia K279a.
Além de apresentar maior repertério de genes relacionados a resisténcia
antimicrobiana, S. maltophilia K279a contém multiplas cépias génicas de enzimas
hemoliticas que conferem melhor adaptacdo em hospedeiros humanos (Ryan et al.,
2009). Alavi e colaboradores (2014) demonstraram que gene speE, envolvido na
biossintese de espermidina (poliamina promotora do crescimento vegetal), esta
presente nas espécies associadas a plantas(p. ex. cepa R551-3) e ausente na cepa
K279a. Foram também encontrados genes codificadores de fatores de viruléncia e do
gene de resisténcia a choque térmico (hscC) exclusivamente no isolado clinico.

Em 2011, Zhu e colaboradores publicaram o genoma de S. maltophilia RR-10,
uma PGPR que vive em associacdo com o arroz. Este genoma tem 4.660.562 pb,
66,3% de conteudo GC e um total de 4.292 genes codificadores de proteinas. De
acordo com os autores, o genoma de S. maltophilia RR-10 apresenta um repertorio
génico que capacita a bactéria para colonizacéao epifitica (Zhu et al., 2012).

Posteriormente, o genoma do isolado ambiental, S. maltophilia ZBG7B, foi
sequenciado e analisado por Chan e colaboradores (2015). Este genoma apresenta
4.065.086 pb, compreendendo varios genes que indicam o potencial biotecnoldgico

para biodegradacdo e biocontrole por codificarem xilosidades, xilanases, lacases e
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quitinases. No mesmo ano, o genoma ambiental da cepa BurAl com tamanho de
4.366.960 pb, mostrou auséncia da bomba RND classica da espécie (SmeABC) e
presenca de outra bomba de efluxo RND denominada EbyCAB, em uma ilha genémica
adquirida via transferéncia génica horizontal (HGT) (Youenou et al., 2015).

Estudos comparativos com cepas ambientais e clinicas demonstraram que
grande parte dos genes de resisténcia a antibioticos ndo estdo associados a elementos
genéticos moveis (p. ex. plasmideos, fagos e transposons), sugerindo que a resisténcia
de S. maltophilia a alguns antibiéticos ndo possui relacdo com a selecdo em ambientes
clinicos (Ryan et al., 2009). Em consonancia com estas observacdes, foi ainda
verificado que a presenca de genes intrinsecos de resisténcia a quase todos 0s grupos
de antibiéticos B-lactamicos (blaLl e blaL2) em SM nédo apresentam tracos de HGT; ao
contrario, as evidéncias sugerem que estes genes compartilham um ancestral comum
dentro do género (Patil et al., 2016). Esta analises s6 foram possiveis por conta do

avango no sequenciamento de genomas.

1.6. Sequenciamento gendmico

O sequenciamento genbmico teve inicio na década de 70, quando Sanger e
colaboradores apresentaram ao mundo o método de sequenciamento de DNA (Sanger
et al., 1977), posteriormente, conhecido como integrante da primeira geracdo de
sequenciamento. Porém, devido ao alto custo e metodologias laboriosas, o
sequenciamento de larga escala ficou restrito apenas a grandes centros genémicos e a
alguns laboratorios (Hall, 2007). As tecnologias de sequenciamento de primeira
geracado revolucionaram os estudos genéticos e promoveram o sequenciamento do
primeiro genoma de um organismo de vida livre, a bactéria Haemophilus influenzae
(Fleischmann et al., 1995), do primeiro genoma de planta (TAG, 2000) e do primeiro
genoma humano (Lander et al., 2001) através do método de sequenciamento shotgun,
uma das tecnologias mais importantes na histéria do sequenciamento genbmico
completo (Holst-Jensen et al., 2016).

Anos depois, com o advento das tecnologias de sequenciamento de nova (ou
segunda) geracdo (Next generation sequencing; NGS) a partir de 2005, houve um
crescimento enorme no numero de genomas de procariotos sequenciados (Figura 5)

(Tonder et al.,, 2014). Os meétodos de NGS revolucionaram 0 sequenciamento
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gendmico através de instrumentos que geram, rapidamente e a custos mais baixos (por
base), um numero muito maior de leituras (reads) por corrida. Dentre o0s
sequenciadores de segunda geracdo, atualmente, destacam-se o lllumina Hiseq e
Miseq. Além destes, temos ainda nos ultimos anos a popularizacéo de sequenciadores
gue geram reads longos (maiores que 20 Kb), como PacBio e Minlon (Liu et al., 2012;
Lu et al., 2016).
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Figura 5. Numero de genomas procariotos submetidos no Genbank em relacdo ao custo de
sequenciamento por genoma. Adaptado de Wetterstrand (2018).

1.7. Montagem de genomas

A montagem de genomas constitui no processo de ordenacédo e orientagcao dos
reads obtidos por sequenciamento NGS (Miller et al.,, 2010). Os processos de
montagem e finalizacdo de genomas a partir de abordagens recentes podem ser
divididos em trés etapas: analise de dados, montagem de novo e finalizagéo (Del-Angel
et al., 2018). Antes de se processar montagens é necessario converter os dados do

sequenciamento para padrdes utilizados pelo programa de montagem (Zerbino, 2010).
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O formato FASTQ é comumente utilizado por esses softwares, uma vez que o0 mesmo
apresenta as sequéncias de nucleotideos com dados sobre a qualidade obtida de cada
base. Essa qualidade de base é calculada de acordo com o indice probabilistico do
algoritmo Phred (Tabela 2), que consistem de um valor logaritmico de probabilidade de
erro, onde para a variavel Q, a qualidade € P; e para probabilidade de erro temos: Q = -
10 - logwo (Ewing et al., 1998). Através de programas como FastQC, é possivel
visualizar a média de qualidade das bases e assim, avaliar a qualidade obtida do
sequenciamento.

Tabela 2. Probabilidade de erro por base pelo algoritmo Phred.

Qualidade Phred (Q) Probabilidade de erro (P) Precisdo

10 lem 10 90%
20 1em 100 99%
30 1 em 1.000 99,9%
40 1 em 10.000 99,99%
50 1 em 100.000 99,999%
60 1 em 1.000000 99,9999%

A montagem de novo (do latim: “do inicio”) consiste na reconstrugcdo da
sequéncia gendmica original através da identificacdo de sobreposicdo dos reads com
objetivo de formar sequéncias continuas (contigs) e, posteriormente, o conjunto de
contigs, denominado de scaffolds. Programas de montagem de novo podem utilizar
diferentes modelos de algoritmos como: overlap-layout-consensus e Grafo de Bruijn,
sendo este Ultimo o mais utilizado para dados de NGS (Bankevich et al., 2012).

O Grafo de Bruijn é considerado atualmente a principal estratégia de montagem
de reads curtos devido ao seu alto desempenho ao processar grandes quantidades de
dados (Bankevich et al., 2012). Na montagem de genomas com Grafo de Brujin, cada
read € quebrado em uma sequéncia de k-mers (segmentos de tamanho fixo da
sequéncia) sobrepostos, que sdo entdo adicionados ao grafo como Vvértices.
Posteriormente, os veértices que tem sobreposi¢cdes exatas de k-1 nucleotideos sao
conectados, 0 que permite a identificacéo das regides de sobreposicdo. Para construir
0s contigs, os programas de montagem exploram as conexdes presentes no grafo,
passando pelos k-mers até achar o melhor conjunto de caminhos independentes
(Bankevich et al., 2012; Nagarajan e Pop, 2013).
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A Ultima etapa € o processo de finalizacdo de montagem (gap-closing), que € a
remocao de regides desconhecidas da montagem denominadas gaps. Estas decorrem
de falhas na montagem e precisam ser removidas para uma melhor representacéao do
genoma. Esta etapa de gap-closing pode incluir genomas de referéncia e até mesmo
montagens alternativas do mesmo genoma (Guizelini et al., 2016). ApGs o processo de
montagem os genomas, em geral, sdo submetidos a predicdo e a anotagdo funcional

dos genes.

1.8. Predicédo génica e anotacao funcional

A anotacdo € o processo de identificar e rotular todas as caracteristicas
relevantes em uma sequéncia do genoma. Neste sentido, a anotacdo visa inferir
conceitos biolégicos as sequéncias de DNA e pode ser alcancada através de
abordagens automaticas e/ou manuais (Richardson e Watson, 2013; Stein, 2001).

Na anotacdo automatica, diversos programas sao utilizados com o objetivo de
realizar predicbes de regibes abertas para leituras - Open Read Frames (ORF’s),
atraves de célculos ab initio, similaridade com outros organismos ou simplesmente pela
localizacdo de codons de iniciacdo e de terminagcdo com um ndamero “n” minimo de
cédons entre eles. Além disto, através desta abordagem também se localiza regides
codificadores de proteinas — Coding Sequencing (CDS), presentes nas ORF’s; bem
como, RNAs ribossomais (rRNA) e RNAs transportadores (tRNA). Entretanto, por ser
uma abordagem automatizada, apresenta limitacdes quando aplicados em genomas
muito fragmentados, podendo resultar em predicfes erradas (Médigue e Moszer, 2007;
Richardson e Watson, 2013).

