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RESUMO

Dentre as consequéncias negativas da sintese e do uso em larga escala de insumos quimicos
sintéticos na producdo agricola estdo a eutrofizacao de corpos d’agua e aguecimento global. Para
se reduzir o dano ambiental associado & producdo agricola, € desejavel o uso de tecnologias
ecologicamente sustentaveis, dentre elas o0 uso de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal
(PGPR, do inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria). PGPR tipicamente exercem seus
efeitos benéficos por meio de suas propriedades de biofertilizacdo, bioestimulacdo e biocontrole.
Nosso grupo de pesquisa isolou e sequenciou 0 genoma de diversas PGPR do sistema solo-planta,
tendo sido duas cepas, UENF412522 e UENF114111, isoladas da rizosfera de fruteiras. A anélise
genbmica destes dois isolados € o tema desta dissertacdo. Ambas as cepas tém habilidade de fixar
nitrogénio e solubilizar fosfato. Estas caracteristicas sdo importantes do ponto de vista da
biofertilizagdo, o que as torna candidatas a integrar a formulagdo de novos inoculantes. As
sequéncias dos reads de UENF412522 e UENF114111 foram montadas com diferentes
montadores, seguida da predicdo e anotacdo dos genes. Para caracterizacdo das cepas, foram
realizadas reconstrucdes filogenéticas, identificacdo por rRNA 16S e busca de correlacao tetra.
Por meio de diferentes métodos, conseguimos classificar as cepas UENF412522 e UENF114111
como pertencentes aos géneros Azospirillum e Paraburkholderia, respectivamente. Ambos 0s
genomas apresentaram genes codificando componentes da fixacao bioldgica de nitrogénio (nif),
acido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilico (ACC) desaminase (acdS) e ativadora de citocina LOG.
A cepa UENF412522 possui o gene final da biossintese de auxina iaaH, os principais genes do
ciclo de Calvin-Benson-Bassham, e possui uma forma ndo discutida na literatura do gene treZ,
envolvido na sintese de trealose. A cepa UENF114111 possui 0 operon pgq completo, indicando
que esta cepa tem a possibilidade de solubilizar fosfato. Ambas as cepas apresentaram conjuntos
de genes de resisténcia a antibioticos de bacterias tipicamente residentes do solo e para o
metabolismo de diversas fontes de carbono. Em conjunto, nossos resultados indicam que estas
cepas apresentam potencial para integrar formulagbes de novos inoculantes agricolas,
principalmente por suas propriedades de biofertilizagéo e de genes que provavelmente auxiliam

sua permanéncia na rizosfera.



ABSTRACT

The eutrophication of water bodies and global warming are among the consequences of
broad-scale use and synthesis of chemical fertilizers in agriculture. The use of sustainable
technologies, such as plant-growth promoting rhizobacteria (PGPR), is desirable to reduce the
environmental impact associated with current agriculture practices. PGPR usually benefit crops by
biofertilization, biostimulation and biocontrol properties. Our research group has recently isolated
and sequenced several PGPR genomes from plant-bacteria system. Among these PGPR, the strains
UENF412522 and UENF114111 were isolated from fruit trees. The genome analysis from these
two isolates is the subject of this dissertation. Both strains possesses the ability to fix nitrogen and
solubilize phosphorus. These features are important for biofertilization, making these strains good
candidates to integrate new inoculant formulations. Sequencing reads from UENF412522 and
UENF114111 were assembled with different assemblers, followed by gene prediction and
annotation. Strain characterization was inferred through phylogeny reconstructions, 16S rRNA
analysis and tetra correlation analysis. These analysis combined suggest the strains UENF412522
and UENF114111 belong, to the genera Azospirillum and Paraburkholderia, respectively. Both
genomes have genes encoding components of the nitrogen biological fixation apparatus (nif), 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) deaminase (acdS) and cytokinin-activating LOG.
The strain UENF412522 possess the auxin biosynthesis gene iaaH, the main genes from Calvin-
Benson-Bassham cycle, and a undiscussed form of the treZ gene, involved in trehalose synthesis.
The strain UENF114111 possesses a complete pgqg operon, supporting the hypothesis that this
strain is able to solubilize phosphate. Both strains possess a set of resistance genes against
antibiotics from soil bacteria and also genes involved in the metabolism of various carbon sources.
As a whole, our results underscore the potential of these strains to integrate new inoculant
formulations, mainly due to their biofertilization properties and genes that allow their persistence

in the rhizosphere.
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1. INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

No final do século XVIII, Thomas Malthus propés a teoria populacional malthusiana: a
disponibilidade de recursos limita o tamanho populacional. Ao se alcancar o limite dos recursos,
o tamanho populacional pode ser reduzido pela fome, ameacando a integridade da sociedade
humana. A partir da revolucdo industrial, a taxa de crescimento da populacéo apresentou tendéncia
exponencial (Van Bavel, 2013), enquanto a taxa de producéo da agricultura era linear. Para impedir
uma possivel epidemia de inanicdo, principalmente nos paises em desenvolvimento (Khush, 2001),
a comunidade cientifica mobilizou-se durante o seculo XX para aumentar a producéo agricola. A
revolucdo verde foi resultado deste esforco, multiplicando a producdo agricola mundial
principalmente pelo desenvolvimento de variedades modernas de arroz, milho e soja, acoplado a
novas tecnologias de manejo cultural e uso de insumos quimicos sintéticos agricolas, como
pesticidas e fertilizantes (Pingali, 2012). Os paises em desenvolvimento foram ao mais
beneficiados, chegando a triplicar a producdo, o que acarretou na reducéo dos precos dos alimentos

e aumento da competitividade no mercado internacional (Evenson & Gollin, 2003).

Por conta do pacote tecnoldgico da revolucdo verde, a agricultura moderna tornou-se
extremamente dependente do uso de fertilizantes e agrotdxicos, o0 que contribuiu para com o
aumento da poluicdo tanto em ambientes terrestres quanto nos aquaticos(Bodirsky et al., 2014;
Carpenter et al., 1998; Mabilde et al., 2017; Vitousek et al., 1997). Neste sentido, faz-se necessario
o desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias para uma agricultura sustentavel e que cumpra a

crescente demanda de alimentos para as proximas décadas (Ray et al., 2013; Tilman et al., 2011).

O uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth-Promoting Bacteria,
PGPB) se apresenta com uma alternativa bastante promissora, principalmente pelo seu impacto
ambiental reduzido, para aumentar a producdo agricola. Estas bactérias podem ter vida livre,
formar associac6es simbidticas com plantas (e.g. nodulos em leguminosas com bactérias fixadoras
de nitrogénio) e colonizar os tecidos internos dos vegetais (Glick, 2012; Wang et al., 2012). As
PGPB de vida livre geralmente concentram-se na rizosfera (Figura 1) devido a disponibilidade de

uma ampla fonte de nutrientes exsudados pelas raizes da planta hospedeira (Bais et al., 2006; Jones,



1998). Estas bactérias da rizosfera sdo frequentemente referenciadas como rizobactérias

promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR).

Solo

-~ Pelo
radicular

Vascular

Figura 1 — Esquema da rizosfera e suas subdivisdes. As bactérias podem colonizar o solo diretamente
(ectorizosfera), se aderir & superficie da raiz (rizoplano, indicado em amarelo) ou ocupar espagos vazios em
porcBes do cortex e da endoderme (endorizosfera). Adaptado de (McNear Jr., 2013).

As PGPR podem promover o crescimento através de diversos mecanismos, tais como:
producdo de fitormdnios como auxinas (Spaepen & Vanderleyden, 2011) e citocininas (Arshad &
Frankenberger, 1991); fixacdo de nitrogénio atmosférico (dinitrogénio, N2) (Kuan et al., 2016);
producdo da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (Honma &
Shimomura, 1978), inibidora da sintese do hormonio etileno (Glick, 2014; Glick et al., 1998);
compostos volateis bacterianos (Chung et al., 2016; Schulz & Dickschat, 2007) que atuam na
promocdo do crescimento (Vespermann et al., 2007) e das defesas da planta (Aziz et al., 2016);

liberacdo de sideroforos (Radzki et al., 2013) e outros compostos solubilizadores de nutrientes



(Intorne et al., 2009); antibioticos (Mansouri & Piepersberg, 1991) e agentes de controle bioldgico
(Raddadi et al., 2007; Schwartz et al., 2004).

1.2 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) foi o primeiro mecanismo de promocdo de
crescimento vegetal por bactérias a ser descoberto (Elmerich, 2015). Considerando a grande
eficiéncia destas bactérias e o fato do nitrogénio ser o principal nutriente mineral limitante do
crescimento vegetal, a FBN tem grande relevancia econbmica: no ano de 2013 foram
economizados R$24,9 bilhdes com fertilizantes nitrogenados industrializados pelo uso de bactérias

fixadoras de nitrogénio (EMBRAPA), em particular na cultura da soja (Chang et al., 2015).

Além da grande importancia econdémica, a FBN possibilita a fertilizagdo nitrogenada com
baixo impacto ambiental. Os fertilizantes nitrogenados quimicos sdo produzidos pela sintese de
Haber-Bosch, um processo que demanda alta temperatura e pressdo para reduzir o dinitrogénio
atmosférico em amonia. Para atingir esta temperatura, recursos de matriz ndo renovavel sdo
empregados (Vicente & Dean, 2017), aumentando a emissdo de carbono associada a fertilizacéo
nitrogenada. Além disso, a aplicacdo em excesso de fertilizantes nitrogenados causa uma série de
impactos ambientais negativos. O nitrogénio ndo assimilado pelas culturas pode ser denitrificado
na forma de 6xido nitroso, este reconhecido por seu elevado efeito estufa (Ravishankara et al.,
2009). A parcela do nitrogénio néo volatilizada/denitrificada e ndo assimilada pelas culturas pode
ser lixiviada para corpos d’agua, contribuindo para sua eutrofizagdo (Bodirsky et al., 2014). A
FBN por outro lado, utiliza um mecanismo enzimatico em condi¢Ges normais de temperatura e
pressao para reduzir o nitrogénio atmosférico a aménia, provendo-o de forma controlada ao

ambiente e/ou hospedeiro vegetal.

