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RESUMO

CARACTERIZAGAO IN SILICO E IN VITRO DO POTENCIAL DE UMA COMUNIDADE BACTERIANA SINTETICA

PARA BIOCONTROLE DE PATOGENOS DE MILHO

As interacOes benéficas entre plantas e bactérias exercem importantes papéis nos
processos fisiolégicos das plantas, resultando na promog¢do do crescimento vegetal por
mecanismos diretos e indiretos. Dentre as bactérias benéficas as plantas, destaca-se o papel
das rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs), que estdo presentes na
porgcdo de solo intimamente associada as raizes de plantas denominada rizosfera. As RPCPs
podem ter acdo antimicrobiana, promovendo o crescimento vegetal de maneira indireta
através do controle de doencas. Por isso, as RPCPs tém sido estudadas visando a obtencdo de
inoculantes que possam substituir agroquimicos para nutricdo e defesa vegetal, tornando
assim o cultivo mais sustentavel. Sabe-se que a utilizacdo das RPCPs em consdrcios
bacterianos sintéticos pode proporcionar efeito aumentado na promocdo de crescimento
vegetal. Para viabilizar esta solucdo biotecnolégica, é necessdrio compreender a nivel genético
a acdo destas bactérias no biocontrole de patdgenos. Com isso, serd possivel desenvolver
maneiras de otimizar a complexa interacdo das RPCPs com a planta e a sinergia com as
comunidades microbianas que a habitam. Para isto, neste trabalho buscamos caracterizar in
vitro o potencial de uma comunidade bacteriana sintética previamente definida visando o
biocontrole de fitopatdgenos, e realizamos uma analise in silico a partir do draft do genoma
da linhagem Arthrobacter sp. CNMOQ5, uma rizobactéria isolada de da rizosfera do milho, cujos
resultados de controle biolégico foram um dos mais promissores, atingindo inibicdo de 24%
de F. verticillioides e 35% de S. sclerotiorum. Os mecanismos genéticos encontrados neste
genoma estdo associados a promogao do crescimento da planta e a produc¢ao de metabdlitos
secundarios com potencial para o controle biolégico, como os siderdoforos e os
antimicrobianos toxoflavina e acido fenazina-1-carboxilico. Além destes, dentre os principais
mecanismos encontrados na CNMO5 esta a biofertiliza¢do, responsavel pela disponibilizacao
de diversos nutrientes como carbono, nitrogénio, fésforo e potassio. Os resultados obtidos
contribuiram para uma melhor compreensdo do amplo papel das RPCPs como potenciais
agentes de biocontrole de fitopatdgenos na aplicagdo de comunidades bacterianas sintéticas
no campo.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento de plantas; Comunidades

sintéticas; Controle bioldgico; Metabdlitos secundarios.



1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

1.1. Rizosfera e comunidade sintética

O volume de solo associado as raizes das plantas possui alta concentragdo de
microrganismos e elevada atividade microbiana, devido a presenca dos exsudatos e outros
compostos secretados pelas raizes. Este volume de solo é chamado de rizosfera e se divide
em trés porcdes: a raiz, o solo e os microrganismos (Lynch & Leij, 2012). Alguns
microrganismos da rizosfera podem ser neutros, deletérios ou benéficos em relacao a saude
das plantas (Lynch & Leij, 2012). Dentre os microrganismos benéficos, é possivel encontrar as
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs), que sdo capazes de estimular o
crescimento das plantas, aumentar a produtividade, reduzir a susceptibilidade ao ataque de
patdgenos, além de atenuar os efeitos de estresses bidticos e abidticos, melhorando o fitness
das plantas no geral (Vacheron et al., 2013; Welbaum et al., 2010).