A anotacdo manual, que depende da etapa automatica, pode auxiliar na
correcao destas predicdes e aumentar a qualidade das anotacdes funcionais atribuidas
aos genes (Médigue & Moszer, 2007). A anotacdo manual é feita a partir de curadoria
de resultados de busca por similaridade em bancos de dados contendo sequéncias e
dominios proteicos conservados (El-Gebali et al., 2018), bem como vias metabdlicas
(Kanehisa et al., 2016) e outras informacgdes acerca da funcionalidade dos genes
(Marchler-Bauer et al., 2014).
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1.9. Isolados UENF

A despeito das potencialidades dos vermicompostos discutidos anteriormente, a
microbiota presente nestes insumos ainda nédo foram completamente exploradas. Neste
sentido, o grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Fabio Olivares (UENF) vem
prospectando microrganismos com potencial biotecnolégico de diferentes tipos de
vermicompostos. Em 2012, foram isoladas diversas bactérias de diferentes tipos de
material vermicompostado (Aguiar, 2012). Dentre os isolados, foram selecionados os
microrganismos mais promissores para sequenciamento genémico. Alguns destes, ja
foram temas da dissertacdo de mestrado do MSc. Gustavo Rodrigues (Rodrigues,
2018) e da tese de doutorado do DSc. Filipe Matteoli (Matteoli, 2018).

As cepas UENF-4Gll, UENF-5BGII e UENF-26GlIl isoladas por Aguiar (2012),
demonstraram capacidade para promover 0 crescimento e aumento de massa fresca
em plantulas de milho. Testes bioquimicos (Tabela 3) apontaram que as cepas UENF-
4GIl e UENF-5BGII solubilizam fosfato e que os trés isolados fixam nitrogénio e
produzem auxinas (Aguiar, 2012). Este conjunto de caracteristicas de promoc¢ao do
crescimento vegetal justificou o sequenciamento dos genomas destas cepas pelo
nosso grupo de pesquisa, buscando prospectar 0s genes responsaveis por estas e
outras propriedades. O sequenciamento foi realizado durante o desenvolvimento da
tese do DSc. Filipe Matteoli, sendo a andlise genémica dos isolados de

Stenotrophomonas o foco desta dissertacao.

Tabela 3. Origem do vermicomposto, identificacdo e perfil metabdlico dos isolados UENF-4Gil|,
UENF-5BGII e UENF-26GlIl. Fonte: AGUIAR (2012)

Origem do Fixacdao de Producao Solubilizagao de

Isolado . Espécie A h
vermicomposto nitrogénio _de auxinas Fosfato
UENF-4GI Esterco bovino  Stenotrophomonas sp. Sim Sim Sim
UENF-5BGII Esterco bovino  Stenotrophomonas sp. Sim Sim Sim

UENF-26GllI Esterco bovino  Stenotrophomonas sp. Sim Sim Nao
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

Investigar a composicdo gendmica e identificar as cepas de Stenotrophomonas

sp. isoladas de vermicomposto através de analises de bioinformatica, colaborando com

0 entendimento da fisiologia destes isolados.

2.2. Objetivos especificos

Montagem do genoma dos isolados UENF-4GlIl, UENF-5BGII e UENF-26GlIl a
partir de dados brutos de sequenciamento;

Realizar a anotacdo dos elementos estruturais e do conjunto génico de cada
genoma com suas respectivas funcoes;

Determinar a espécie dos isolados UENF com base nos dados gendmicos e
predizer as relacdes filogenéticas com outros genomas pertencentes ao género
Stenotrophomonas disponiveis publicamente;

Comparar os isolados UENF com outros genomas do mesmo género disponiveis
publicamente por anéalises de pangenoma;

Identificar in silico determinantes de resisténcia aos antimicrobianos;

Buscar genes potencialmente envolvidos com a promocdo do crescimento
vegetal, biorremediacao e outros interesses biotecnol6gicos;

Realizar testes in vitro e correlacionar com os achados in silico.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Isolados e dados brutos de sequenciamento

Os dados brutos dos isolados UENF-4GlIl, UENF-5BGII e UENF-26GlII (Tabela
4) provenientes do sequenciamento pelo lllumina Hiseq2500 realizado no LaCTAD
(Unicamp) e utilizados neste estudo, encontram-se armazenados no laboratério de
quimica e funcdo de proteinas e peptideos (LQFPP) da UENF sob responsabilidade do
Prof. Thiago Venancio. Para realizacdo de experimentos in vitro, foram utilizados os 3
isolados mantidos criopreservados na colecédo de microrganismos LBCT da UENF na
curadoria do Prof. Fabio Olivares. Tais isolados foram cultivados em meio de cultura
DYGS por 48 h em incubadora rotativa a 32 °C e 180 rpm.

Tabela 4. Quantidade de bases e quantidade total dos reads armazenados de cada isolado.

Isolados N¢ de reads Tamanho (GB)
UENF-4GlI 60.186.890 15,5
UENF-5BGII 15.943.718 4.1
UENF-26GlII 38.174.643 9,8

3.2. Avaliacdo de qualidade e tratamento dos reads

A avaliacdo da qualidade e a quantidade dos dados brutos foi realizada pelo
programa FastQC 0.11.5. Este programa permite uma andlise grafica da qualidade dos
reads, auxiliando o tratamento dos dados que precede a montagem. Os adaptadores e
reads com baixa qualidade foram removidos utilizando o programa Trimmomatic 0.36
(Bolger et al., 2014), alterando os parametros avgqual para 30 e slidingwindow para 35.
Adicionalmente, também foi avaliada a cobertura resultante do sequenciamento para
cada genoma com base na formula de cobertura estimada (Figura 6) utilizando como

base o tamanho médio esperado por bactérias do género Stenotrophomonas.

Cobertura= TR *QR
TE

Figura 6. Férmula de cobertura estimada do genoma sequenciado. TR: tamanho dos reads;
QR: guantidade de reads e TE: tamanho estimado do genoma. Adaptado de Lander e
Waterman (1988).
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3.3. Montagem de novo e finalizacdo dos genomas

O processo de montagem dos genomas foi conduzido pelo programa SPAdes
3.10.1 (Bankevich et al., 2012); um montador baseado em Grafos de Brujin que utiliza
multiplos valores de k-mer (k) para obtencdo de sequéncias contigs e do conjunto de
contigs (scaffolds) que representem o genoma completo. Neste processo foram
testados valores de k entre 77 a 97 para cada isolado sequenciado. Os genomas
obtidos com menor numero de scaffolds foram submetidos aos processos de
otimizacdo e finalizacdo pelo programa GFinisher 1.4.0 (Guizelini et al., 2016). O
GFinisher utiliza genomas montados por outros algoritmos e genomas publicos
fechados com maior similaridade para ordenar, realocar e combinar scaffolds, bem
como remover os N’s (regides de gaps) existentes para obtencdo de drafts genémicos
de alta qualidade. Ademais, para busca de possiveis plasmideos existentes nos
genomas, foram utilizados os programas plasmidSPAdes 3.8.0 (Antipov et al., 2016) e
PlasFlow (Krawczyk et al., 2018) com parametros default.

3.3.1. Avaliagdo da montagem

A qualidade das montagens foi avaliada tanto pela andlise das métricas de
montagem quanto pela deteccédo de genes conservados em Gammaproteobactérias. A
avaliacdo das métricas para cada montagem foi conduzida pelo programa QUAST 3.0
(Gurevich et al., 2013). A deteccao de genes conservados foi realizada pelo algoritmo
BUSCO 3.0 (Siméo et al., 2015).

3.4. Anotacédo dos genomas UENF

As anotacfes dos genomas foram realizadas em duas etapas: automatica e
manual. A etapa de anotacdo automatica foi conduzida pelo programa PROKKA
utilizando as configuragdes default (Seemann, 2014), que utiliza os algoritmos Prodigal
(Hyatt et al., 2010), Barrnap e Aragorn (Laslett e Canback, 2004) para anotacdo de
genes codificadores de proteina, de rRNA e de RNAs transportadores (tRNA),
respectivamente. As funcbes génicas de cada genoma foram mapeadas por ortologia
utilizando o sistema de anotacdo automatica blastKOALA (Kanehisa et al., 2016)
(http://Iwww.kegg.jp/blastkoala) que utiliza a base de dados KEGG (Kanehisa et al.,
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2017) (http://www.kegg.jp); e eggNOG (http://eggnogdb.embl.de/), uma base de dados
gue classifica sequencias baseadas em grupos ortélogos (COG) (Galperin et al., 2014).

A segunda etapa foi realizada com auxilio da ferramenta BLASTp (Altschul et al.,
1997) para anotar manualmente os genes potencialmente envolvidos com a promocéo
do crescimento vegetal e de interesse biotecnologico a partir da predicdo das CDS pelo
PROKKA, utilizando a base curada de sequéncias SwissProt (Boutet et al., 2016).
Neste processo, 0s genes selecionados e seus produtos foram extensivamente
comparados com outros disponiveis publicamente. Como requisito minimo, a anotacao
de um gene foi aceito nos casos de e-value menor que 1e™ e conservacéo de dominios

proteicos com a sequéncia de referéncia do SwissProt (Gupta et al., 2014).