As bactérias fixadoras de nitrogénio (diazotroficas) podem se estabelecer no interior dos
tecidos vegetais (e.g. nodulos nas raizes e espagos endofiticos) e/ou em regiGes externas (e.g.
aderidas a superficie vegetal — rizoplano ou no solo, em torno das raizes — rizosfera) em uma
relacdo simbidtica, pois a planta se beneficia da fertilizagdo nitrogenada conduzida pelas bactérias
e lhes fornecem abrigo e glicose. Quando ha formacdo de nddulos, a relacdo bactéria-planta é
classificada como endossimbiotica e ha uma alteracdo morfologica/bioquimica da planta para

englobar as bactérias diazotréficas em um tecido vegetal. No entanto, nas associag¢oes endofiticas,



tais modificacbes morfologicas perceptiveis ndo ocorrem, sendo 0s espacos intercelulares
(Carvalho et al., 2014) e o xilema (James & Olivares, 1998) os locais preferenciais de colonizacéo.
Durante estes eventos de colonizacdo, a planta ativa seus mecanismos de defesa, como acumulagao
de compostos fendlicos (Mandal et al., 2010) e o endurecimento da parede celular (Duijff et al.,
1997), dificultando o acesso dos invasores aos tecidos internos. A colonizagdo por bactérias
endofiticas benéficas pode ser chamada de endossimbiose (Reddy & Saravanan, 2013), embora
este evento geralmente se refira a colonizacéo intracelular (Biondi et al., 2011; de Almeida et al.,

2009; McFadden, 1999), havendo entdo alguma discordancia na literatura.

A FBN depende do complexo da nitrogenase (formado por proteinas codificadas pelos
genes nif), que é responsavel pela conversdao de N> em amonia (NHs) (Dixon & Kahn, 2004;
Howard & Rees, 2006). A nitrogenase é constituida por uma proteina maior contendo ferro-
molibdénio (proteina FeMo) e duas proteinas menores contendo ferro (proteina Fe, Figura 2a). As
proteinas Fe possuem grupamentos 4Fe-4S em sua superficie, que se ligam reversivelmente a
proteina FeMo, transferindo-lhe elétrons ao custo de 16 ATPs por mol de N-fixado. Esta etapa de
acoplamento e desacoplamento é o principal limitante da velocidade catalitica da nitrogenase e
quando uma proteina Fe transfere elétron, a outra proteina Fe € inibida e vice-versa (Danyal et al.,
2016). A proteina FeMo possui quatro subunidades com dois centros metalicos distintos: duas
subunidades com o grupamento P (contendo 8Fe-7S) e outras duas subunidades contendo um
cofator FeMo (MoFe7Se-homocitrato). A subunidade do grupamento P recebe o elétron da proteina
Fe e o transfere para o cofator FeMo (Figura 2b). O cofator FeMo acomoda o gas N2 entre 0s ions
metalicos 7Fe e 1Mo (Einsle et al., 2002), estabelecendo ligac6es de Mo-N e Fe-N (Seefeldt et al.,
2004), que enfraquecem a forte ligacdo tripla entre os atomos do dinitrogénio. Ao enfraquecer a
ligacdo, um atomo de hidrogénio é ligado ao nitrogénio, desfazendo uma das ligacdes entre 0s

nitrogénios. Quando a ligagdo tripla for completamente desfeita, havera duas amonias.

O complexo da nitrogenase é vulneravel ao oxigénio, pois 0s grupamentos 4Fe-4S da
proteina Fe ligam oxigénio irreversivelmente, impedindo o acoplamento da proteina Fe com a
proteina FeMo, assim bloqueando o fluxo de elétrons para os grupos metalicos do cofator FeMo e
assim impedindo a incorporacdo de hidrogénios no nitrogénio. Portanto, um ambiente
relativamente anoxico é necessario para a atividade da nitrogenase. Um importante mecanismo

para contornar a sensibilidade ao oxigénio € a formacdo de nddulos nas raizes das leguminosas.



Estes nodulos abrigam o rizobio no seu interior, em um micro-habitat relativamente andxico que
favorece a acao da nitrogenase (Dixon & Kahn, 2004). No nddulo, a planta e o rizébio sintetizam
conjuntamente a leg-hemoglobina, proteina responsavel por sequestrar oxigénio e a0 mesmo

tempo prové-lo em pequenas quantidades para o metabolismo do rizébio (Ott et al., 2005).
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Figura 2 — Estrutura do complexo da nitrogenase (a) e seu mecanismo de acdo (b). a: As proteinas Fe formam
um complexo com a proteina MoFe através de seus grupamentos 4Fe-4S. O grupamento P (8Fe-7S) transfere os
elétron da proteina Fe para e cofator FeMo, aonde ocorre a fixa¢do do nitrogénio. b: A proteina Fe oxidada é
reduzida ao custo de dois ATPs, e se complexa com a proteina MoFe, transferindo-lhe dois elétrons e voltando a
forma oxidada, sendo entdo dissociada da proteina MoFe. Adaptado de (Dixon & Kahn 2004).

A regulagéo transcricional do complexo da nitrogenase pode variar entre organismos. Em
geral, o gene nifA, presente nas proteobactérias diazotroficas, é o responsavel pela ativacéo da

transcricdao dos demais genes nif que séo traduzidos nos componentes do complexo da nitrogenase



(Dixon & Kahn, 2004). Em Klebsiella pneumoniae, um exemplo de bactéria diazotrofica de vida
livre, a regulacdo da expressao de nifA (Figura 3a) se da pelas proteinas GInD, GInB, NtrB, NtrC,
GInK e NifL (Dixon & Kahn, 2004; Zhang et al., 2005). A proteina GInD, sensivel ao nitrogénio
pelo nivel de glutamina na célula, tem como funcdo a uridilagcdo e desuridilacdo de GInB quando
ha falta ou excesso de glutamina, respectivamente (Zhang et al., 2005). GInB, no seu estado
desuridilado, interage com NtrB, que desfosforila NtrC e blogueia o restante da cascata. Ja no seu
estado uridilado, GInB ndo interage com NtrB, o que faz com que NtrB e fosforile NtrC. NtrC
fosforilado € um promotor da transcri¢do de nifA e gInK. NifA possui regulacdo pés-traducional
por NifL, mediada por interacdo proteina-proteina (Martinez-Argudo et al., 2004). Quando
oxigénio é detectado por NifL, provavelmente, através de um dominio PAS (Zhulin et al., 1997),
ha formagao de um complexo NifA-NifL, que blogueia a atividade de NifA. GInK, um homologo

de GInB, quando uridililado, interage com NifL para desfazer o complexo NifA-NifL.

Em Sinorhizobium meliloti, uma bactéria diazotrofica endossimbionte, a transcricdo de
nifA é regulada por disponibilidade de oxigénio ao invés de glutamina (Figura 3b). Na auséncia de
oxigénio, FixL se auto-fosforila e transfere o grupo fosfato para FixJ (Tuckerman et al., 2002), que
no estado fosforilado é um ativador transcricional de nifA e fixK. Na presenca de oxigénio, FixL
perde a funcdo de quinase, bloqueando o restante da cascata. FixK é um ativador transcricional de
fixT e outros genes necessarios para crescimento em condi¢cBes micro-aerdbicas. FiXT é um
inibidor da atividade quinase de FixL, regulando negativamente a transcri¢do de nifA em condicbes
micro-aerobicas (Garnerone et al., 1999). Na regulacdo pds-transcricional deste modelo ndo ha
regulacdo por NifL e o oxigénio inibe NifA diretamente. Conforme mencionado acima, esta
cascata pode variar entre espécies: em Azorhizobium caulinodans FixK, ao invés de FixJ, ativa a

expressdo de nifA diretamente (Kaminski et al., 1991).
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Figura 3 — Regulagdo do complexo da nitrogenase. a: Regulacdo em K. pneumoniae, sendo iniciada por
GInD. Na presenga de glutamina, GInD desuridilila GInB, que interage com NtrB, defosforilando NtrC e
blogueando o restante da cascata. Na auséncia de glutamina, GInD uridilila GInB, que interage com NtrB
fosforilando NtrC, que é um promotor de nifL, nifA, gInK. NifL, na presenca de oxigénio complexa-se com
NifA e bloqueia a transcri¢do de nif. Na auséncia de oxigénio, NifL descomplexa-se de NifA pela agao de
GInK, permitindo que NifA promova a transcri¢do dos outros genes nif. b: Regulacdo em S. meliloti, sendo
iniciada por FixL. Na presenca de oxigénio, FixL n&o fosforila FixJ, bloqueando o restante da cascata. Na
auséncia de oxigénio, FixL auto-fosforila e fosforila FixJ, promovendo a transcrigdo de nifA e fixK. NifA
é regulado diretamente por oxigénio, promovendo a transcrigdo dos genes nif na sua auséncia. Este sistema
é auto-regulado indiretamente por FixK, que promove a transcricdo de fixT, que inibe a fosforilacdo de
FixJ. Adaptado de (Dixon & Kahn, 2004).