A utilizacdo de RPCPs como biofertilizantes e bioestimuladores na producdo de
grandes culturas é uma opcao vidvel e sustentavel (Bhardwaj et al., 2014), uma vez que estes
organismos promovem o crescimento vegetal e um aumento no vigor da planta, tendo assim
grande impacto na agricultura global (Compant et al., 2010; Khan et al., 2022; Welbaum et al.,
2010). Em especial diante do cenario de crescente demanda de maiores produtividades sem
aumento de dreas cultivaveis e com reducdao do uso de agroquimicos, cujos impactos
negativos ao ambiente e a saude humana ja vem longamente sendo discutidos (FAO, 2020).

Quando utilizadas em condi¢des de campo, muitas RPCPs ndo conseguem se
equiparar aos resultados de promog¢dao de crescimento vegetal obtidos em ambientes
controlados. Isto pode ocorrer por diversos fatores, como problemas na aplicacdo das RPCP
no campo e até inviabilidade dos inoculantes de competir com a microbiota ja presente no
solo (Nelson, 2004). Porém, outra razdo da discrepancia é a baixa performance das RPCPs em

condicBes naturais de solo e rizosfera quando aplicadas isoladamente (Van Veen et al., 1997)



Os consorcios bacterianos sintéticos (CBS) sdo comunidades bacterianas compostas
por diversas linhagens ou espécies conhecidas, desenvolvidas de forma a realizar atividades
bem definidas (Behera et al., 2021). Os organismos dos CBS devem ser passiveis de cultivo in
vitro, havendo a possibilidade de se reproduzir este consércio (Del Frari & Ferreira, 2021). O
uso de CBS para inoculagdo de plantas é uma alternativa visando aumentar o potencial da
aplicagdo de inoculantes que apresentam diversos beneficios em comparagdo a aplicagao
isolada de RPCP (Khan et al., 2022). Entretanto, o preparo destes consorcios depende da
compatibilidade destes organismos de forma a apresentarem sinergia entre si, resultando em
uma nutricdo melhorada para a planta, promovendo assim o crescimento e o
desenvolvimento desta em ambientes mais varidveis (Compant et al., 2010).

O CBS utilizado neste trabalho de pesquisa foi desenvolvido a partir de estudos
metagenomicos de solos nativos com cultivo de milho (Zea mays L.), visando a sinergia com a
linhagem Azospirillum brasilense Ab-V5, permitindo uma melhoria no desempenho desta
comunidade como promotora do crescimento de plantas, com foco em milho (Ferrarezi et al.,
2023). Os estudos foram fundamentados em analises de solos nativos e irradiados, em
diferentes dilui¢cGes, apds aplicacdo de A. brasilense Ab-V5 e plantio de milho, as linhagens
foram selecionadas com base nos tdxons que possuiram correlacdo positiva a acao do A.
brasilense, conforme demonstrado nas analises de metataxondmica (Ferrarezi et al., 2023).
Compdem este CBS as seguintes linhagens: Achromobacter sp. BR961; Kocuria sp. BR11049;
Herbaspirillum seropedicae BR11178; Methylobacterium sp. BR11882; Achromobacter sp.
BR13423; Stenotrophomonas sp. BR13885; Sphingomonas sp. BR13914; Pseudoacidovorax sp.
BR13934; Pseudoxanthomonas sp. BR14205; Sphingobium sp. BR14640; Arthrobacter sp.
CNMO5; Siphonobacter sp. CNM19.

Foram conduzidos estudos sobre as linhagens selecionadas com o intuito de avaliar
seu potencial no controle de fitopatdgenos, visando potencializar a sinergia benéfica entre a
comunidade microbiana e as plantas. Esta sinergia se comprovou em estudos realizados pelo
grupo de pesquisa, nos quais foi evidenciada a promoc¢do do crescimento de plantas pelo CBS,
através de mecanismos diretos, com a secrecdo de fitormonios e disponibilizacdo de
nutrientes para a planta (Ferrarezi et al., 2023). Dentre as linhagens analisadas, destacou-se a

Arthrobacter sp. CNMO5 devido ao seu potencial de controle biolégico. Em decorréncia desse



destaque, a linhagem foi submetida para sequenciamento e foi realizada uma andlise para

investigar os genes relacionados a promoc¢ao do crescimento das plantas.