3.5. Analises de similaridade gendmicas

Em decorréncia do grande nimero de genomas depositados, técnicas que se
valem da similaridade do genoma inteiro tem se tornado mais populares, especialmente
para taxonomia bacteriana. Uma dessas técnicas se baseia na identidade média de
nucleotideos - Average Nucleotide Identity (ANI). Neste trabalho, as andlises de ANI
foram realizadas pelo moédulo Pyani (Pritchard et al., 2016) com base nos genomas
UENF e na selecdo de todos os genomas de Stenotrophomonas disponiveis no
GenBank e Joint Genome Institute (JGI). Através do médulo Pyani, os genomas sao
fragmentados in silico em segmentos de 1.020 nucleotideos, que séo alinhados
utilizando BLAST contra um genoma de referéncia para obtencédo dos valores de ANI
(Richter e Rossello-Mora, 2009). O programa considera 0s genomas com valores de

ANI superiores a 95% como pertencentes & mesma espécie.

3.6. Pangenoma

Pangenoma é o termo utilizado para representar o repertério génico completo de
bactérias de uma mesma espécie (Zhang e Sievert, 2014). Tendo em vista a
diversidade gendmica resultante da rapida aquisicdo e perda de genes das bactérias
(Vernikos et al., 2015), a identificacdo de genes conservados e especificos constitui
uma valiosa ferramenta no entendimento da espécie em questdo. Neste trabalho, as
analises de pangenoma foram realizadas com base nos genomas mais similares (>

95%) aos isolados UENF de acordo com as andlises de ANI. Os genomas com valores
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de ANI acima de 99,5% entre si foram removidos como forma de adquirir maior
precisdo dos resultados em relacdo a medida da variagéo intra-subespécies quanto ao
contetdo genético. A analise de pangenoma foi conduzida com o programa BPGA 1.3
(Chaudhari et al., 2016). Este programa agrupa as proteinas codificadas em todos os
genomas utilizando o modulo integrado USEARCH (Edgar, 2010) e, em seguida,
compara 0s genomas utilizando BLASTp com cutoff predeterminado de 95% de
identidade. Os resultados sdo comparados e 0 genoma core, acessorio e unico séo

obtidos e informados.

3.7. Filogenia MLSA do core genoma (cgMLSA)

A reconstrucao filogenética através de analises de sequéncia multilocus - multi-
locus sequence analysis (MLSA) foi baseada nas sequéncias dos genes de cépia Unica
presente no core genoma dos isolados UENF com o0s genomas similares. A andlise foi
conduzida com o meétodo, maxima verossimilhanca - Maximum Likelihood (ML)
(Felsenstein, 1981) através do programa RAXML 8.2.10 (Stamatakis, 2014). Para
determinacdo dos genes ortélogos de copia Unica do core genoma foi realizada uma
pesquisa por ortdlogos com o BUSCO, tendo a classe Gamaproteobacteria como
referéncia. As sequéncias selecionadas foram alinhadas pelo algoritmo MUSCLE
3.8.31 (Edgar, 2004) e os alinhamentos concatenados com o programa FASTconCAT-
G (Darriba et al., 2011). A extracdo das regifes filogeneticamente relevantes e a
remocdo de regides ambiguas necessarias para otimizacdo da andlise, foram
conduzidas pelo algoritmo TrimAL (Capella-Gutiérrez et al., 2009), com o0 uso do
parametro gappyout. O modelo de substituicédo foi estimado com o algoritmo ProtTest 3
(Darriba et al., 2011). A visualizacdo da arvore foi realizada pela ferramenta iTOL3
(https://itol.embl.de/) (Letunic e Bork, 2016).

3.8. Resistoma

E a avaliagdo do conjunto de genes responsaveis pela resisténcia a
antimicrobianos (resistoma) entre as espécies filogeneticamente mais préximas
(Sanchez, 2015). Neste trabalho, as analises foram conduzidas com base na busca de
genes de resisténcia utilizando a base de dados The Comprehensive Antibiotic

Resistance Database (CARD; https://card.mcmaster.ca), que contém uma colecéo
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rigorosamente curada e atualizada de genes de resisténcia a antibiéticos (Jia et al.,
2017). Os genomas selecionados para analise de pangenoma foram submetidos a
analise de resistoma, utilizando a ferramenta BLASTp com parametro evalue alterado
para le® e, posteriormente, analisados com base na identidade (acima de 60%) e
cobertura (acima de 80%). Os resultados de cada andlise foram representados em um

grafico de presenca e auséncia associado com a arvore filogenética do core genoma.

3.9. Testes in vitro

Para fins de validacdo experimental e avaliagcdo de propriedades promotoras do
crescimento vegetal e biorremediadoras, testes in vitro foram realizados. Os
experimentos foram executados no LBCT/CBB/UENF com auxilio da DSc Leticia
Oliveira Rocha. Para todos os experimentos descritos abaixo foram obtidos um pré-

inoculo de cada estirpe, conforme descrito no item 3.1

3.9.1. Fixagéo de nitrogénio

Para a confirmacéo da pelicula aerotaxica, uma aliquota de 20 pL da suspensao
bacteriana foi transferida para o meio semi-sélido JNFb, cuja composicdo é: 59 de
acido malico, 6 mL de K2HPO4 (sol. 10 %), 18 mL de KH2PO4 (sol. 10 %), 2 mL de
MgS04.7H20 (sol. 10 %), 1 mL de NaCl (sol. 10 %), 2 mL de CaCl2.2H20 (sol. 1 %), 4
mL de FeEDTA (sol. 1,64 %), 2 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5 % em 0,2 N de
KOH), 2 mL de solu¢édo de micronutrientes para meio de cultura, 1 mL de vitamina para
meio de cultura, 4,5 g de KOH e 1,7 g de agar, 1000 mL de H20 destilada e pH 5,8.
Apés sete dias de incubacdo a 32 °C foi avaliada a presenca ou ndo de pelicula
aerotaxica, uma pelicula esbranquicada em forma de véu na superficie do meio de
cultura que pode caracterizar o crescimento de bactérias diazotroficas (Ddbereiner et
al., 1995).

3.9.2. Solubilizac&o de Fosfato de Calcio

Aliquotas de 10 pL das solucbes bacterianas foram dispostas em placas de Petri
com meio de cultura solido para solubilizacdo de fosfato cuja composicédo é 10 g de
glicose, 5 g de cloreto de amoénio (NH4Cl), 1 g de cloreto de sédio (NaCl), 1 g de sulfato
de magnésio hepta-hidratado (MgS0Oa4.7H20), suplementado com 1,0 g de fosfato de Ca
(Cas(P0O4)30H), 15 g de agar, 1.000 mL de agua destilada, ajustando o pH para 7,0. As
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placas inoculadas foram incubadas em estufa de germinagéo a 32 °C durante sete dias.
A avaliagdo deu-se pela presenca do halo translucido formado ao redor das colénias
bacterianas e o indice de solubilizacdo de fosfato (IS = diametro do halo (mm)/
diametro da coldnia (mm)), classificado em baixo (IS < 2), médio (2 < 1S <4) e alto (IS >
4) (Marra et al., 2015).

3.9.3. Interacgéo fungo-bactéria

Para a interagdo fungo-bactéria, foram utilizados os fungos Trichoderma 476 e F.
solani. Os fungos foram previamente inoculados em placas de agar dextrose batata
(ADB), por aproximadamente sete dias. Ap6s este periodo, um plug do fungo foi
colocado no centro de uma placa com meio ADB e trés aliquotas de 10 puL do pré-
inoculo da bactéria foi disposto ao redor deste plug. As placas foram deixadas em
estufa de germinacdo por sete dias a 32 °C. Controles foram obtidos através da
utilizacdo apenas do fungo. A cada 24 h, o crescimento fungico foi registrado com o
auxilio de uma camera fotogréfica para confirmar o potencial de inibicdo ou ndo das

estirpes de bactéria sobre cada fungo.

3.9.4. Crescimento bacteriano na presenca de Cromo

As solugdes contendo diferentes concentracdes de Sulfato Dicromato de
potassio (K2Cr207) foram preparadas a partir de solugdes estoque de 1 g/L. Para curva
de crescimento bacteriano, uma aliquota de 20 pL da suspensdo bacteriana
previamente foi transferida para o meio caldo nutritivo suplementado com diferentes
concentragcbes de K2Cr20O7 de acordo com a metodologia de Kader e colaboradores
(2007), sendo 20, 40, 60, 80, 100 e 120 mg/L. O in6culo foi levado a incubadora
rotativa a 32 °C e 180 rpm por 48 h. A cada 12 h, aliquotas de 200 pL foram
transferidas para placas de 96 pocos. O numero de células bacterianas foi
demonstrado através da densidade Optica (DO) sendo realizada a leitura em
espectrofotometro Hidex Chameleon Multilabel Detection Platform com absorbancia de
595 nm pelo programa MikroWin 2000. O ensaio foi realizado em triplicatas e um
controle contendo somente a suspenséo e o meio NB. Ao final de 48 h uma aliquota foi
retirada do controle e das concentracbes de 20, 60 e 120 mg/L e a morfologia das
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células foram visualizadas por meio de microscopia 6ptica de contraste de fase, em
microscopio optico Zeiss Axioplan, com uma camera fotografica digital acoplada.