1.3 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

O fosforo é conhecido por ser o segundo nutriente mineral que mais limita o crescimento
vegetal nos tropicos, atras apenas do nitrogénio (Alori et al., 2017), justificando o intenso uso de
fertilizantes fosfatados na agricultura. Estima-se que 30 milhdes de toneladas destes fertilizantes
sejam aplicados anualmente pelo mundo (Adnan et al.,, 2017). No Paquistdo, este tipo de
fertilizante costuma ser utilizado em excesso devido sua baixa disponibilidade no solo para os

vegetais, tipicamente em torno de 20% (Adnan et al., 2017), raramente excedendo 30% (Sharma



et al., 2013). A maior porc¢édo do fertilizante aplicado torna-se indisponivel para absorcéo vegetal
em decorréncia de sua precipitacdo, ao reagir com cations de aluminio e ferro da fase liquida do
solo, e pela adsorcéo do fosfato aos minerais da fase sélida do solo (Sharmaet al., 2013). Ao atingir
o limite de carga do solo, o fosfato excedente pode ser transportado para o lencol freatico e,
consequentemente, para a agua de superficie, afetando sua qualidade e agravando a eutrofizagédo
(Mabilde et al., 2017). Além disso, a presenca de fertilizantes fosfatados em excesso nos campos
de cultivo causam perturbacdes na microbiota, reduzindo a fertilidade do solo e a producéo

agricola (Sharma et al., 2013).

Estima-se que as plantas consigam absorver anualmente 1% do fosfato presente no solo.
Logo, com a disponibilizacdo do fosfato atualmente imobilizado seria, teoricamente, possivel
nutrir os vegetais por 100 anos (Sharma et al., 2013). Os solos brasileiros possuem alta quantidade
de ferro e sendo assim, uma alta capacidade de carga de fosfato, apresentando entdo potencial para
disponibilizacdo de fosfato. As bactérias solubilizadoras de fosfato (PSB) possuem um papel
protagonista na disponibilizacdo de fosfato imobilizado. Estas bactérias estdo distribuidas em
diversos géneros, como Burkholderia (Simonetti et al., 2018), Gluconacetobacter (Intorne et al.,

2009), Erwinia, Ralstonia, Rhizobium (lyer et al., 2017), entre outros.

A matéria organica pode concentrar de 20 a 80% do fosfato total do solo na forma
imobilizada (Sharma et al., 2013), apresentando grande potencial de biodisponibilizacao pelas PSB.
A teoria do dreno explica que a biomassa de fésforo dos microrganismos € diretamente
correlacionada com a decomposicédo de fésforo de substratos organicos (Alori et al., 2017; Khan
et al., 2010), evidenciando a importancia desta fonte de fosforo para a biodiversidade. As fontes
de matéria organica que possuem fosforo em sua estrutura sao muito diversas, de constituintes
celulares como é&cidos nucleicos e fosfolipidios a xenobidticos fosfatados (e.g. pesticidas,
antibidticos, aditivos de detergente). Para que as plantas acessem o fosforo presente na matéria
organica, é desejavel a acdo das PSB na geracdo fosfato idnico soltvel ou compostos orgénicos
fosfatados de baixo peso molecular. Esta transformacdo demanda que o fosfato organico seja
solubilizado e sofra a agdo enzimatica para liberar os grupamentos fosfatos. Devido a variacdo de
pH indo do &cido ao neutro, durante a disponibilizacdo de fosfato organico, a acdo deste processo
é dominado por fosfatases &cidas inespecificas (Rodriguez & Fraga, 1999), que clivam os

grupamentos fosfatos da matéria organica. Outra enzima importante na disponibilizacao de fosfato



é a fitase (Jorquera et al., 2011). Esta enzima age sobre o fitato, também chamado mio-inositol
hexaquisfosfato. Este composto é derivado principalmente de vegetais e pode ser responsavel por
até 80% do fosfato organico do solo (Turner et al., 2002). Vegetais também podem liberar fosfato

do fitato, embora a eficiéncia por microrganismos seja superior (Richardson & Simpson, 2011).

O principal mecanismo responsavel pela solubilizacdo de fosfato inorgéanico é a sintese de
compostos solubilizadores de minerais, como sideroforos, acidos organicos, hidroxilas, carboxilas
e protons. Os acidos organicos, produzidos em conjunto com as carboxilas e hidroxilas, quelam os
cations, reduzindo o pH e liberando fésforo. Em alguns organismos, é possivel que o efluxo de
prétons H* seja mais determinante na solubilizacdo de fosfato do que a emissdo de &cidos
organicos (lllmer & Schinner, 1995). Este efluxo pode decorrer da assimilacdo de NH4" (Asea et
al., 1988), o que favorece formulagdes de inoculantes contendo uma mistura de solubilizadores de
fosfato com bactérias diazotroficas. A emissdo de acidos inorganicos também apresenta potencial
para solubilizar fosfato, apesar de serem menos eficientes do que os &cidos organicos (Alori et al.,
2017).

Dos &cidos organicos, o acido glucdnico € o agente de solubilizacdo mais produzido pelas
PSB. Seu mecanismo de acdo se baseia em quelar os céations ligados ao fosfato, tornando-o
disponivel para a assimilacdo vegetal. O cofator redox pirroloquinolina quinona (PQQ) atua na
glicose desidrogenase, que entdo oxida a glicose em &cido glucénico. Nas bactérias Gram-
negativas, esta etapa ocorre no espaco periplasmatico (Alori et al., 2017), facilitando a exportacéo
do acido glucénico para o ambiente. O cluster de genes pqqABCDE é responsavel pela sintese do
cofator PQQ em diversas bactérias do solo (Chauhan et al., 2017; Oteino et al., 2015), sendo 0s
genes pqgACDE essenciais: PqgA serve de substrato para PqgE; PqqC é responsavel pela etapa
final da sintese do PQQ; PqgD interage fisicamente com PqgE, mas a funcdo exata é desconhecida;
PqqE cliva o radical S-adenosil-metionina (SAM) em metionina e 5’desoxiadenosina (Oteino et
al., 2015; Shen et al., 2012).

1.4 AUXINA E CITOCININA

Os fitormonios auxina (acido indolacético, IAA ou similares) e citocinina (trans-zeatina ou
similares) s&o cruciais ao desenvolvimento e crescimento de plantas. Ndo foram encontradas

variedades mutantes e funcionais para estas classes de horménios, sugerindo que sua agédo é
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essencial a todas as plantas. Estes hormdnios sdo produzidos de forma relativamente continua nos
tecidos vegetais, uma vez que estes séo moduladores de funcdes vitais como divisdo e expansdo
celular (Taiz & Zeiger, 2010).

As auxinas sdo conhecidas por promoverem o alongamento dos coledptilos e segmentos
caulinares e também por induzir o desenvolvimento de raizes adventicias em folhas ou caules
excisados. As citocininas sdo conhecidas por estimularem divisdo celular, retardar senescéncia
foliar e promover a expansao de cotilédones em dicotiledoneas (Taiz & Zeiger, 2010). Uma
importante aplicacdo biotecnoldgica da auxina e da citocinina esta relacionada a regeneracéo in
vitro de tecidos vegetais, que € modulada pelo balanco da concentracdo destes no meio. Quando a
concentracdo de auxina for superior a de citocinina, havera desenvolvimento de raizes, enquanto
que na condicdo inversa, o desenvolvimento de parte aérea é favorecido. Em situacdo de

equimolaridade, havera crescimento de um calo indiferenciado (Skoog & Miller, 1957).
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rotas estdo em italico. O triptofano pode ser metabolizado em IAA por cinco vias: IAM, IAN, IPA, TAM,
e TSO. Na 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, que é convertido em IAN. O IAN pode entdo ser
desnitrificado em IAA por nitrilase ou ser convertido em 1AM por nitrila hidratase. Na IPA, o triptofano é
transaminado por LAO em IPA, que é descarboxilado por IpdC em IAAId, que é desidrogenado por Y4wF
em IAA. Na TAM, o triptofano é descarboxilado por TDC em triptamina, que é convertida em IAAId por
uma amino oxidase. Na TSO, o triptofano é convertido diretamente em IAAId. A partir do IAAIld, as vias
TAM e TSO compartilham o mesmo caminho metabolico que IPA. Esquema adaptado de (Imada et al.,
2017; Spaepen & Vanderleyden, 2011; Spaepen et al., 2007).
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Em bactérias, as auxinas podem ser sintetizadas por diversas vias dependentes de triptofano
(Figura 4), como a via do indol-3-acetoamida (IAM), indol-3-piruvato (IPA), triptamina
(TAM/TRM), indol-3-acetonitrila (IAN) e via de oxidacao das cadeias laterais de triptofano (TSO,
triptophan side-chain oxidase). Na via do IAM, o triptofano é convertido pela triptofano
monoxigenase (gene iaaM) para IAM, que ¢ hidrolisado em IAA e amodnia pela IAM hidrolase
(gene iaaH). Na via do IPA, o triptofano é convertido por uma transaminase (gene lao) em IPA,
que € descarboxilado em indol-3-acetaldeido (IAAIld) pela enzima indol-3-piruvato descarboxilase
(gene ipdC). O 1AAId é oxidado em IAA por uma desidrogenase (gene y4wF). Na via da TAM, o
triptofano é descarboxilado por uma triptofano descarboxilase (gene tdc) em triptamina, que é
convertida em IAAIld por uma amino oxidase. Na via do IAN, o triptofano é convertido em indol-
3-acetaldoxima, que é convertido em IAN. O IAN pode entdo ser convertido em IAA por nitrilase
ou ser convertido em |AM por nitrila hidratase. Na TSO, o triptofano é convertido diretamente em
IAAId, e a partir deste metabolito segue pela mesma via do IPA (Imada et al., 2017; Spaepen &
Vanderleyden, 2011; Spaepen et al., 2007).

Diversas bactérias podem sintetizar diretamente ou estimular a producdo de auxinas e
citocininas nas plantas. O rizébio produz auxinas por multiplas rotas, possivelmente, alterando o
balanco de auxina na regido dos nddulos e estimulando o seu desenvolvimento (Mathesius, 2008).
Além disso, PGPR com genes de sintese de IAA mutados apresentaram reducao em sua capacidade
de promover o enraizamento (Dobbelaere et al., 1999), sugerindo que IAA participa do estimulo

ao enraizamento, em conjunto com outros fatores (Spaepen & Vanderleyden, 2011).