1.2. Controle biolégico e antibiose

As atividades benéficas das RPCPs para as plantas podem ser classificadas em diretas
e indiretas. As primeiras se referem a promoc¢do do crescimento das plantas através da
biossintese de fitormoOnios e a disponibilizacdo de nutrientes, enquanto os mecanismos
indiretos de promocgdo do crescimento vegetal se referem a inducdo de resisténcia a
condicdes deletérias e a acdo antagonista a microrganismos fitopatégenos. A acdo de
antibiose esta diretamente associada a sintese de metabdlitos secundarios (SM) (Bach et al.,
2016; Demain & Fang, 2000; Vacheron et al., 2013).

A antibiose consiste na producdo natural de um agente antimicrobiano por um
microrganismo, tendo um impacto no desenvolvimento e sobrevivéncia de outro
microrganismo (Compant et al., 2005). Estes agentes antimicrobianos sao usualmente os SM,
como quitinases, acido cianidrico, proteases, celulases, entre outros (Quecine et al., 2016;
Sharrar et al., 2020). Estes metabdlitos resultam numa vantagem de fitness e de
competitividade de um microrganismo sobre outro (Bach et al., 2016; Compant et al., 2005).

Os SM dos microrganismos sdao compostos auxiliares biossintetizados através de
metabdlitos primarios. Estes compostos ndo sdo necessarios ao crescimento normal da célula,
mas beneficiam o organismo de diversas maneiras, como através da aquisicao de nutrientes,
comunicacao e inibicdo de outros organismos (Demain & Fang, 2000; Gross & Loper, 2009;
Sharrar et al., 2020)

Os microrganismos fitopatdogenos sdo um problema crénico para a producdo de
alimentos e para a estabilidade dos ecossistemas no mundo todo. O controle quimico tem
sido amplamente utilizado por produtores no mundo todo para combater os efeitos negativos
dos fitopatégenos (Carvalho, 2017). Entretanto, o uso continuo e crescente destes quimicos
frequentemente resulta em resisténcias dos patdgenos, causando problemas para o
ecossistema terrestre e aquatico, além de encarecer a producdo (de Weger et al., 1995;

Gerhardson, 2002). Neste sentido, a busca por métodos alternativos que sejam menos
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agressivos ao ambiente para controle de doencas tem aumentado nos ultimos anos (Compant
et al., 2005).

Neste cenario, RPCP que apresentam mecanismos de antibiose contra fitopatégenos
podem ter um papel crucial no futuro das produc¢des agricolas. Estas bactérias tém sido muito
estudadas atualmente como potenciais agentes de controle bioldgico de fitopatdgenos, o que
permitiria uma reduc¢do no uso de agroquimicos nas planta¢des (Bach et al., 2016; de Weger
et al.,, 1995; Gerhardson, 2002; Whipps, 2001). Para compreendermos o potencial no controle
biolégico de cada bactéria e do CBS como um todo, foram realizados testes de antagonismo
entre as linhagens bacterianas e dois fitopatdgenos de alto interesse econémico, os fungos
Fusarium verticillioides e Sclerotinia sclerotiorum.

A espécie F. verticillioides é de grande importancia para o cultivo de milho (Zea mays
L.), causando sintomas em todos os estagios de desenvolvimento da planta, levando a perda
de sementes, morte de plantulas, podriddo da raiz e da espiga, e danos a graos armazenados
(Blacutt et al., 2018; Cavaglieri et al., 2004). A espécie S. sclerotiorum é um dos principais
fitopatdgenos de soja (Glycine max L.) e outras culturas, causando podriddo do caule e das
raizes, murcha, amarelecimento e seca das folhas também se hospeda em plantas daninhas e
possui uma estrutura de resisténcia no solo, chamada esclerécio, que permite a permanéncia
do fungo em campo por um longo periodo, dificultando o manejo da doenca e até mesmo

resistindo a acdo de antifungicos sintéticos (de Faria et al., 2022; Purdy, 1979).