Para o crescimento em placa, uma aliquota de 10 pL da suspensao bacteriana
(item 4.1) foi transferida para placas de meio sélido NB suplementado com diferentes
concentracbes de metal 20, 60, 120 mg/L. As placas foram colocadas em estufa a
32 °C por 48 h e ao final do experimento, imagens foram obtidas das colonias com o
auxilio de uma camera fotografica. O experimento foi realizado em triplicata e o

controle foi obtido com placa contendo somente meio NB solido.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Anélise de qualidade dos reads

A qualidade dos reads de cada isolado UENF foi analisada com base no sistema
Phred através do programa FastQC. Todos 0s genomas apresentaram estimativas
acima de 87% de qualidade de reads superior a Phred 30 (1 erro a cada 1.000 pb). A
analise de cobertura estimada para cada genoma apresentou os valores de 1.254x
para UENF-4Gll, 332x para UENF-5BGII e 795x para UENF-26Glll; valores elevados
tendo em vista a taxa de cobertura minima esperada (60x) (Del-Angel et al., 2018).
Devido a elevada taxa cobertura proporcionada para cada genoma, 0s reads com
gualidade igual ou acima de Phred 30 foram mantidos pelo algoritmo Trimmomatic
(Figura 7) e os demais excluidos com o uso do mesmo programa. De acordo com
Carneiro e colaboradores (2012), utilizar apenas os reads de alta qualidade otimiza o

processo de montagem.
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Figura 7. Avaliacdo de qualidade dos reads forward e reverse apés etapa de trimming. O eixo
Y representa o valor de qualidade Phred, o eixo X, a posi¢do das bases dentro dos reads de
100 pb; a linha vermelha representa a mediana das leituras e a azul a média.

4.2. Montagem de novo e avaliagcdo dos genomas

No processo de montagem do genoma pelo SPAdes 10.3.1, os melhores
resultados foram obtidos, para todos os isolados, com o valor de k = 97 utilizado em
conjunto com os valores de k = 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93 e 95. As analises
obtidas pelo plasmidSPAdes e PlasFlow ndo apresentaram nenhum resultado para
presenca de plasmideos, demonstrando a auséncia destes elementos moveis nos
isolados UENF-4Gll, UENF-5BGII e UENF-26GlII.

A etapa de avaliacdo da montagem de genomas € determinada pelas métricas
de contiguidade. Em geral, as melhores montagens sdo as que possuem menor
namero de scaffolds (L50 e L75); e maiores valores de N50 e N75. As métricas L50 e
L75 sé&o utilizadas para descrever o numero minimo de scaffolds necessario para cobrir
metade e 75% do genoma respectivamente. Com os scaffolds ordenados do maior ao
menor, a métrica N50 é utilizada para indicar o tamanho do scaffold que estad na
metade da cobertura do genoma; e o valor de N75, o tamanho do scaffold na posicéo
correspondente a 75% da cobertura (Gurevich et al., 2013; Nagarajan e Pop, 2013).
Apoés a finalizagdo de cada montagem pelo GFinisher, todos os genomas UENF

apresentaram métricas de contiguidade satisfatorias (Tabela 5).
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Tabela 5. Métricas das montagens dos genomas UENF obtidas apés finalizacdo pelo GFinisher.
Os valores em negrito destacam as melhores métricas.

Montagem UENF-4Gll UENF-5BGII UENF-26GllI
scaffolds 4 4 11
scaffolds >= 1000 pb 3 3 9
Maior scaffold 2.070.121 2.261.488 1.131.156
GC % 66,55 66,87 67,01
N50 1.378.831 1.213.989 762,65
N75 1.378.831 1.213.989 545,518
L50 2 2 3
L75 2 2 4

N° de gaps por 100 kpb 0 0 0
Tamanho Total 4.440.053 4.536.003 4.479.133

A avaliagcdo das montagens através da localizacdo de genes ort6logos Unicos
pelo programa BUSCO 3.0 foi conduzida com base na selegao da base de dados para
classe de Gammaproteobacteria (composta por 452 genes ortdlogos Unicos presentes
em 751 espécies), com o conjunto de dados filogeneticamente mais proximo e
disponivel para o género Stenotrophomonas.

Os resultados demonstraram a auséncia de 11 (2,43%) genes ort6logos Unicos
em todas as cepas UENF (Figura 8). Estes genes tampouco foram encontrados nos
genomas de S. maltophilia D457e S. maltophilia JV3 (genomas de referéncia),
indicando que esta observacao deve ser uma caracteristica da espécie, e ndo uma
falha no processo de montagem. A margem de genes ausentes esta de acordo com o
preconizado pelos autores do programa BUSCO (Siméo et al., 2015). Em resumo,
todos os isolados UENF apresentaram estimativas de qualidade superiores a 96,4%,

comparaveis aos obtidos para cepas de referéncia.
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Figura 8. Resultado da Avaliacdo do BUSCO. Presenca de genes ortélogos de cépia Unica
pertencentes a Gammaproteobacteria nos isolados UENF-4GIl, UENF-5BGII, UENF-26GllIl e
em dois genomas de referéncia pertencentes a espécie S. maltophilia.
4.3. Predicdo e anotacdo automatica dos genes

A identificacdo de genes € um dos primeiros e mais importantes passos para
compreender o genoma sequenciado (Yandell e Ence, 2012). Na predicdo génica
gerada pelo PROKKA, o isolado UENF-4Gll revelou 4.034 genes, dos quais 2.514
(62,32%) tiveram sua funcdo predita (Tabela 6). Ja para os isolados UENF-5BGII e
UENF-26GlII foram preditos 4.159 e 4.112 genes respectivamente, com anotacdo de
2.605 (64,4%) genes para UENF-5BGII e 2.532 (61.58%) para UENF-26GlII.

Tabela 6. Anotagéo geral dos genomas UENF a partir do PROKKA.

Métricas UENF-4GlI UENF5-BGII UENF-26GlII

CDS 3.955 4.081 4.035
Genes 4.034 4.159 4112
RNAr 4 4 3
RNAt 74 73 73

CG(%) 66,55 66,87 67,01
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A Tabela 7 mostra a classificacéo pelo COG através da base de dados EggNOG
de todos os genes preditos pelo PROKKA dos isolados UENF. Algumas das funcoes
representadas pelas letras K, T, U e P, na primeira coluna da tabela tiveram uma
pequena variacdo de genes para cepa UENF-5BGII em relacdo aos demais genomas.
Por se tratarem da mesma espécie, sdo esperadas pequenas diferencas na quantidade
de genes responsaveis por cada uma das fungbes. Os genes anotados sem funcao
conhecida (S) e classificados como sem anotac&o representam a maioria do conjunto
génico considerado pelo programa, indicando a existéncia de caracteristicas génicas

inexploradas e desconhecidas dos isolados UENF.

Tabela 7. Anotacdo funcional dos genomas UENF-4Gll, UENF-5BGIlI e UENF-26Glll pelo
EggNOG. Os genes preditos para cada genoma encontram-se distribuidos entre as categorias
funcionais do COG.

COG FUNGAO UENF-4Gll UENF-5BGII UENF-26GlIl
ARMAZENAMENTO E PROCESSAMENTO DE INFORMAGOES
A Modificagio e processamento de RNA 1 1 1
J Tradugao, estrutura ribossomal e biogénese 172 177 173
K Transcricao 214 259 234
L Replicagdo, recombinagio e reparo 148 136 132
B Estrutura e dindmica da cromatina 1 1 1
PROCESSO0S E SINALIZAGAO CELULAR
D Controle do ciclo celular e diviso celular 26 28 26
Y Estrutura do ndcleo 0 0 0
W Mecanismos de defesa 71 75 74
T Mecanismos de tradugio de sinal 208 228 217
M Parede celular/membrana‘envelope biogenesis 236 235 236
M Motilidade celular 71 74 72
Z Citoesqueleto 0 0 0
W Estruturas extracelulares 3 0 5
U Trafego intracelular, secrecdo, transporte de vesiculas 121 127 119
(0] Modificagio pds-tradugio, protein turnover, chaperones 155 150 147
METABOLISMO
c Predugao e conversio de energia 182 188 186
G Transporte & metabolismo de carboidratos 144 138 147
E Trasnporte & metabolismo de aminoacidos 208 214 212
F Transporte & metabolismo de nucleotideos 7T T4 73
H Transporte & metabolismo de coenzimas 108 110 100
| Transporte & metabolismo de lipidios 109 118 108
P Transporte & metabolismo de ions inorganicos 212 226 208
Q Biossintese de metabolitos, transporte e catabolismo secundario 62 68 61
BAIXA CARACTERIZAGAO
R Predicao de fungdes gerais 0 0 0
s Sem fungdo conhecida 820 836 846

SEM ANOTACAO 246 270 267
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4.4. Analise manual dos genes

Estudos prévios de Aguiar (2012) com os isolados UENF demonstraram
algumas caracteristicas fenotipicas para promocao do crescimento vegetal, entretanto
pouco se sabe sobre as bases genéticas de tais caracteristicas. No intuito de averiguar
estas caracteristicas, buscamos anotar genes especificos que desempenham papeéis
centrais nos fendtipos observados (Tabela 3), assim como genes relacionados a
promocédo do crescimento vegetal, biorremediacdo e outros processos ecofisiologicos.