A citocinina bacteriana da classe trans-zeatina, produzida por Bacillus subtilis I1B-22,
possui um efeito de estimulo a producéo de exsudados nas raizes (Kudoyarova et al., 2014). As
citocininas zeatina e ribosil zeatina, produzidas pelas cepas Bacillus licheniformis Am2, B. subtilis
BC1 e Pseudomonas aeruginosa E2, estimulam cotilédones de pepino, aumentando seu tamanho,
massa fresca e divisdo celular (Hussain & Hasnain, 2009). Uma proteina similar a LOG, enzima
ativadora de citocininas identificada em arroz (Kurakawa et al., 2007), foi documentada em
genomas bacterianos (Seo et al., 2016), embora sua funcdo permaneca pouco conhecida em

bactérias.
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1.5 ETILENO E ACC DESAMINASE

A producdo de etileno é uma resposta comum em plantas a diversas situacGes de estresse
bidtico e abiodtico, como o estresse salino (Liu et al., 2017), solo contaminado por metais (Keunen
et al., 2016), estresse hidrico (Narayana et al.,, 1991), exposicdo a altas temperaturas
(Maduraimuthu & Prasad, 2010), infecdo por nematoides (Glazer et al., 1985), fungo (Chen et al.,
2003) e bacterias (Lenarcic et al., 2017). Esta resposta se da inicialmente com a sintese de auxina,
que sinaliza crescimento vegetal e producdo de SAM, que é convertido pela ACC sintase em ACC,
que, por sua vez, € oxidado em etileno pela ACC oxidase. O etileno inibe os fatores de resposta a

auxina, freando o crescimento vegetal (Glick, 2014).

Um modelo de atividade do etileno (Glick, 2014; Pierik et al., 2006; van Loon et al., 2006)
preconiza que seu efeito se d& em dois picos de producdo: no primeiro pico, os genes de defesa e
protecdo da planta sdo ativados; ja no segundo pico, hd uma producéo de etileno muito superior a

do primeiro, desencadeando reacdes deletérias ao crescimento vegetal, como clorose e senescéncia.

A enzima ACC desaminase, responsavel pela clivagem de ACC em a-cetobutarato e
amonia (Honma & Shimomura, 1978), é encontrada em bactérias, fungos e algumas plantas (Plett
et al., 2009). O ACC é o precursor direto do etileno pela acdo da enzima ACC oxidase. Portanto,
a enzima ACC desaminase compete pelo substrato com a enzima ACC oxidase (Figura 5). A
producdo de ACC desaminase se inicia com o primeiro pico de etileno, sem interferir no seu efeito
de protecdo (Robison et al., 2001). Isto se deve ao fato da ACC desaminase ter menor afinidade
pelo substrato do que a ACC oxidase, sendo necessaria uma quantidade superior de ACC
desaminase para que haja escoamento do ACC. Esta quantidade necessaria de ACC desaminase é
alcancada apenas no segundo pico de etileno, podendo reduzir a atividade deletéria ao crescimento
vegetal causada pelo etileno de 50% até 90% (Glick et al., 1998). Além disso, bactérias que
sintetizam ACC desaminase podem também sintetizar auxina (Figura 5), contribuindo

significativamente para a promocgao do crescimento vegetal.
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Figura 5 — Esquema de desvio da rota de etileno mediado por ACC desaminase. Em condigdes de
estresse, 0 vegetal sintetiza auxina, que sinaliza a producdo de SAM, que é convertido em ACC pela
enzima ACC sintase. O ACC é convertido em etileno pela ACC oxidase. Neste sistema de interacdo
planta-bactéria, a bactéria produz a enzima ACC desaminase, que cliva o ACC em a-cetobutarato e
amonia, desviando a rota de sintese do etileno, a0 mesmo tempo que produz auxina a partir do triptofano
vegetal. Adaptado de (Glick, 2014)

1.6 CEPAS UENF114111 E UENF412522

Devido a demanda por tecnologias de fertilizacdo de baixo impacto ambiental, foi
desenvolvido um produto chamado inoculante agricola. Os inoculantes agricolas sao formulagdes
que contém uma espécie ou mais de microrganismos que exercem as propriedades citadas
anteriormente, como fixacdo de nitrogénio e solubilizacdo de fosfato (Bashan, 1998). Estes
microrganismos normalmente séo isolados de sistemas solo-planta. Dentre estes sistemas, as
rizosferas de fruteiras no Brasil foram pouco exploradas para prospeccdo de novas cepas com

potencial de integrar novos inoculantes.
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Nosso grupo de pesquisa (Rodrigues et al., 2016) vem se utilizando de uma abordagem
(meio de cultura semi-sélido, isento de nitrogénio inorganico ou organico) bastante eficiente para
isolar, de fruteiras tropicais (mamao, goiaba, maracuja e abacaxi), uma série de microrganismos
com potencial para fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, zinco e producgdo de auxinas.
Segundo a informacédo do rRNA 16S, os microrganismos isolados estdo distribuidos nos géneros

Azospirillum, Burkholderia, Herbaspirillum e Pseudomonas.

As cepas UENF114111 e UENF412522, isoladas por (Rodrigues et al., 2016), foram
identificadas pelo rRNA16S como Burkholderia sp. e Azospirillum sp, respectivamente. Analises
bioguimicas revelaram que UENF114111 e UENF412522 sdo capazes de metabolizar 26 e 24
diferentes fontes de carbono. Plantulas de abacaxi inoculadas com a cepa UENF114111
apresentaram aumento da massa fresca do sistema radicular em relacdo ao controle. Os testes de
inoculagdo para a cepa UENF412522 em maracuji apontam aumento de comprimento, altura e
massa fresca em relacdo ao controle. Os testes bioquimicos (tabela 1) apontam que a cepa
UENF114111 solubiliza zinco e que ambas as cepas solubilizam fosfato, fixam de nitrogénio e
ndo produzem auxinas (Rodrigues et al., 2016). Este conjunto de caracteristicas de promocao do
crescimento vegetal justifica entdo o sequenciamento dos genomas destas cepas pelo nosso grupo

de pesquisa, sendo prospectados 0s genes responsaveis por estas e outras propriedades.

Para conduzir o sequenciamento, as amostras de DNA foram extraidas utilizando o kit
Qiagen, a qualidade da extracdo foi verificada por eletroforese na plataforma Agilent Technologies
Bioanalyzer 2100 e as amostras com qualidade suficiente foram liofilizadas no liofilizador Liotop
K105. O sequenciamento foi conduzido na plataforma Illumina HiSeq2500 localizada no LaCTAD
— Unicamp (Campinas, SP). Os reads provenientes deste sequenciamento sdo a base para as

analises gendmicas deste trabalho.
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Cepa Identificacdo | Vegetal — | Producdo | Solubilizacdo | Solubilizacdo | Fixacéo
pelo rRNA local de | de auxina | de fosfato de zinco de
16s coleta nitrogénio
UENF114111 | Burkholderia | Abacaxi— Né&o Sim Sim Sim
sp. superficie
do tronco
UENF412522 | Azospirillum | Maracuja —
sp. rizoplano Né&o Sim Né&o Sim

Tabela 1 — Identificacdo, vegetal hospedeiro e propriedades bioquimica relacionadas a promoc¢do do
crescimento vegetal nas cepas UENF114111 e UENF412522 (Rodrigues et al., 2016).

2. JUSTIFICATIVA
As cepas UENF114111 e UENF412522 apresentam algumas caracteristicas importantes

do ponto de vista de seu potencial biotecnolégico. Contudo, pouco se sabe acerca das bases

genéticas destas caracteristicas. Uma das maneiras de melhor explorar estas cepas de forma

sistematica é o sequenciamento gendmico. Desse modo, visa-se identificar ndo apenas 0s genes

envolvidos com os processos identificados experimentalmente, como também prospectar novas

potencialidades desconhecidas nestas cepas e que possam promover o crescimento vegetal. Este

tipo de abordagem é comum em trabalhos de gendmica, envolvendo a montagem de genoma,

predicdo de genes, reconstrucdo filogenética e prospeccdo de genes envolvidos na promocgao do

crescimento vegetal (Duan et al., 2013; Gupta et al., 2014; Pedrosa et al., 2011).

3. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho € identificar as bases genéticas responsaveis pela promocéo do

crescimento vegetal (tanto das caracteristicas listadas nos testes bioquimicos como fenétipos ainda

ndo verificados) e colaborar com o entendimento da fisiologia das cepas UENF114111 e

UENF412522. Para isto, sdo propostos o0s seguintes objetivos especificos:

1. Montagem do genoma das cepas UENF114111 e UENF412522 a partir de dados brutos de

sequenciamento;

2. Realizar predigdo génica nos genomas montados;

3. Anotar funcionalmente os genes preditos;
4. Reconstruir as arvores filogenéticas das cepas UENF412522 e UENF114111;
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5. Curar manualmente os genes potencialmente envolvidos com a promogéo do crescimento

em vegetal (PGPG, Plant Growth-Promoting Genes).

4. METODOS

A qualidade e quantidade de reads provenientes do sequenciador Illumina HiSeq2500
foram avaliadas pelo software fastQC 0.11.5. Os reads foram selecionados e filtrados por
qualidade com o software trimmomatic 0.36 (Bolger et al., 2014), alterando os parametros avgqual

para 30 e slidingwindow para 35.