1.3. Anotacdo in silico de caracteristicas de promog¢dao vegetal e metabdlitos

secundarios bacterianos de interesse biotecnolégico

Ainvestigacdo sobre CBSs para a promoc¢ao do crescimento vegetal necessita de uma
abordagem multifacetada, associando andlises experimentais in vitro e in silico para uma
compreensao abrangente e satisfatdria da relagdo sinérgica entre as linhagens selecionadas
(Behera et al., 2021; Khan et al., 2022; Mori et al., 2016). Ensaios de antibiose revelam
interacdes microbianas fundamentais, identificando bactérias que produzem compostos
antibidticos e influenciam a dindmica da comunidade (Bach et al., 2016; Bonaterra et al.,
2022). Esses resultados experimentais sdo complementados por analises in silico, que, por

exemplo, podem predizer genes envolvidos na producdao de metabdlitos secundarios e
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fornecer entendimento sobre as interagGes genéticas das bactérias com as plantas, ou com
outros organismos presentes na rizosfera (Khan et al., 2022; Mori et al., 2016; Whipps, 2001).

Para otimizar o desempenho das RPCPs em condi¢des de campo, é crucial
compreender os mecanismos genéticos da interacdo destas com os patdgenos, com a planta
e com a comunidade microbiana que a habita(Mori et al., 2016). O entendimento sobre os
diferentes modos de acdo das RPCPs permite que sejam elaboradas estratégias de associa¢do
destes microrganismos visando complementaridade em CBSs, melhorando assim o potencial
desta ferramenta biotecnoldgica no controle biolégico (Whipps, 2001).

Os mecanismos de associacdo das bactérias com as plantas podem ser entendidos a
partir de estudos gendmicos, visando compreender e predizer o potencial destes
microrganismos quando em associacdo as plantas na promocdo do crescimento vegetal. Os
mecanismos diretos de promog¢dao do crescimento vegetal podem ser estudados,
principalmente, pelos genes associados a biofertilizagao, estimulo do crescimento radicular e
controle de estresses da planta (Compant et al., 2010; Lugtenberg & Kamilova, 2009; Vacheron
et al., 2013). Os mecanismos indiretos envolvem os genes relacionados ao controle biolégico,
como os genes associados a antibiose, a sintese de antimicrobianos, a indug¢ao de resisténcias
sistémicas e a melhoria na competicao por nutrientes (Bach et al., 2016; Compant et al., 2010;
Lugtenberg & Kamilova, 2009). Alguns destes mecanismos estdo relacionados com a producao
de SM produzidos por clusters de genes bionssintéticos (BCG). Estes agrupamentos de genes
funcionam para a construcdo de moléculas complexas, em especial as peptideo ndo-
ribossomais sintetases (NRPS) e as policetideo sintases (PKS), que sdo os principais grupos
responsaveis pela codificacdo dos antibidticos e antifungicos mais conhecidos e utilizados
atualmente (Sharrar et al., 2020).

Compreender o papel dos genes responsaveis por processos relacionados a
biofertilizacdo, controle biolégico e sintese dos metabdlitos secundarios é de suma
importancia para alcancar os efeitos desejados na aplicacdo das RPCPs, especialmente no
manejo bioldgico de doencas de plantas. Para tanto, no presente trabalho foram realizadas
analises in vitro de antibiose entre RPCPs constituintes de uma CBS contra patégenos

selecionados. Além disso, visando compreender os mecanismos genéticos que governam as
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interacGes antagonicas entre RPCP e fungos fitopatogénicos, e as interagdes benéficas entre
RPCPs-planta foi realizada uma busca in silico de genes relacionados a biofertilizagdo, ao
biocontrole e a biossintese de SM nos genomas das linhagens que apresentaram potencial in

vitro para a antibiose.

2. OBIJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial de controle biolégico de
fitopatdgenos por RPCPs provenientes de um CBS previamente estabelecido no grupo de
pesquisa.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Avaliacdo do potencial de RPCPs de um CBS previamente desenvolvido para a
promocdo de crescimento de milho para o controle biolégico de Fusarium
verticillioides e Sclerotinia sclerotiorum;

® Sequenciamento e montagem do genoma de pelo menos uma RPCP de maior
potencial no controle de fitopatdgenos;

® Anotacao in silico dos genes relacionados a promocao de crescimento vegetal

e biossintese de metabdlitos secundarios da linhagem mais promissora.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biolégico

As linhagens bacterianas utilizadas no consércio foram previamente selecionadas
com base em andlise de dados metagendmicos que possibilitaram identificar relagdes
sinérgicas entre membros de uma comunidade nativa de solo cultivado com milho (Zea mays
L.) e a RPCP Azospirillum brasilense Ab-V5 (Ferrarezi et al.,, 2023). Estas linhagens foram
isoladas de diferentes plantas hospedeiras e algumas foram cedidas pela Embrapa

Agrobiologia (Seropédica-RJ) (Tabela 1).
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Tabela 1. Comunidade bacteriana sintética selecionada para analise do potencial de

biocontrole de patdgenos.

Identificagdo

Linhagem P Isolada de Isolada em
taxonOémica
BR 961 Achromobacter sp. Leucaena sp. Mato Grosso do Sul
BR 11049 Kocuria sp. Triticum sp. Rio de Janeiro - Seropédica
Herbaspirillum
BR 11178 Zea mays Rio de Janeiro - Seropédica
seropedicae
Goias - Santo Antbnio de
BR 11882 Methylobacterium sp. Brachiaria decumbens
Goias
BR 13423 Achromobacter sp. Saccharum sp. Rio de Janeiro - Seropédica
BR 13885 Stenotrophomonas sp. Saccharum sp. Rio de Janeiro - Seropédica
BR 13914 Sphingomonas sp. Saccharum sp. Rio de Janeiro - Seropédica
BR 13934 Pseudacidovorax sp. Saccharum sp. Rio de Janeiro - Seropédica
BR 14205 Pseudoxanthomonas sp. Saccharum sinense Rio de Janeiro - Seropédica
Mato Grosso do Sul — Campo
BR 14640 Sphingobium sp. Brachiaria humidicola
Grande
CNMO5 Arthrobacter sp. Zea mays Sdo Paulo - Piracicaba
CNM19 Siphonobacter sp. Zea mays Sdo Paulo - Piracicaba

Nota: Linhagens com iniciais “BR” foram cedidas pela EMBRAPA; linhagens com iniciais CNM

foram isoladas de solo cultivado com milho no Laboratério de Genética de Microrganismos “Prof. Jodo

Lucio de Azevedo”.

Este consdrcio bacteriano foi avaliado quanto a sua capacidade de inibicdo do

crescimento de dois patdgenos de milho: Fusarium verticillioides e Sclerotinia sclerotiorum,

obtidos da colecdo de fungos do Laboratério de Genética de Microrganismos “Prof. Jodo Lucio

de Azevedo”. As linhagens dos patdgenos utilizadas no teste foram crescidas em meio PDA
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(potato dextrose agar; dextrose 20 g, infusdo de batatas (200 g) 4 g, agar bacteriolégico 15 g,
agua destilada 1000 mL), verificadas quanto a pureza e incubadas por 5 dias a 28°C em
Biological Oxygen Demand (BOD).