Os resultados estdo sumarizados na Figura 9.
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Figura 9. Representacéo circular dos genomas UENF e a distribuicdo dos genes relacionados
a processos de interesse biotecnolégico. O genoma UENF-4GlI foi utilizado como referéncia
para mapeamento.

Os isolados UENF apresentaram as mesmas caracteristicas genotipicas de
interesse biotecnoldgico, com pequenas diferencas na quantidade de cOpias dos genes
(Figura 10). Os genes classicos relacionados a fixacdo de nitrogénio (nif) e a
solubilizacéo de fosfato (pgq e gdh) ndo foram localizados. Os testes in vitro realizados

para estas caracteristicas nos isolados UENF ndo apresentaram resultados estatisticos
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significativos em relacdo ao controle (dados ndo apresentados). Atualmente né&o
existem relatos da presenca destes genes no género Stenotrophomonas, apesar de
alguns autores terem descrito estas atividades em testes experimentais (Liba et al.,
2006; Reinhardt et al., 2008). Contudo, nossas analises revelaram genes relacionados
a promocédo do crescimento de plantas ainda pouco explorados, porém promissores,
abordados a sequir.
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Figura 10. Quantidade de genes envolvidos na promoc¢do do crescimento de plantas,
biocontrole de fitopatdgenos e resisténcia a metais toxicos para cada genoma UENF.

4.4.1. Genes relacionados a biossintese de auxinas

O &cido indol-3-acético (AlA) produzido por bactérias € uma das mais comuns e
amplamente estudadas moléculas de sinalizacdo bacteriana nas interagfes planta-
microbio. A acdo destas moléculas resulta na estimulacdo direta do crescimento e
proliferacdo celular vegetal (Spaepen e Vanderleyden, 2011). Dados in vitro ja
demonstraram a producédo de AlA para os isolados UENF (Aguiar, 2012). As anotacdes
dos genomas UENF revelaram a presenca de um homélogo do gene que codifica a
enzima indol-3-piruvato-descarboxilase, o ipdC, considerado central da via IPA, os

demais genes da via ndo foram localizados. Estudos anteriores ja demonstraram que a
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inativacdo do gene ipdC ocasiona diminuigcdo drastica da producdo de AIA (Malhotra e
Srivastava, 2008). Ademais, sequéncias com alta similaridade ao gene ipdC tém sido
reportadas em varios géneros (p. ex. Serratia e Xanthomonas) e relacionadas com
capacidade de producdo de compostos inddlicos (Patten et al., 2013). Estudos com S.
maltophilia j& demonstraram a capacidade desta espécie para producdo de compostos
inddlicos (Hassan e Bano, 2016), embora o0s genes responsaveis por esta
caracteristica ndo tenham sido identificados. Nossos dados sugerem que os isolados

UENF produzem AIA através da via dependente de triptofano, a IPA.

4.4.2. Genes relacionados a biossintese de espermidina

Poliaminas (p. ex. espermidina) sdo essenciais para o desenvolvimento celular e
sdo correlacionadas com o desenvolvimento de raizes laterais, resisténcia a patbgenos
e atenuacdo de estresses oxidativos, osmoticos e acidicos (Xie et al.,, 2014). A
espermidina pode ser sintetizada através da via de biossintese canbnica pela ornitina
descarboxilase ou, alternativamente, em duas etapas catalisadas pela arginina
descarboxilase (speA), agmatinase (speB) e espermidina sintase (speE). Nesta via, 0
transporte especifico de espermidina é possivel gracas ao sistema de transporte
codificado pelos genes do operon potFGHI (Miller-Fleming et al., 2015).

Nos genomas UENF, foram identificados genes que codificam enzimas do
caminho alternativo de biossintese (speA, aguA, aguB, speD, speE e speG) e
transporte de espermidina (genes mdtlJ) (Figura 11), sugerindo a capacidade dos

isolados UENF de produzir e secretar espermidina.
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Figura 11. Apresentacao gréfica da via alternativa de biossintese de espermidina presente nos
isolados UENF. SAM: S-adenosilmetionina. Adaptado de Xie et al. (2014).
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Estudos demonstraram que a aplicacdo de poliaminas exdégenas pode aumentar
a tolerancia ao estresse abidtico. Zhou e colaboradores (2016) demonstraram que a
biossintese de espermidina por Bacillus megaterium BOFC15 resultou em maior
biomassa, maior capacidade fotossintética e maior atividade das enzimas antioxidantes
em Arabidopsis thaliana, quando comparadas com o controle. Desta forma, a producgéo
de espermidina pelos genomas UENF, possivelmente, contribui para o crescimento

vegetal e protecdo das plantas contra estresses abioticos.

4.4.3. Genes relacionados a mineralizacdo de fosfato organico

A deficiéncia de P no solo € um grande obstaculo para a producédo agricola. O
fitato é a principal forma de P organico no solo e encontra-se indisponivel para as
plantas como fonte de Fosforo devido a forte interacdo deste com componentes do solo
(Singh e Satyanarayana, 2011). Além do fitato, estdo presentes no solo moléculas
organofosforadas que contém a ligacdo C-P altamente estavel e insoluvel, dificultando
a assimilagdo de P pelas plantas. Neste sentido, a agdo de microrganismos
mineralizadores de P é crucial as plantas em sistemas agricolas onde almeja-se reduzir
0 uso de insumos quimicos (Rodriguez et al., 2006).

Os isolados UENF apresentam diversos genes relacionados a mineralizacédo de
P, como as fosfatases acidas, agp e phoC (Rodriguez e Fraga, 1999); e o gene
codificante de 3-fitase (phyA) (Kim et al., 1998). Dentre os dezessete genes do operon
phn, envolvido na degradacédo e absorcdo de fosfonato (Xie et al., 2016), apenas phnA
(fosfonoacetaldeido hidrolase) e os genes phnB e phnD, envolvidos no transporte de
fosfonato, foram encontrados (Figura 9).

Estudos anteriores ja demonstraram que a producao de enzimas relacionadas a
mineralizacdo de P orgéanico possui efeito direto na promog¢éo do crescimento vegetal
(Singh et al.,, 2014). Embora a presenca das fitases em Stenotrophomonas ainda
permaneca pouco explorada, segundo Fuentes e colaboradores (2009), bactérias
oriundas de processos de compostagem apresentam alta atividade para degradacéo de

fitato e, portanto, apresentam-se como candidatos promissores a bioinoculantes.
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4.4.4. Resisténcia a metais em Stenotrophomonas

Ao longo da evolugdo, as bactérias desenvolveram varios mecanismos para
atenuar a toxicidade do excesso de metais. Sistemas de efluxo, sintese de compostos
de ligantes, bioacumulacdo e reducdo de metais a formas menos toxicas sao as
principais estratégias utilizadas por estes microrganismos, despertando interesse por
aplicacbes biotecnoldgicas (Das et al., 2016). Stenotrophomonas maltophilia €
conhecida por apresentar resisténcia intrinseca a diversos metais téxicos. No entanto,
0S mecanismos bioquimicos empregados por esta espécie permanecem inexplorados.

Os isolados UENF possuem 0s genes copA, copB, copC e copD, que codificam
proteinas de ligacao cruciais na homeostase e resisténcia ao cobre (Lawton et al.,
2016); genes da arsenato redutase (arsC e arsC2) e de permeases de efluxo com alta
especificidade ao arsenito (arsB e acr3), envolvidos na resisténcia bacteriana ao
Arsénio (Yang et al.,, 2012); o operon czcCBA, responsavel por codificar o fator de
membrana externa CzcC, a proteina de fusdo de membrana CzcB e a bomba de efluxo
de membrana interna CzcA, que confere a resisténcia ao Cadmio, Cobalto e Zinco em
diversas espécies de bactérias, incluindo Stenotrophomonas (Aslam et al., 2018; Stahl
et al., 2015); o operon czcRS regulador de czcCBA; e o operon cnrCBA, que confere
resisténcia ao Niquel e Zinco através de proteinas com estruturas similares ao czcCBA
(Nies, 2003) (Figura 10).

Além disto, foi localizado nos genomas o gene da cromato redutase (chrR), que
confere sobrevida a bactéria na presenca de Cr® através da oxirreducdo do metal
(Raman et al., 2018). Sendo assim, 0s genomas apresentaram bases génicas de
resisténcia ao Cd, Co, Zn, As, Ni, Cu e Cr, demonstrando serem capazes de sobreviver
em ambientes contaminados com estes metais e, possivelmente, melhorar a eficiéncia
da fitoextragéo.

Como forma de avaliar uma das capacidades de resisténcia a metais toxicos,
realizamos testes in vitro de tolerancia ao Cromo hexavalente nos isolados UENF. Os
resultados mostraram o crescimento regular (em relagcdo ao controle) das cepas em
placas contendo concentracdes de 20, 60 e 120 mg/L de Dicromato de potassio (Figura
12a), indicando que estas concentracdes nao afetam o desenvolvimento e o

crescimento das coldnias. A avaliacdo do crescimento em meio liquido mostrou
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resultados diferentes entre as cepas (Figura 12b). O isolado UENF-4GlII apresentou
maior taxa de crescimento nas concentracées de 120 mg/L de Cr em relacdo aos
isolados UENF-5BGII e UENF-26GilII.