Para a montagem do genoma, foram utilizados os montadores SPADes 3.8 (Bankevich et
al., 2012), IDBA 1.1.1 (Peng et al., 2010), Velvet 1.2 (Zerbino & Birney, 2008) e Minia 1.0 (Chikhi
& Rizk, 2013). O principal parametro testado foi o valor de kmer (k). Nos montadores SPADes e
IDBA ¢ possivel utilizar multiplos valores de k na montagem, diferentemente dos montadores
Minia e Velvet que trabalham apenas com um valor de k por montagem. Os contigs resultantes
foram unidos em scaffolds pelo software SSPACE 3.0 (Boetzer et al., 2011). O resultado de cada
montagem foi analisado pelo o software QUAST 3.0 (Gurevich et al., 2013). As melhores
montagens tipicamente possuem menor nimero de contigs, além de apresentarem valores de L50
e L75 e com maiores valores de N50 e N75. As métricas L50 e L75 dizem qual o nimero minimo
de scaffolds necessario para cobrir metade (L50) ou 75% (L75) do genoma. Com os scaffolds
ordenados do maior ao menor, as métricas N50 e N75 indicam o tamanho do scaffold que esta na
metade da cobertura do genoma (N50) e o tamanho do scaffold na posicao correspondente a 75%
da cobertura (N75). Os genomas foram inspecionados manualmente a partir de ideogramas gerados
com o software CIRCOS (Krzywinski et al., 2009).

Cada cepa sequenciada foi identificada pela informacdo do rRNALGS recuperada
diretamente dos reads pelo software EMIRGE (Miller et al., 2011) e por uma busca de correlagéo
tetra contra a verséo 35 do Ensembl Bacteria utilizando a plataforma JSpeciesWS (Richter et al.,
2016). Esta analise distribui em um grafico a frequéncia de 256 categorias de tetranucleotideos
(nimero méaximo de combinacdo de sequéncias de quatro nucleotideos), e gera uma curva de
regressdo. Curvas de diferentes genomas podem ser comparadas e, quanto maior a sobreposi¢ao

das curvas, maior o Z-score e a similaridade dos genomas (Richter & Rossello-Mora, 2009).
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As reconstrucdes filogenéticas das cepas UENF412522 e UENF114111 foram realizadas a
partir de comparagdes com 0s genomas mais proximos disponiveis no Genbank. Estes genomas,
juntamente com os genomas de UENF412522 e UENF11411, foram anotados com a ferramenta
Prokka (Seemann, 2014). Os resultados obtidos foram analisados com a ferramenta Roary (Page
et al., 2015). Neste software, utilizando resultados de BLASTP com identidade maior ou igual a
70%, foram gerados alinhamentos de core genes (genes conservados em todos oS genomas
comparados). Os polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) foram extraidos dos alinhamentos
utilizando o software SNP-sites (Page et al., 2016). Os alinhamentos dos SNPs foram entéo
submetidos ao software RaxML 8.2.11 (Stamatakis, 2014) para se realizar a reconstrucdo
filogenética por maxima verossimilhanca. O modelo de substituicdo utilizado foi ASC_GTRCAT
com 100 bootstraps. Os grupos externos utilizados na reconstrugdo filogenética de Azospirillum e
Paraburkholderia foram Rhodospirillum centenum SW (Munk et al., 2011) e Burkholderia
thailandensis E254 (Johnson et al., 2015), respectivamente. Na comparacdo entre
Paraburkholderia e Ralstonia, o grupo externo utilizado foi Polynucleobacter necessarius QLW-
P1IDMWA-1 (Zhu et al., 2011). Estes grupos externos foram escolhidos por apresentaram alta

afinidade filogenética com os genomas de interesse.

As melhores montagens tiveram a predi¢cdo automatica dos genes pelo anotador Prokka
(Seemann, 2014). Os genes potencialmente envolvidos com a promocdo do crescimento em
vegetal foram anotados manualmente a partir dos ORFs (Open Reading Frame) preditos pelo
Prokka, com o uso da ferramenta BLASTP (Altschul et al., 1997) utilizando a base curada de
sequéncias SwissProt (Boutet et al., 2016). A anotacdo de um ORF foi aceita nos casos de e-value
menor que 1e® e conservacdo de dominios proteicos com a sequéncia de referéncia do SwissProt
(Gupta et al., 2014). As informacGes disponiveis sobre as proteinas contidas no SwissProt e nas
publicacBes referentes a estas sequéncias foram utilizadas para inferir a funcdo dos ORFs das cepas
UENF114111 e UENF412522. As ORFs foram mapeadas nas rotas metabolicas do KEGG
utilizando a ferramenta blastKOALA (Kanehisa et al., 2016). Para a anotacéo funcional dos reads,
estes foram alinhados pelo blastX a base de dados nr utilizando o software Diamond (Buchfink et
al., 2015) e a plataforma Megan 6.6.7 (Huson et al., 2016) para posterior classificacdo nas
categorias funcionais do SEED (Overbeek et al., 2014). Os dominios proteicos conservados foram

analisados com a ferramenta CDD-NCBI (Marchler-Bauer et al., 2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Montagem dos genomas de UENF412522 e UENF114111

A qualidade das montagens de genomas pode variar de acordo com 0 genoma e 0 montador
utilizado. Neste trabalho, metodologias de multi-k (SPAdes e IDBA) ou apenas um valor de k
(Velvet e Minia) foram comparadas na montagem dos genomas das cepas UENF412522 e
UENF114111.

Na montagem com o SPAdes 3.8 as melhores montagens foram obtidas utilizando valores
de k 33, 45, 57, 63, 69, 73, 77, 83. Na montagem com o IDBA foram utilizados valores de k 20,
26, 32, 38, 44, 50, 56, 62, 68, 74, 80. Na montagem com Velvet foi utilizado o script
VelvetOptimiser 2.2.5, apresentando melhores métricas para k = 61 e coverage cutoff igual a
metade da cobertura do genoma. Na montagem com Minia, o melhor valor de k foi definido pelo

software KMERgenie como 61 ambas as cepas.

SPAdes IDBA Velvet Minia
UENF114111 Ctg Scf Ctg Scf Ctg Scf Ctg Scf
#contigs 137 104 215 115 467 278 697 377

Contig Maior 280k 737k 187k | 777k 175k | 317k 102k | 212k

Tamanho total 6.71lm | 6.72m | 6.68m | 6.72m | 6.69m | 6.72m | 6.63m | 6.72m

N50 113.2k | 122.6k | 79.1k | 116.7k | 26.5k | 50.2k | 19.5k | 34k
N75 64.6k | 84k 40.8k | 71.6k | 15k 24.6k | 9.1k 18.3k
L50 20 16 28 16 72 38 102 54
L75 40 32 57 34 153 86 225 121
#N por 100kbp | 0.01 3213 | O 196 0.01 304.28 | O 661

Tabela 2 — Métricas da montagem para cepa UENF114111 utilizando os montadores SPADes, IDBA,
Velvet e Minia. Em Ctg estdo evidenciadas métricas para os contigs e em Scf para os Scaffolds. Os valores
indicando as melhores métricas estdo sublinhados.
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As métricas de contiguidade (N50, N75, L50, L75, tabela 2 e 3) foram melhores para o
montador SPAdes, seguido pelo IDBA. Isto se deve a método empregado por estes montadores,
que permitem o uso de multiplos valores de k, que sdo todos incrementados em uma Unica
montagem. Montadores mais antigos, como Velvet e Minia, utilizam apenas um valor de k por

montagem, o que atualmente é considerado obsoleto em montagem de genomas bacterianos.

SPAdes IDBA Velvet Minia
UENF412522
Ctg Scf Ctg Scf Ctg Scf Ctg Scf
#contigs 125 123 224 124 532 168 755 223

Contig Maior 474K 557k 374k | 431k 91.2k | 265.4k | 77.9k | 332.4k

Tamanho total 783m | 7.83m | 7.82m | 7.87/m | 7.7m | 7.78m | 7.7m | 7.85m

N50 175.2k | 179.2k | 99.8k | 155.6k | 28k 102.5k | 19k 77.4k
N75 109.4k | 111.9k | 52.1k | 104.5k | 14.4k | 56.4k | 10.4k | 38.8k
L50 15 14 23 16 85 23 121 29
L75 30 28 51 31 182 46 254 65
#N por 100kbp | O 2.32 0.73 200 012 | 5416 | 0.1 1028

Tabela 3 — Métricas da montagem para cepa UENF412522 utilizando os montadores SPADes, IDBA,
Velvet e Minia. Em Ctg estdo evidenciadas métricas para os contigs e em Scf para os Scaffolds. Os valores
indicando as melhores métricas estdo sublinhados.

5.2 Identificacao filogenética das cepas UENF412522 e UENF114111

As sequéncias do rRNA 16S recuperadas pelo EMIRGE para a cepa UENF412522
apresentaram alta identidade (>95%) com sequéncias publicamente disponiveis do género
Azospirillum (e.g.: Azospirillum lipoferum B2 e BL2, Azospirillum melinis LMG24250 e TMCY41,
Azospirillum oryzae KNUC9025, além de varios Azospirillum sp.). Para a cepa UENF114111, a
maioria das correspondéncias foram com Burkholderia (Burkholderia silvatlantica AB219,

Burkholderia denitrificans UENF114111 e UENF11111, Burkholderia mimosarum PTK31), alem

de algumas Paraburkholderia (Paraburkholderia ferrariae FeGIO1, Paraburkholderia
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silvatlantica SRMrh-20). Recentemente, o género Burkholderia foi desmembrado em dois:
Burkholderia, maioria constituintes de bactérias patogénicas e Paraburkholderia, com bactérias
ambientais (Sawana et al., 2014). Conforme esperado, os bancos de dados ainda ndo foram
completamente atualizados (e.g. B. silvatlantica, que foi reclassificada para Paraburkholderia
(Eberl & Vandamme, 2016)).