As linhagens bacterianas foram repicadas individualmente em meio LB (Luria Bertani)
sélido (triptona 10 g, extrato de levedra 5 g, NaCl 5 g, 4gar bacterioldgico 15 g, 4gua destilada
1000 ml). Apds a verificagdo da pureza das linhagens, estas foram crescidas em meio LB
liquido, e o ajuste da ODsoonm dos indculos bacterianos foi realizado em solucdao PBS
(Phosphate-buffered saline; NaCl 8 g, KCI 0,2 g, Na;HPO4 1,44 g, KH,P04 0,24 g, 4gua destilada
1000 mL).

O CSB foi feito a partir da inoculacdo das 12 bactérias selecionadas em 5 mL meio LB
liquido, por 24 horas a 28° sob agitacao constante (150 rpm), apds este periodo 2 mL de cada
bactéria foi ajustado a ODeoonm = 0,1 (aproximadamente 108 UFC/mL) e transferido para um

tubo estéril, e homogeneizado.

3.2. Ensaio de antibiose entre RPCPs do consorcio e patégenos do milho

O ensaio foi realizado em triplicata, considerando cada placa de Petri como uma
repeticao. Em cada placa de Petri com meio PDA, foi aplicada uma goticula de 20 pL de solugao
bacteriana ajustada para ODgoonm = 0,1 (aproximadamente 108 UFC/mL) com PBS em uma
extremidade, e no centro de cada placa foi inoculado o patégeno em discos de 1 cm de

diametro.
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Figura 1. Plagueamento do ensaio de antibiose. (A) a bactéria inoculada, e no centro da placa
o patogeno. (Xi) representa o crescimento radial com a inibicdo e (Xz) o crescimento radial sem

inibicdo.

O indice de inibicdo do patdgeno foi calculado a partir das medidas de crescimento
radial do fungo em direcao a col6nia bacteriana (x1) versus o crescimento radial no sentido
perpendicular a colonia bacteriana (xz2), de acordo com a férmula: (1- (x1/x2)) x 100, adaptado
de Quecine et al (2016). O tempo de avaliacdo variou conforme o tempo de crescimento das
diferentes espécies de fungo nas placas de controle, nas quais ndo houve inoculagdo de

bactéria na extremidade da placa.

3.3. Andlise estatistica

Os resultados dos ensaios de antibiose foram analisados estatisticamente através do
teste de Scott Knott, realizado no software R versdo 4.1.0 (R Core Team, 2021) com o pacote
ExpDes.pt (Ferreira et al., 2014), comparando as médias de inibicdo de cada linhagem de
modo a separar as linhagens em dois grupos homogéneos, minimizando a soma dos
guadrados dentro do grupo, e maximizando-a entre os grupos, de maneira que ndo fiquem
sobrepostos (Scott & Knott, 1974). Assim, médias agrupadas ndo diferem entre si pelo teste

de Scott-Knott ao nivel de 5% (p < 0,05).
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3.4. Extracao de DNA, sequenciamento e montagem do genoma da RPCP Arthrobacter

sp. CNMO05

Alinhagem Arthrobacter sp. CNMOS5, cujos resultados foram mais promissores contra
ambos os fitopatégenos, foi selecionada para o sequenciamento de genoma. Esta linhagem
foi cultivada em 50 mL de meio LB liquido sob agitacdo constante (150 rpm) por 24 horas a 28
°C. Apds o crescimento, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 g e o
sobrenadante descartado. Amostras de DNA foram extraidas do pellet bacteriano utilizando
o kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen®) seguindo as recomendacdes do fabricante. A amostra
de DNA extraida foi analisada em gel de agarose (1%) e a concentragdo determinada em
espectrofotometro BioDrop WLITE (Biochrom).

O sequenciamento foi realizado pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia da
Embrapa Soja (INCT-Embrapa Soja). As bibliotecas de DNA foram preparadas com Nextera XT
DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, EUA) e sequenciadas na plataforma Illlumina
MiSeq (leituras pareadas de 2 x 250 pb com lllumina v3 Reagent Kit), seguindo as diretrizes do
fabricante.