No gréafico também € possivel observar que nas concentracdes de 40 e 60 mg/L
no periodo de 36 e 48 h, o isolado UENF-4Gll apresentou maior crescimento em
relacdo ao controle (0 mg/L). Esta caracteristica peculiar também foi observada na
UENF-5BGII com concentracao de 20 mg/L do metal durante todo periodo avaliado.

A analise demonstrou que a concentracdo de 120 mg/L nao foi suficiente para
inibir o crescimento dos isolados UENF, sendo necessarios testes posteriores para
determinacdo da concentragdo minima inibitéria (MIC). No estudo de Raman e
colaboradores (2018), S. maltophilia NA2 apresentou niveis satisfatorios de tolerancia
na presenca de 1.950 mg / L de Cr* e MIC de 7.400 mg/L, demonstrando o potencial

gue a espécie possui para resisténcia ao Cr.
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Figura 12. Andlise de tolerancia a Cr6+. (A) Crescimento em placa dos isolados UENF
contendo diferentes concentracdes de Dicromato de potassio. CT= Controle. (B) Curva de
crescimento dos isolados UENF em caldo nutritivo na presenca e auséncia de Dicromato de
potdssio em diferentes concentragBes. Barras na cor preta representam o desvio padrao.
Linhas na cor laranja mostram a taxa de crescimento para cada concentracdo observada em 48
h.
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4.4.5. Biocontrole de fitopatégenos

Obter vantagem em um ambiente de intensa competitividade € um desafio para
0s microrganismos. Algumas bactérias relacionadas ao biocontrole produzem
sideroforos como um dos mecanismos para competir com patdégenos microbianos no
solo e plantas (p. ex. rizosfera) e esta habilidade tém se tornado um grande atrativo
para aplicacbes biotecnologicas (Ahmed e Holmstrom, 2014). Localizamos nos
genomas dos isolados UENF, um operon (Figura 13) relacionado com a biossintese de
sideroforo por sintetases peptidicas né&o-ribossomais - non-ribosomal peptide
synthetases (NRPS). Este operon € composto por 10 genes sendo 6 homdlogos ao
cluster génico responsavel pela sintese de bacilibactina, um sideréforo produzido pela
PGPR Bacillus subtilis (May et al., 2001).
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Figura 13. Operon relacionado a biossintese de sideréforo localizado nos isolados UENF.
Dentro de cada representagdo génica anotada esta a porcentagem de identidade
correspondente aos genes de sintese do sideréforo bacilibactina produzido por B. subtilis.

Além do operon, os genomas UENF possuem diversos tipos de genes
relacionados a captacéo de sideroforos (fcuA, fhuA, fhug, fpvA e bfrD) distribuidos em
diferentes quantidades de copias. fcuA e fhuA codificam proteinas (que ancoram na
membrana externa) receptoras de ferricromo, um sideréforo do tipo hidroxamato
produzido por diversas bactérias gram-negativas (Silver e Walden, 2012). O gene fhuE
codifica uma proteina receptora de alta afinidade com coprégeno, um sideréforo
produzido por diversos fungos (Renshaw et al., 2002). O gene fpvA é conhecido pela
producéo de receptores do sideroforo ferripioverdina em Pseudomonas aeruginosa e;

bfrD, por codificar um sideréforo sem especificidade conhecida. A presenca de
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diferentes tipos de receptores pode capacitar a bactéria a captar sideréforos produzidos
por outros microrganismos e aumentar a vantagem competitiva, inclusive em
microrganismos fitopatogénicos.

Além dos sideréforos, a secrecdo de enzimas quitinoliticas por bactérias é
considerada um dos mecanismos importantes no biocontrole (Santamarina et al., 2017).
Encontramos nos genomas UENF dois genes de quitinases (Figura 10). Através de
analises com BLASTp contra a base de dados Swissprot, verificamos que as
sequéncias sdo pertencentes a familia glicosil-hidrolase 18, especificamente, na
subfamilia A (chiA).

Proteases extracelulares também podem contribuir para a inibicdo do
crescimento de patdégenos de plantas, como fungos e nematoides (Kupferschmied et al.,
2013). Genes de serino-proteases estdo presentes nos genomas UENF (Figura 9).

Quitinases e proteases podem atuar sinergicamente no biocontrole de
fitopatdégenos. Desta forma, nossas anélises mostram que todos os trés isolados UENF
sdo geneticamente equipados para biocontrole de patdégenos bacterianos e fungicos.

Stenotrophomonas sdo conhecidos como agentes de biocontrole de fungos
fitopatogénicos. Em estudos anteriores, as quitinases de S. maltophilia 34S1
suprimiram a doenca patch de verdo, causada no capim-branco pelo fungo rizosférico,
Magnaporthe poae (Kobayashi et al., 2002). Outro trabalho demonstrou a deformacao
de hifas fungicas com preparacfes de quitinase purificada da cepa S. maltophilia C3,
demonstrando o papel da quitinase da espécie no biocontrole (Zhang e Yuen, 2000).

Com base nas evidéncias gendmicas localizadas para biocontrole, realizamos
testes in vitro de interacdo fungo-bactéria com os isolados UENF-4Gll, UENF-5BGII e
UENF-26GlII sobre isolados fungicos: F. solani e Trichoderma 476.

Os resultados mostraram que as cepas UENF néo inibiram o crescimento de
Trichoderma 476, um fungo benéfico e abundante na rizosfera; enquanto que apenas o
isolado UENF-4GlI foi capaz de inibir F. solani, um fungo fitopatogénico que infecta
culturas como feijao, soja e muitas outras (Figura 14).

Os dados se correlacionam com estudos anteriores que demonstraram o
potencial antifingico de Stenotrophomonas sobre o género Fusarium (Jankiewicz et al.,

2012; Suma e Podile, 2013). Entretanto, os resultados obtidos para as cepas UENF-
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5BGIl e UENF26GIIl criopreservadas, sugerem um resequenciamento para
confirmacgédo de pureza da coldnia, devido a diferenca de resultados em relacdo a cepa
UENF-4Gll, tendo em vista que estes genomas possuem 0 mesmo perfil e

caracteristicas genotipicas.
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Figura 14. Ensaio de inibicdo de duas espécies de fungos pelos isolados UENF. As imagens
foram capturadas ap6s 120 h de co-inoculacao das cepas UENF com os fungos. CT = controle.

4.4.6. Interacdo bactéria-planta e colonizacao

Exsudados radiculares atraem bactérias que, por sua vez, se acumulam na
rizosfera. O deslocamento bacteriano na rizosfera pode ser em resultado dos fluxos de
agua ou pelo uso de flagelos e pili do tipo | e IV (Taghavi et al., 2010). Nos genomas
UENF foram localizados todo o aparato génico (fimAl, pilGHIJ e piIDCABRS) que
codificam proteinas estruturais de flagelo e pili, responsaveis pelo movimento
quimiotético das Stenotrophomonas.

O préximo passo na colonizagdo bacteriana € a adesdo na raiz que pode ser
possivel devido a producdo de adesinas, pili do tipo IV e formacdo de biofilme
(Compant et al., 2010). Foram localizados nos genomas UENF os genes de producéo
de adesinas (67% de identidade de Xanthomonas) da espécie S. maltophilia. Ademais,
foram localizados o operon pgaABCD, que codificam enzimas responsaveis pela
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formacdo e exportagdo do homopolimero linear, a poli-B-1.6-N-acetil-D-glucosamina,
uma das principais substancias presente no biofilme (Itoh et al., 2008).

A bomba de efluxo SmeDEF também desempenha um papel importante na
colonizacédo de plantas. A expressdo de genes que codificam esta bomba é regulada
positivamente por flavonoides produzidos pelas plantas, sendo a delecdo de smeE
prejudicial a colonizacéo epifitica (Garcia-Ledn et al., 2014). Em nossas analises, todos
0s genomas UENF possuem o operon smeDEF.

Durante a colonizacdo, as bactérias podem se estabelecer em espacos
intercelulares do rizoplano, através da atividade enzimas que degradam a parede
celular, como celulase e xilanase (xyl) (Pedrosa et al., 2011). Os isolados UENF-4Gll e
UENF-26GlIIl possuem genes da xilose isomerase (xylA), xilose quinase (xylB),
proteina transportadora de xilose (xylE), B-xylosidase (xyl3A), a-glucuronidase
extracelular de xilano e o gene da xilosidase (xsa). Entretanto, no isolado UENF-5BGII
foi encontrado apenas o gene xyIB (Figura 10).

Bactérias estabelecidas no rizoplano e endorizosfera podem se comunicar com
células vegetais através da producéo e secrecao de proteinas efetoras, a fim de evitar
a resposta do sistema imune das plantas (Ali et al., 2014). A secrecdo de proteinas
efetoras pode ocorrer através do sistema de secrecao tipo Il e IV, codificados por
diversos genes presentes nos genomas UENF.

O sistema de comunicacao célula-célula, conhecido como quorum sensing, no
género Stenotrophomonas, se baseia nas moléculas da familia do fator difusivel de
sinal - Diffusible Signal Factor (DSF) e pode influenciar positivamente a colonizagéo e a
promocédo do crescimento das plantas (Alavi et al., 2013). A producéo e percepcao de
DSF é carreada pelos genes rpfC, G e F, sendo estes presentes em todos os genomas
UENF. Nossos resultados indicam que os isolados UENF produzem e detectam DSF

gue podem influenciar a colonizagao das plantas.