A correlacdo tetra obtida com o0 JSpeciesWS para a cepa UENF412522 apresentou Z-scores
acima do cutoff de 0,989 para A. lipoferum 4B, Azospirillum tiophilum DSM21654 e Azospirillum
sp. B510, evidenciando maior grau de parentesco com estas cepas do que as de Azospirillum
brasilense Sp245 e A. brasilense Az39. Na filogenia de Azospirillum (Figura 6), a cepa
UENF412522 forma um grupo irmao com um clado contendo Azospirillum sp. B2, Azospirillum
sp. B506, A. oryzae A2P, Azospirillum humicireducens SgZ5 e A. lipoferum 4B, o que indica que
UENF412522 pode ser tanto um isolado de alguma destas espécies, ou mesmo uma uma nova
espécie. Foi encontrado um Unico clado monofilético representativo que contém apenas uma
espécie: A. brasilense. De maneira geral, existem poucos genomas de Azospirillum depositados
(24, incluindo UENF412522), sendo necessario um esforco de sequenciamento para elucidar a

filogenia desta espécie.

A correlacgdo tetra paraa cepa UENF114111 ndo apresentou nenhuma correspondéncia com
Z-score acima do cutoff: Paraburkholderia sacchari 19450 (Z-score de 0,98) foi a que mais se
aproximou do cutoff, seguida por Paraburkholderia glathei DSM50014 (0,96) e Candidatus
Paraburkholderia kirkii UZHbot2 (0,96). Este dado sugere que a cepa UENF114111 se trata de
uma Paraburkholderia, sendo necessario revisar a entrada no GenBank (KU836603.1) referente

ao 16S desta sequéncia, que esta classificada como B. denitrificans.
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Figura 6 — Filogenia de méaxima verossimilhanca de SNPs extraidos do alinhamento dos core genes para as
espécies de Azospirillum. R. centenum SW foi definido como grupo externo. A cepa UENF412522
(destacada em verde) formou um grupo irmdo com um clado contendo Azospirillum sp. B2, Azospirillum
sp. B506, A. oryzae A2P, A. humicireducens SgZ5 e A. lipoferum 4B. A Unica espécie deste género contida
em um clado monofilético representativo é A. brasilense.

Na filogenia de Paraburkholderia (Figura 7), a cepa UENF114111 se posicionou como
grupo irmdo de um clado contendo Paraburkholderia nodosa, Paraburkholderia heleia e
Paraburkholderia mimosarum. Sendo assim, é possivel que a cepa UENF114111 pertenca a
alguma dessas trés espécies ou mesmo que se trate de uma nova espécie. E possivel observar um
ramo longo com baixo suporte no interior da filogenia, contendo Paraburkholderia rhizoxinica
HKI454. Esta cepa foi caracterizada, originalmente, como Burkholderia rhizoxinica (Lackner et

al., 2011), sendo remanejada para Paraburkholderia. A correlagdo tetra para esta cepa mostrou
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uma mistura de correspondéncias abaixo do cutoff de 0,989 para o género Paraburkholderia e
Ralstonia, ambas pertencentes a familia Burkholderiaceae. Em uma segunda filogenia contendo
espécies de Ralstonia e Paraburkholderia (Figura 8), observa-se que esta cepa é a espécie mais
basal dentro de Paraburkholderia, seguida por Paraburkholderia caryophylli como a segunda
espécie mais basal dentro de Paraburkholderia. A partir dela, 0 género desmembra-se em dois
grupos irmdos: um contendo espécies determinadas como Candidatus Paraburkholderia e outro

contendo as demais espécies do género.

5.3 Predicao e anotagcao génica

A predicdo génica automatica para a cepa UENF114111 revelou 5960 ORFs, das quais
4561 (~76,53%) foram anotadas. Ja para a cepa UENF412522 foram preditas 6892 ORFs, tendo
sido 5266 (~76,41%) anotadas. A anotacdo funcional dos reads para a cepa UENF114111 obteve
40% dos reads classificados em 46 categorias funcionais do SEED pela plataforma MEGAN,
enquanto que para a cepa UENF412522 obteve-se 37% dos reads classificados em 45 categorias
funcionais. A anotacdo manual das ORFs (utilizando a base Swissprot) ajudou a inferir a funcéo
de 3592 (~60,27%) e 3825 (~55,50%) genes de UENF114111 e UENF412522, respectivamente.
O numero de ORFs anotadas por esta abordagem é menor do que as automaticas. Contudo, a
qualidade da anotacdo manual é maior por permitir curadoria com dados da literatura e comparacao

com proteinas de referéncia de maior qualidade, disponiveis no SwissProt.



23

Paraburkholderia_caryophylli_Ballard_720
Paraburkholderia_kururiensis_subsp_thiooxydans_NBRC_107107
Paraburkhalderia_tururiensis_M130

wE’araburkhmderiafkururiensisiJCMJ0599

100 | Euaurabur’I<hD\der’iaicahal\eraﬂisiLMGi%ﬂ1G

| Paraburkhalderia_cabalieranis_TNe_g41

Paraburkhalderia_ferrariae_NBRC_106233
Paraburkholderia_acidipaludis_NERC_101816
|Paraburknolderia_sp_UENF114111|
1o Paraburkholderia_mimosarum_STM_3621
Paraburkholderia_mimosarum_LMG 23256 NBRC_ 106338 _

Paraburkholderia_heleia_NBRC_101817

Paraburkholderia_nodosa_DSM_21604

Paraburiholderia_nodosa_CNPSo_1341

Paraburkholderia_bannensis_NBRC_103671

Paraburkholderia_tropica_P_31

Paraburkhaolderia_tropica_Ppe8

09 parapurkholderia_tropica_LMG_22274

Paraburkholderia_oxyphila_NBRC_105797

. Paraburkholderia_sacchari LMG 19450

— e Paraburkholderia_diazotraphica_LMG_26031

10}

100

100

Paraburkhalderia_sp_STM_7183

o Paraburkholderia_phymatum_STME15
Paraburkholderia_terrae_NBRC_100964
Paraburkholderia_hospita_LMG_20598
Paraburkholderia_terrae_BS437
Paraburkholderia_terrae_BS007
Paraburkholderia_terras_BS001
1000 Paraburkholderia_terrae_BS110
Paraburlkholderia_caribensis_MWAPE4
Paraburkholderia_caribensis_Bers 1w
Paraburkholderia_caribensis_MBA4
Paraburkholderia_sp_S0S3
Paraburkhaolderia_megapolitana_LMG_23650
Paraburkholderia_phenazinium_GAS95
" 4’% Paraburkholderia_phenazinium_GAS86
Paraburkholderia_phenazinium_LMG_2247
Paraburkhalderia_susongensis_LMG_29540
Paraburkholderia_monticola_JC2948
Paraburkholderia_tuberum_DUSE33
Paraburkholderia_sprentiae_WSM5005
Paraburkholderia_graminis_C4D1M
mDParaburkhalderla_phennuruptrlx_AC‘\ 100
Paraburkhalderia_phenaliruptrix_BR3459a
Paraburkhalderia_dilwarthii_WSM3556
Paraburkholderia_caledonica_NBRC_102488
19 paraburkholderia_caledanica CA_S3F 1
Paraburkholderia_bryophila_376MFSha3_1
10Igarataur|<h-3|der\a_lqrstembaschenms_Rau_zDQ

100

2

Paraburkholderia_kirstenboschensis_KB15
Paraburkholderia_sp_STM_7296
Paraburkholderia_ginsengisoli_NBRC_100965
Paraburkholderia_fungorum_GAS106B
Paraburkholderia_phytofirmans_PsJn
Paraburkhalderia_xenovarans_LB400
Paraburkholderia_sp_BNS
1F’U%raburld’mlderiaipanaciterraeiDCYBSJ
Paraburkholderia_ginsengiterrae_DCY85
1 Paraburkholderia_aspalathi LMG_27731
£10Earaburl<hmderla_fung-:urum_NERC_102489
100 Paraburkhalderia_fungorum_ATCC_BAA_463
Paraburkholderia_terricola_LMG_20594
E’Ugrat]urkh-j\denaised\m\nim\aiLMGjA?sB
Paraburkholderia_sartisol_LMG_24000

0-2/— Paraburkhalderia_rhizoxinica_HKI_454

Candidatus_Paraburkholderia_calva_UZHbot6_

Candidatus_Paraburkholderia_kirkii_UZHbot2

o Candidatus_Paraburkholderia_schumannianae_UZHbots
Candidatus_Paraburkholderia_kirkii_UZHbot1

Paraburkholderia_glathel_DSM_50014

Burkhalderia_thailandensis_E254




24

Figura 7 — Filogenia de méaxima verossimilhanca de SNPs extraidos do alinhamento dos core genes para as
espécies de Paraburkholderia. A cepa UENF114111 (destacada em verde) esta como grupo irmdo de um
clado contendo P. nodosa, P. heleia e P. mimosarum, sem se agrupar diretamente com nenhuma outra cepa.
Observa-se um ramo longo no interior da filogenia com baixo suporte contendo P. rhizoxinica HK1454.
Desconsiderando as relagdes com suporte menor do que 50% (ramos marcados com tridngulo vermelho),
temos uma politomia que desmembra em P. rhizoxinica HKI454, P. caryophylli Ballard720, um clado
contendo as espécies com sufixo candidatos (porcao inferior) e o clado contendo as demais espécies. A
cepa B. thalandensis E254 foi definida como grupo externo.

5.4 Genes relacionados a promoc¢do do crescimento vegetal e outros
processos ecofisioldgicos

Ambas as cepas apresentaram fenotipos relacionados a biofertilizacdo, embora pouco se
saiba sobre as suas possiveis bases genéticas relacionadas a promocdo do crescimento vegetal.
Apbs a identificacdo destes genes, seria possivel transferi-los para outras bactérias, concedendo-
as o respectivo fenétipo. Um exemplo de sucesso desta abordagem foi a transferéncia do complexo
da nitrogenase para Escherichia coli, tornando-a uma fixadora de nitrogénio (Vicente & Dean,
2017). Além disto, a investigacdo gendmica pode revelar propriedades de promoc¢do do

crescimento vegetal ndo averiguadas por experimentos.

Para a cepa UENF114111 e UENF412522 foram encontrados diversos genes nif, que
integram o complexo da nitrogenase, um gene homologo a LOG, que codifica uma proteina
participante da etapa final de ativacdo de citocininas (Kurakawa et al., 2007), além do gene acdS
(Grichko & Glick, 2000), traduzido na enzima ACC desaminase.

A cepa UENF412522 apresentou oito operons relacionados a FBN: nifABSTZZ,
nifDHKNEX, nifPSUVW, nifQ, nifS (duas regibes), nif] e sufBCDS (Figura 9a). Os genes
responsaveis pela traducdo das unidades cataliticas da nitrogenase (nifDHK) estdo na regido
nifDHKNEX e junto a este operon ha reguladores tipicos da nitrogenase: draG (promotor) e draT
(repressor). O gene nifJ esté associado a transferéncia de elétrons para o complexo da nitrogenase.
Os demais genes estdo envolvidos em disponibilizacdo de enxofre, sintese de grupamentos Fe-S e
do cofator FeMo (sufBCDS, nifS, nifPSUVW, nifQ, nifABSTZZ). Ja na cepa UENF114111, os genes
da FBN estavam todos concentrados em quatro operons na mesma regido: modABCE,
nifKDHQXEN-+ferrodoxina, nifABZZST+ferrodoxina e nifVW+iscAS+ferrodoxina (Figura 9b). O
operon mod esta envolvido com a absorcdo de molibdato (Perinet et al., 2016), sendo fonte de
molibdénio para sintese do cofator FeMo. O gene nifW, possivelmente, age como um protetor da

nitrogenase contra oxigénio (Kim & Burgess, 1996). iscAS estdo envolvidos na sintese de
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grupamentos Fe-S (Ding & Clark, 2004; Urbina et al., 2001) e as ferrodoxinas, possivelmente,
cumprem o papel de nifJ na transferéncia de elétrons. No meio deste cluster hd um operon contendo
genes de funcdo desconhecida. Este cluster de operons da FBN, por estar centralizado, pode ser
utilizado para transformar bactérias ndo-diazotréficas, uma vez que possui todos os genes

essenciais deste processo (Vicente & Dean, 2017).

Na cepa UENF114111, o gene gabY, possivelmente, esta envolvido na solubilizacdo de
fosfato, uma vez que o knock out deste gene em E. coli cessou a solubilizacdo de fosfato em
consequéncia da ndo producdo de &cido gluconico(Babu-Khan et al., 1995). Para a cepa
UENF412522, o operon pqq (Felder et al., 2000), provavelmente, esta envolvido solubilizagéo de

fosfato.

A cepa UENF412522 possui 0 gene iaaH, responsavel pela etapa final da sintese da auxina
acido indol-3-acético (Spaepen & Vanderleyden, 2011). A presenca apenas do gene final da via
do pode atuar no pool de IAM na planta, deslocando o equilibrio para o IAA. A citocinina LOG
também pode agir por um mecanismo similar a este, ativando o pool de citocininas inativas

vegetais. Ndo foram encontrados genes relacionados a sintese de IAA na cepa UENF114111.
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Figura 8 — Filogenia de méaxima verossimilhanca de SNPs extraidos do alinhamento dos core genes para 0s
géneros Paraburkholderia e Ralstonia. P. necessarius QLW-P1DMWA-1 foi definido como grupo externo.
A cepa P. rhizoxinica HKI1454 mostrou-se um grupo basal dentro de Paraburkholderia, sendo a espécie
mais distinta deste clado.
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Figura 9 — Distribuicao dos genes nif posicionados em representacdes dos scaffolds das cepas UENF41522
(A) e UENF114111 (B). Na cepa UENF412522, os genes da FBN estdo em oito operons dispersos em 5
scaffolds. Na cepa UENF114111, quatro operons contendo os genes da FBN estdo adjacentes no mesmo
scaffold.

Em relacdo aos genes envolvidos em outros processos ecofisioldgicos foram encontrados
diversos genes de resisténcia a antibidticos, a cepa UENF114111 apresentou os genes de
resisténcia a fosmidomicina (fsr) (Fujisaki et al., 1996), metilenomicina A (mmr) (Neal & Chater,
1987), tabtoxina (ttr) (Anzai et al., 1990), biciclomicina (bcr) (Bentley et al., 1993), polimixina
(ArnA/pmr) (Gatzeva-Topalova et al., 2004; Nummila et al., 1995), &cido fusarico (fusAC) (Utsumi
et al., 1991), bacitracina (uppP/BacA) (El Ghachi et al., 2004) e a toxina ratA (pasT) (Norton &
Mulvey, 2012), além de genes envolvidos na resisténcia a multiplas drogas como MdtABCEG
(Nagakubo et al., 2002; Nishino & Yamaguchi, 2002). A cepa 412522 apresentou genes de
resisténcia a fosmidomicina (fsr), biciclomicina (bcr), bacitracina (uppP/BacA), tabtoxina (ttr),
fenazina (ehpR) (Giddens et al., 2002), tetraciclina (tetA) (Waters et al., 1983), resisténcia a
multiplas drogas MdtABCE, AcrA (Ma et al., 1993) e NorM (Brown et al., 1999). A maior parte
dos antibidticos citados foram isolados originalmente do género Streptomyces, extremamente

representativo na composicdo do solo (total de 576 espécies descritas) (Labeda, 2011). A
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resisténcia as toxinas produzidas por este género é desejavel para um melhor estabelecimento de

inoculantes no solo.

A sintese de trealose bacteriana pode conferir diversas propriedades osmoprotetoras aos
vegetais (Duan et al., 2013). Na cepa UENF412522 foram encontradas trés vias de sintese para
trealose: treS, treYZ e otsAB. ostAB é conhecido na forma de um operon, porém nesta cepa estdo
distantes no genoma: ostA esta associado a uma glicoquinase e ostB a uma frutoquinase (Figura
12), possivelmente, sendo co-expressos para converter UDP-glicose em trealose (Kaasen et al.,
1994). O operon treYZ apresenta um gene treZ fundido com um dominio de maltoquinase (Figura
10), forma ndo reportada na literatura e compartilhada por outras cepas de Rhodospirilaceae
(Figura 11). Na cepa UENF114111, os genes treS e treYZ estdo a poucas ORFs de distancia e no

mesmo lado da fita de DNA, possivelmente pertencendo ao mesmo operon.

1 - 1T - 1 1) LT 1T 1547

Query seq. e ————————————————————————

Specific hits
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|

Alpha-amylaze superfamily
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PulfA superfamily

Figura 10 — Andlise dos dominios de treZ da cepa UENF412522 pelo CDD-NCBI. H4 um dominio de
maltoquinase (malQ) anexado ao restante da estrutura de treZ.

A cepa UENF412522 possivelmente fixa carbono através do ciclo de Calvin-Benson-
Bassham (CBB). Recentemente os constituintes desta via foram identificados experimentalmente
no género Azospirillum (Orlova et al., 2016). Diversos genes CBB (Rasigraf et al., 2014) foram
encontrados nesta cepa, como 0 gene da subunidade maior da enzima RubisCO (cbbL) e
subunidade menor (cbbS) (Schwedock et al., 2004), o regulador transcricional do operon da
RubisCO (cbbR) (Gibson & Tabita, 1993), RubisCO ativase (cbbX) (Mueller-Cajar et al., 2011),
fosfoglicerato quinase (pgk) (Alefounder & Perham, 1989), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(gapB) (Brinkmann et al., 1989), frutose bisfosfato aldolase (cbbA) (Hayashi et al., 2000), ribulose
fosfato 3 epimerase (cbbE) e transcetolase (cbbT) (van den Bergh et al., 1996), fosfoglicolato
fosfatase (cbbZ) (Schaferjohann et al., 1993), frutose-1,6-bisfosfatase (fpb) (Hamilton et al., 1988)
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e fosforibuloquinase (cfxP) (Kossmann et al., 1989). O CBB possibilita que esta cepa de
Azospirillum fixe carbono do ar em condicdes de baixa disponibilidade de carboidratos, o que

contribui para a sobrevivéncia desta cepa em condi¢fes de campo.

Outros importantes genes estdo presentes em ambas as cepas para auxiliar no combate ao
estresse oxidativo causado pela planta durante a colonizagdo das bactérias (Sousa & Olivares,
2016), como o gene da catalase cat (Henkle-Duhrsen et al., 1998) e os genes da superoxido
dismutase sodB (Laudenbach et al., 1989) e sodC2 (Figueroa-Bossi & Bossi, 1999).
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Color key for alignment scores
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Azospirillum sp.
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Belnapia moabensis
Rhodospirillum centenum

I Fw

Skermanella sp.

Figura 11 — blastP contra a base nr para treZ de UENF412522. Observa-se a mesma forma de
treZ+malQ em nove espécies de Azospirillum, em Belnapia moabensis e Rhodospirillum
centenum. Esta fusdo aparenta ser especifica de alguns membros da familia Rhodospirilaceae,
uma vez que as cepas de Skermanella ndo possuem esta estrutura.