4.5. Similaridade gendmica

A utilizacdo de ferramentas de bioinformatica como o ANI so Uteis para definir a
taxonomia de procariotos (Figueras et al., 2014). O ANI estima a identidade média de
nucleotideos entre dois genomas, sendo o limiar minimo de 95% (Pritchard et al., 2016)

um dos principais critérios para considerar duas estirpes como da mesma espécie.
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A analise de ANI dos isolados UENF foi conduzida com todos os genomas de

Stenotrophomonas sp. disponiveis nos bancos de dados Genbank e JGI até julho de

2018, incluindo os genomas do género Stenotrophomonas sem espécie identificada.

No total, 302 genomas foram obtidos dos bancos de dados. Foram identificados 59

genomas de Stenotrophomonas com porcentagens de ANI superior a 95 % quando

comparadas com os isolados UENF (Tabela 8).

Tabela 8. Estirpes do género Stenotrophomonas com valores de ANI acima de 95% para cada

isolado UENF.
Organismo Estirpe AN
UENF 4GIl UENF 5BGII UENF 26Glll
Stenotrophomonas sp. UENF-4GlI 100.00% 92,53% 92,82%
S. maltophilia DFO7 97,88% 92,46% 92,82%
S. maltophilia SmF22 97,80 92,50% 92,70%
S. maltophilia Sm32COP 97,72 92,48% 92,79%
S. maltophilia SmSOFb1 97,70% 92,40% 92,62%
S. maltophilia B1 97,67% 92,52% 92,83%
Stenotrophomonas sp. HMSC10F07 97,64% 92,56% 92,83%
S. maltophilia mecca 96,88% 92,43% 92,73%
S. maltophilia 594 96,83% 92,41% 92,73%
Stenotrophomonas sp. DDT-1 96,25% 92,37% 92,73%
S. maltophilia MC 2011 STM2 95,80% 92,53% 93,04%
S. maltophilia MC_ 2010 STM2 95,78% 92,50% 93,02%
S. maltophilia MC_2013 95,78% 92,53% 93,04%
S. maltophilia MC_2012 95,77% 92,59% 93,02%
S. maltophilia MC_2014 95,77% 92,55% 93,03%
S. maltophilia E999 95,75% 92,50% 93,03%
S. maltophilia TG_2007_STM1 95,75% 92,43% 93,04%
S. maltophilia TG_2005 95,75% 92,43% 93,02%
S. maltophilia TG_2014 STM2 95,74% 92,43% 93,06%
S. maltophilia TG_2013 95,74% 92,41% 93,04%
S. maltophilia TG_2009 _STM2 95,73% 92,42% 93,07%
S. maltophilia 1162 SMAL 95,73% 92,51% 93,06%
S. maltophilia TG_2007_STM2 95,72% 92,43% 93,05%
S. maltophilia TG_2006_STM2 95,72% 92,43% 93,03%
S. maltophilia TG_2008 STM1 95,72% 92,45% 93,06%
S. maltophilia TG_2008 STM2 95,71% 92,43% 93,01%
S. maltophilia TG_2012 STM2 95,71% 92,45% 93,04%
S. maltophilia TG_2006_STM1 95,70% 92,44% 93,05%
S. maltophilia TG_2009 STM1 95,70% 92,43% 93,03%
S. maltophilia 1247 SMAL 95,69% 92,53% 93,03%
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S. maltophilia TG_2014 STM1 95,69% 92,42% 93,03%
S. maltophilia 1182 SMAL 95,69% 92,52% 93,01%
S. maltophilia TG_2012 STM1 95,68% 92,38% 93,02%
S. maltophilia 1100_SMAL 95,64% 92,49% 93,00%
Stenotrophomonas sp. UENF-5BGII 92,44% 100,00% 93,76%
S. maltophilia JV3 92,21% 96,27% 93,02%
S. maltophilia CSM2 92,42% 95,93% 93,80%
Stenotrophomonas sp. TD3 92,51% 95,80% 93,94%
Stenotrophomonas sp. WZN-1 92,33% 95,36% 93,46%
Stenotrophomonas sp. UENF-26GilI| 92,78% 93,81% 100,00%
S. maltophilia A2 92,80% 93,82% 99,04%
S. maltophilia 447 SMAL 92,80% 93,84% 98,74%
S. maltophilia uv74 92,74% 93,77% 98,74%
S. maltophilia 1038 92,77% 93,83% 98,74%
S. maltophilia F2 92,72% 93,70% 98,71%
S. maltophilia 1318 92,79% 93,76% 98,71%
S. maltophilia ISMMS5 92,76% 93,82% 98,69%
S. maltophilia S2722A9 92,83% 93,87% 98,67%
S. maltophilia E729 92,62% 93,71% 98,66%
S. maltophilia 1136 92,75% 93,83% 98,64%
S. maltophilia 1302 92,73% 93,81% 98,61%
S. maltophilia 1304 92,72% 93,78% 98,61%
S. maltophilia Cv_2013 92,68% 93,73% 98,60%
S. maltophilia 941 SMAL 92,74% 93,79% 98,59%
S. maltophilia AB550 92,76% 93,82% 98,58%
S. maltophilia 942 SMAL 92,77% 93,80% 98,56%
Stenotrophomonas sp. UENF-5BGII 92,44% 100,00% 93,76%
S. maltophilia JV3 92,21% 96,27% 93,02%
S. maltophilia CSM2 92,42% 95,93% 93,80%
Stenotrophomonas sp. TD3 92,51% 95,80% 93,94%
Stenotrophomonas sp. WZN-1 92,33% 95,36% 93,46%

Além disto, a porcentagem de identidade dos isolados UENF foram superiores a
95% para S. maltophilia, confirmando a designacdo de espécie dos mesmos.
Observamos ainda que os valores de ANI de Stenotrophomonas sp. TD3,
sp.  W2ZN-1, sp. HMSCI10F07 e

Stenotrophomonas sp. DDT-1 sugerem que estas cepas pertencem a espécie S.

Stenotrophomonas Stenotrophomonas
maltophilia (Tabela 8).

No grafico de calor (heatmap) de identidade gendmica (Figura 15), fica
evidenciado que os genomas UENF-4Gll, UENF-5BGII e UENF-26Glll estado

posicionados em trés grupos distintos, aqui denominados G1, G2 e G3,
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respectivamente. Embora da mesma espécie, os isolados UENF apresentaram valores
de ANI com média de 93% de identidade entre si. Este fenbmeno é comum em
complexos especificos de espécies com grande diversidade metabdlica, como o

complexo Ralstonia solanacearum analisado por Remenant e colaboradores (2011).
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Figura 15. Heatmap ANI calculado entre os 59 genomas Stenotrophomonas sp. mais proximos
dos isolados UENF. Areas vermelhas correspondem & alta similaridade gendmica e as areas
em azul indicam similaridade menor que 95%.

4.6. Analise de pangenoma

Andlises de pangenoma podem proporcionar informacdes sobre a diversidade
gendmica de um grupo bacteriano especifico (Tettelin et al., 2008). Para obter
informacdes sobre o core genoma, os genes especificos de subespécies e conteudo
genético especifico (genoma unico) dos isolados UENF, realizamos analises de
pangenoma dos trés subgrupos de S. maltophilia a qual estéo inseridos.

A analise conduzida com 33 genomas (apdés a remocdo de genomas
redundantes) constituiu um pangenoma com 137.765 genes distribuidos em 18.067

familias génicas. Os genes ortélogos compartilhados entre todos os membros (core
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genoma) sao 1.788, o que representa 9,89% do tamanho do pangenoma. O genoma
acessorio (presente em mais de um genoma, porém ndo em todos) é composto por
70.114 genes distribuidos em 8.503 familias génicas (Figura 16).

O core genoma especifico de cada subgrupo variou de 2.335 a 3.174 familias
génicas, representando 12,92% (G1); 14,44% (G2) e 17,56% (G3) do tamanho do
pangenoma. Os genes especificos das estirpes (genoma Unico) variaram de 17 a 640,
sendo 182 presentes no genoma da UENF-4Gll, 329 genes no UENF-5BGII e 122 no
isolado UENF-26GlII.
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Figura 16. Grafico de flor da distribuicdo do genoma core, acessorio e Unico dos trés
subgrupos de S. maltophilia. De dentro para fora, o primeiro e o segundo circulo representam o
namero de genes core compartilhados entre todas as cepas e em cada subgrupo. O terceiro
circulo representa o genoma acessoério. O genoma unico de cada isolado esta representado em
cada pétala.
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O gréfico de pangenoma (Figura 17) mostra que, ap6s a adicdo de todos os
genes de 33 genomas, a curva ainda néo atingiu um limite estavel, o que sugere que o
CSM possui um pangenoma do tipo aberto, ou seja, esta em expansado e a adicdo de
Nnovos genomas € necessaria para identificar com maior precisdo 0s genes neste
complexo. Pangenomas abertos sao tipicos de espécies que colonizam grande
guantidade de ambientes e possuem um sistema multiplo de troca de material genético,

como no caso S. maltophilia (Deschamps et al., 2014).
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Figura 17. Analise do core e pangenoma de trés subgrupos de S. maltophilia. O tamanho do
pangenoma (laranja) e do conjunto de genes compartilhados (azul) foram plotados em fungéo
da insercdo subsequente dos genomas considerados para andlise.