Nas visualizacdes circulares dos genomas pelo CIRCOS (Figuras 11 e 12), foi possivel
representar 31 regides gendmicas de UENF412522 e 30 de UENF114111 divididas em trés
categorias: genes de promocéo do crescimento vegetal, resisténcia a antibidticos e metabolismo de
carbono. Os scaffolds inferiores a 80kb foram concatenados para melhor visualizagdo. A
distribuicdo dos genes foi relativamente homogénea, ndo sendo observadas posi¢oes preferenciais

de genes.
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Figura 12 — Visualizacao circular do genoma da cepa UENF412522. Nos anéis mais externos (cinza) estdo
plotados os scaffolds, seguido por porcentagem de GC (laranja), posicdo dos genes e suas respectivas
identificacfes. Em azul os genes de resisténcia a antibidticos: fosmidomicina (fsr), biciclomicina (bcr),
bacitracina (uppP/BacA), tabtoxina (ttr), fenazina (ehpR), tetraciclina (tetA, resisténcia a multiplas drogas
MdtABCE, AcrAB e NorM. Em vermelho os genes de metabolismo de carbono: importacéo-fosforilacéo de
manose (manPTS) e frutose (fruPTS), a-glucosidase (aglucos), B-glucosidase (bglucos), ciclo de Calvin-
Benson-Brassham (CBB), ribulose quinase + riboquinase (ribuloribk), trehalose (treYZ, treS,
otsB+frutoquinase, otsA+glicoquinase), operon da xilose (xyl), operon do glicerol (glp), operon da
arabinose (ara), glicoguinase (glk), frutoquinase-6 + manitol-2-desidrogenase (manf6p). Em verde, os
genes diretamente relacionados a promogdo do crescimento vegetal: sintese de acido glucénico (pqg),
citocinina (log), ACC desaminase (acds) e nitrogenase (nifHDK).
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UENF114111 - Paraburkholderia sp. 5
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Figura 13 — Visualizacéo circular do genoma da cepa UENF114111. Nos anéis mais externos (cinza) estéo
plotados os scaffolds, seguido por porcentagem de GC (laranja), posicdo dos genes e suas respectivas
identificacdes. Em azul os genes de resisténcia a antibiéticos: fosmidomicina (fsr), metilenomicina A (mmr),
tabtoxina (ttr), biciclomicina (bcr), polimixina (ArnA/pmr), &cido fusarico (fusAC), bacitracina
(uppP/BacA), toxina ratA (pasT), resisténcia a multiplas drogas MdtABCEG. Em vermelho os genes de
metabolismo de carbono: operon da xilose (xylAB), ribitol (rbt), B-glucosidase (bglucos), frutoquinase (fru),
operon da ramnose (rha), glicerol quinase (glp), operon da arabinose (ara), trealose (treSYZ), Glutamina--
frutose-6-fosfato aminotransferase (F6P-gIn), manose-6-fosfato isomerase (F6P-Man6P), operon da ribose
(rbs), glicoquinase (glk), sorbitol desidrogenase (sorbitol-sorbose), manitol-2-desidrogenase (Man-Fru).
Em verde, os genes relacionados diretamente a promogdo do crescimento vegetal: citocinina (log), auxina

(iaaH) e FBN (nif).
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5.5 Genes de metabolismo de carbono

Diversos genes envolvidos no metabolismo de carbono foram identificados, principalmente
com auxilio dos mapas metabolicos do Kegg. Na cepa UENF412522, foram encontrados sistemas
de importacdo-fosforilacdo de manose (manPTS) e frutose (fruPTS); para quebrar polissacarideos,
esta cepa possui uma a-glucosidase ¢ uma B-glucosidase, adjacentes no genoma (Figura 12),
embora em fitas diferentes. Os genes da ribulose quinase e riboquinase estdo no mesmo operon.
Ha ainda a presenca do operon da xylose, contendo importadores (xyIHF) (Erbeznik et al., 2004),
xilose isomerase (xylA) e xilulose quinase (xylB) (Takeda et al., 1998); operon do glicerol,
contendo os genes de importagdo glpPQSTV (Eiglmeier et al., 1987) em uma regiéo diferente dos
genes glicerol quinase (glpK) (Pettigrew et al., 1988) e glicerol-3-fosfato desidrogenase (glpD)
(Austin & Larson, 1991); os genes de metabolismo da arabinose estdo em localizados em dois
operons adjacentes: araAC e araBDE, sendo gque cada um dos operons possui importadores ABC
para agucar proprios, ndo-homdlogos ao ja descrito araXYZ (Watanabe et al., 2006); hd um gene
com funcéo glicoquinase, sorbitol desidrogenase (conversao sorbose em sorbitol (polS)) (Schauder
et al., 1995), e além dos sistemas PTS para manose e frutose, ha um operon que contém
frutoquinase-6 e manitol-2-desidrogenase (mtlK) (Schneider et al., 1993). O teste de fontes de
carbono API 50 CH/E detectou atividade para glicogénese nesta cepa (tabela 4), sendo o gene

codificador da frutose-1,6-bisfosfatase (fpb) um dos envolvidos neste processo.

Na cepa UENF114111 ha um operon da xilose xylAB e outro contendo os transportadores
xylFGH; operon do ribitol, contendo ribitol-2-desidrogenase (rbtD) e uma ribuloquinase; para
quebrar polissacarideos ha uma B-glucosidase (curiosamente, nenhuma o-glucosidase foi
encontrada); para frutose, manitol-2-desidrogenase (dalD, conversao de manitol e frutose) (Heuel
et al., 1998) e frutoquinase (mak) (Sproul et al., 2001). Apo6s fosforilada pode seguir por outras
vias como manose-6-fosfato isomerase e glutamina-frutose-6-fosfato aminotransferase (trés copias
em posicOes distintas, Figura 13); operon da ramnose+glicerol, contendo genes como glicerol
quinase (glpK), glicerol-3-fosfato desidrogenase (glpD), L-ramnose-1-desidrogenase dhg2
(Koivistoinen et al., 2008). Os transportadores rhaSPQT estdo em um operon adjacente; glicerol
quinase (glp); todos os genes referentes a arabinose estdo presentes nos operons araFGHB,
araHGFADEC e o gene araB isolado. Os genes araEFGH sdo transportadores, araA arabinose
isomerase, araB ribuloquinase, araC regulador e araD L-ribulose-fosfato espimerase (Schleif,
2000); os genes de metabolismo da ribose foram rbsBCA, rbsCK, rbsRK, sendo rbsABC
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transportadores, rbsK riboguinase e rbsR o repressor; uma glicoquinase e sorbitol desidrogenase

isoladas.

Composto 114111 412522 Genes
Glicerol + + alp
Eritritol + - ?

D-adonitol + - rbt
Dulcitol + - ?

D-manitol + + mtlK, dalD

D-sorbitol + - polS

L-arabinose + + ara
D-ribose + + rbs
D-xilose + + xyl

Metil- pD- Xilopiranosido + + ?

D-galactose + + araA
D-glicose + + glk
D-frutose + + fru-PTS, mak, mtlIK, dalD

D-manose +? + manPTS

L-sorbose + + polS

L-ramnose + - dhg?

Metil- aD-

Glucopiranosido + - ?
D-trealose + + treS, treY, otsAB, glucosidases
D-maltose + + treS, glucosidases

D-arabinose - + ?

Glicogenese - + fbp

Gentiobiose - +

D-Tagatose - +

Esculina citrato de ferro + +
Salicina - +

Amigdalina - +

D-celobiose - + .

- - glucosidases
D-lactose (origem bovina) + +

D-melibiose + +

D-sacarose + +
Amido + -

D-Rafinose + -

D-Turanose + -

Tabela 4 — Teste para fontes de carbono API 50 CH/E com seus respectivos possiveis genes de metabolismo.
O sinal de + indica habilidade de metabolizar a fonte, e - inabilidade de metabolizar, e ? gene ndo encontrado.
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O uso do teste para fontes de carbono API 50 CH/E é uma ferramenta utilizada na
identificacdo de microrganismos de acordo com as fontes de carbono que estes podem metabolizar.
Neste trabalho, os genes relacionados as fontes de carbono testadas foram sistematizados (tabela
4). Para alguns compostos (eritritol, dulcitol, metil-BD-xilopiranosido, metil-aD-glucopiranosido)
n&o foi possivel encontrar genes diretamente relacionados com seu metabolismo. E possivel que
as enzimas mencionadas anteriormente atuem em outras fontes de carbono além das relatadas na

literatura, devido consideravel similaridade na estrutura quimica de alguns carboidratos.

7. CONCLUSAO
As montagens de genomas apresentaram melhores métricas de contiguidade para o

montador SPADes 3.0, o que indica que este montador foi 0 mais adequado para este conjunto de
dados. As cepas UENF412522 e UENF114111 foram caracterizadas como Azospirillum sp. e
Paraburkholderia sp. e foi possivel predizer 6892 e 5960 genes respectivamente. A anotagdo
automatica pelo Prokka inferiu a funcdo de aproximadamente 76,5% dos genes, enquanto que a
anotacdo feita por blast contra o SwissProt inferiu a fungéo de 55,5% dos genes para UENF412522
e 60% para UENF114111.

As cepas Azospirillum sp. UENF412522 e Paraburkholderia sp. UENF114111
apresentaram diversos genes interessantes no contexto de sua possivel aplicacdo na formulacéo de
inoculantes agricolas, como resisténcia a antibidticos da rizosfera, producdo de fitormdnios
vegetais, solubilizacdo de fosfato e FBN. Além disto, este trabalho serve como base para analises
de expressao génica (e.g. para a cepa UENF412522 verificar a presenca transcritos contendo a
fusdo de treY e malQ e se ha expressdo do CBB na auséncia de fontes de carbono), além da

verificacdo da resisténcia aos antibioticos citados.

E importante que comunidade cientifica se atente aos estudos gendmicos de bactérias do
solo. Para efeito de comparacédo, Paraburkholderia (ambiental) possui 69 genomas depositados e
Burkholderia (majoritariamente isolados clinicos), em torno de 1900. O género Azospirillum
também possui uma baixa representatividade em termo de genomas sequenciados (24 genomas).
Isto reflete o baixo numero de estudos genémicos de bactérias do solo em contraste com a area
clinica. A dificuldade no cultivo destes microrganismos contribui ainda mais para este hiato. Em

particular, espera-se que as novas técnicas de sequenciamento possam auxiliar na melhor
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caracterizacdo de rizobactérias, como exemplificado no presente trabalho. E possivel que bactérias
com novas propriedades de promocao do crescimento vegetal estejam deixando de ser investigadas,
0 que indiretamente incentiva a manutencdo dos sistemas agricolas dependentes de insumos

quimicos.
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