Na analise € possivel observar também que o tamanho do core genoma diminui
com a inclusdo de cada genoma na analise, demonstrando uma alta diversidade
genética e heterogeneidade gendmica entre os isolados. Além disto, o tamanho do
pangenoma, que € quase dez vezes maior do que 0 core genoma, sugere que a
variacdo mediada por transferéncia génica ndo homoéloga esteja desempenhando um
papel na diversificagao dos isolados de S. maltophilia.

Os estudos publicados com pangenoma de Stenotrophomonas Sdo escassos.
Yu e colaboradores (2016) determinaram o core genoma de S. maltophilia, usando 17
estirpes. As estirpes analisadas compartilharam 887 genes, dentro de um pangenoma

aberto com 14.955 familias génicas. Em outro estudo, Patil e colaboradores (2016)
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determinaram um pangenoma aberto de 9.031 genes e um core genoma de 1.917
genes para 33 genomas compreendendo estirpes de SM. Essas disparidades podem
estar relacionadas com a quantidade de espécies distintas utilizadas, quanto mais
distantes as espécies, maiores serdo as diferencas nos genomas, bem como o uso de
genomas completos e draft, reduzindo o nimero de genes presentes no core genoma,

além da metodologia empregada nas anélises.

4.7. Analise filogenética cgMLSA

A reconstrucao filogenética cgMLSA foi realizada através das sequencias de 255
genes copia-Unica presentes no core genoma, que estdo também presentes como
copia-tnica no banco de dados de referéncia de bactérias do BUSCO. Na analise,
foram utilizados os genomas de S. maltophilia presentes no pangenoma e 0s genomas
das espécies de Stenotrophomonas como grupo externo, totalizando 50 genomas. A
arvore filogenética foi gerada com o método ML com o modelo de matriz MTMAM
definido pelo programa Prottest 3.

O filograma apresentado na Figura 18a demonstra a quantidade de mutacdes
entre as espécies do género ao longo da analise. E possivel observar que todos os
genomas inseridos nos subgrupos G1, G2 e G3 formaram um ramo bem delimitado
com a espécie S. maltophilia. O baixo acumulo de mutacées genéticas da espécie
justifica a distancia de SM em relacdo as outras espécies do género. Além disto, a
analise mostra que as estirpes pertencentes ao CSM estéo inseridas no mesmo ramo
gue S. pavanii. De acordo com os estudos de Patil e colaboradores (2016), S. pavanii e
S. maltophilia séo relacionadas e pertencem ao CSM.

A partir dos resultados na figura 18b nota-se que dentro do ramo CSM a cepa
UENF-5BGII formou um grupo contendo apenas cepas ambientais. O isolado UENF-
4GlI estd inserido no ramo contendo isolados clinicos, ambientais e isolados oriundos
de esterco; e o isolado UENF-26Glll, presente no clado contendo cepas
predominantemente clinicas. O suporte estatistico para cada isolado foi satisfatorio
(suporte de boostrap acima de 95%) e os resultados se correlacionam com as analises
de ANI quanto a proximidade de cepas pertencentes ao mesmo subgrupo. Além disso,
as estirpes Stenotrophomonas sp. TD3, Stenotrophomonas sp. WZN-1,

Stenotrophomonas sp. DDT-1 e Stenotrophomonas sp. HMSC10FQ07, previamente
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classificadas apenas ao nivel de género, podem ser agora ser classificadas com

seguranca como pertencentes a espécie S. maltophilia.
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Figura 18. Arvore de méaxima verossimilhanca da abordagem cgMLSA representada em (A)
filograma e (B) cladograma. Os trés isolados UENF estdo destacados em negrito. Isolados
clinicos e ambientais estdo destacados em vermelho e verde, respectivamente. Os genomas

de Stenotrophomonas foram definidos como grupo externo. Bootstrap calculado com 1.000
replicatas.

Muitos estudos tém se voltado para localizar diferencas génicas especificas
entre isolados clinicos e ambientais, porém sem sucesso. Lira e colaboradores (2017)
propuseram que S. maltophilia ndo apresenta um ramo filogenético especifico para
viruléncia, sendo esta caracteristica inata da espécie devido a sua capacidade de

ocupar diversos nichos; neste sentido, a coloniza¢do e infeccdo em humanos ocorre
principalmente em individuos debilitados.
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4.8. Resistoma

Com base nos resultados da filogenia cgMLSA, realizamos também a analise do
perfil de genes resisténcia antimicrobiana pela base de dados CARD, que revelou a
presenca de 43 genes de resisténcia (Figura 19). Destes, 22 genes estao presentes em
todos os isolados analisados, incluindo as beta-lactamases (blaL1 e blaL2), situadas no
cromossomo e caracteristicas de S. maltophilia. Além destas enzimas também estéo
presentes no core genoma O gene da ribosiltransferase (arr-2), que confere a
resisténcia a rifamicina e o gene aph(3’)-lic, que codifica uma aminoglicosideo
fosfotransferase que confere resisténcia intrinseca a aminoglicosideos (Huang et al.,
2015).
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vermelha e as cepas de origem ambiental, na cor verde. Os isolados UENF estdo destacados
em negrito.
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Todas as cepas, exceto DFO07, possuem o0 gene qnr, responsavel pela
resisténcia as quinolonas. O gene blaA-y56, envolvido na biossintese da beta-
lactamase de classe A (enzima isolada de Yersinia enterocolitica) e que confere
resisténcia a carbenicilina (De la Prieta et al., 2006), esta presente apenas nos isolados
clinicos distribuidos nos subgrupos G1 e G3. O gene sull, responsavel pela resisténcia
a classe de antibidticos trimetoprim e sulfametoxazol (Toleman et al., 2007), esta
presente exclusivamente no isolado CV2013.

O core genoma de S. maltophilia possui quatro familias de bombas de efluxo
classicas: MFS (rosAB), SMR (emrE), ABC (msrB e macAB) e RND (Sanchez, 2015;
Youenou et al., 2015). Os genes da bomba de efluxo do tipo RND (i.e. smeABCRS) foi
perdido apenas em Stenotrophomonas sp. WZN-1. O complexo MexNM esta presente
em cinco isolados clinicos do subgrupo G1 e a cepa TD3 do subgrupo G2. Ademais, o
homélogo do gene mexG, responsavel pela regulacdo da bomba MexGHI, esta
presente em todos os genomas do subgrupo G1, incluindo do isolado UENF-4Gill,
sugerindo o possivel envolvimento deste em outros processos regulatorios do subgrupo
(Sun et al., 2014).

O gene floR, que confere resisténcia ao cloranfenicol através da sintese de uma
proteina exportadora do tipo MFS, encontra-se distribuido no genoma acessoério do
subgrupo G1, com excecdo dos isolados Stenotrophomonas sp. DDT-1,
Stenotrophomonas sp. HMSC10F07 e S. maltophilia B1 (He et al., 2014).

Os isolados UENF ndo apresentaram genes exclusivos relacionados a
resisténcia antimicrobiana. No genoma acessoério estdo presentes genes de enzimas
modificadoras de quinolonas (gnrB71 egnrB28) e aminoglicosideos (aph(6')-Ic), sendo
estes relacionados a resisténcia antimicrobiana intrinseca da espécie. A maior parte
dos antibidticos relacionados aos genes de resisténcia encontrados foram
originalmente isolados de Streptomyces, um género extremamente abundante na
composicdo do solo (total de 576 espécies descritas) (Labeda, 2011). Portanto, a
resisténcia a antibidticos de Streptomyces € essencial para a sobrevivéncia de

Stenotrophomonas no solo.
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5. CONCLUSAO

A montagem dos dados de sequenciamento das cepas UENF-4Gll, UENF-5BGII
e UENF-26GlIl apresentaram genomas de alta qualidade.

As anotacdes de cada isolado UENF revelaram o potencial genbmico para
promocédo do crescimento vegetal, biorremediacdo e biocontrole com genes envolvidos
na mineralizacdo de fosfato, producdo de auxina, biossintese de espermidina,
resisténcia a metais toxicos e producéo de enzimas contra fitopatégenos.

Os testes in vitro, confirmaram a capacidade dos isolados de tolerar diferentes
concentragfes de Cr hexavalente e a habilidade fenotipica para inibicdo de fungos pela
cepa UENF-4Gl!.

As cepas UENF-4Gll, UENF-5BGII e UENF-26GlIlI foram caracterizadas como
pertencentes a diferentes subgrupos do complexo S. maltophilia. O pangenoma
realizado com os genomas mais similares aos isolados UENF revelou alta diversidade
genética e diversidade gendmica dos trés subgrupos do CSM.

O resistoma dos isolados UENF néo apresentou genes exclusivos de resisténcia
antimicrobiana, sendo a maior parte do conjunto de resisténcia constituida por bombas
de efluxo e outros genes intrinsecos da espécie.

Este trabalho servira como base para futuros projetos envolvendo os isolados

UENF, particularmente quanto as suas aplicacGes biotecnoldgicas.
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