Os dados brutos (5.104.694 reads) foram avaliados quanto a qualidade utilizando o
software FastQC v0.11.8/MultiQC v1.11 (Ewels et al., 2016). Sequéncias com adaptadores e
pontuacdo de qualidade Phred < 20 foram removidas com Trimmomatic v0.39 (Bolger et al.,
2014), e os pares de leituras restantes (3.730.510 reads) foram utilizados para a montagem
do genoma no SPAdes v3.15.3 (Prjibelski et al., 2020), considerando as opc¢des --isolate e --
cov-cutoff "auto". Para verificar a pureza do sequenciamento, foi realizada uma rapida
anotacdo taxonOmica de contigs usando BlobTools v1.0.1 (Laetsch & Blaxter, 2017), e a
montagem de esqueletos e fechamento de lacunas com as ferramentas Platanus v1.2.4
(Kajitani et al., 2014). A montagem final foi refinada usando Pilon v1.24 (Walker et al., 2014),
e scaffolds com menos de 1000 nt foram excluidos com Pullseq v1.0.2
(github.com/bcthomas/pullseq). Por fim, os softwares CheckM v1.0.18 (Parks et al., 2015) e
Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs v5 (BUSCO v5) por meio do servidor gVolante2
(Nishimura et al., 2017) foram utilizados para avaliar a qualidade do genoma com ajuste para

o conjunto de ortélogos da ordem Micrococcales.
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3.5. Andlise filogenética e anotagao in silico dos genes relacionados a promog¢ao de

crescimento vegetal e biossintese de metabdlitos secundarios

A analise filogenética do draft do genoma montado foi submetido ao Type (strain)
Genome Server (TYGS, https://tygs.dsmz.de) com base na sequéncia do gene 16S rRNA e do
genoma completo (WGS) (Meier-Kolthoff et al., 2022; Meier-Kolthoff & Goker, 2019). As
informacgdes sobre nomenclatura, sinonimia e literatura associada sao fornecidas pelo banco
de dados irmao do TYGS, a List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN,
https://Ipsn.dsmz.de) (Meier-Kolthoff et al., 2022). A anélise da plataforma TYGS é realizada
em etapas: determinagdo da proximidade de linhagens relacionadas, compara¢ao em pares
de sequéncias gendmica, inferéncia filogenética e agrupamento de espécies e subespécies
com base nas linhagens tipo.

A determinagao das linhagens relacionadas mais proximas foi realizada em duas
etapas complementares. Inicialmente, foi feita a comparacdo entre o genoma completo e
todos os genomas presentes no banco de dados da plataforma TYGS, resultando em um
conjunto de dez linhagens intimamente relacionadas. Adicionalmente, outras dez linhagens
proximamente relacionadas foram determinadas pela sequéncia do gene 16S rRNA. Essa
sequéncia foi extraida do genoma inserido usando o RNAmmer (Lagesen et al.,, 2007), e
posteriormente comparada (BLASTed) (Camacho et al., 2009) com a sequéncia do gene 16S
rRNA de cada uma das linhagens atualmente disponiveis no banco de dados TYGS. Este
resultado foi utilizado para encontrar as 50 melhores linhagens correspondentes para o
genoma inserido e, posteriormente, calcular distancias precisas usando a abordagem de
Genome BLAST Distance Phylogeny (GBDP) sob o algoritmo ‘coverage'e a férmula de distancia
d5 (Meier-Kolthoff et al., 2013). Essas distancias foram usadas para determinar as 10 linhagens
tipo mais préximas da linhagem inserida.

Foi realizada uma inferéncia filogenémica a partir de comparag¢ao em pares usando o
GBDP, as distancias intergendmicas precisas inferidas sob o algoritmo ‘trimming’ e a féormula

de distancia d5 (Meier-Kolthoff et al., 2013). Foram calculadas 100 réplicas de distancia cada.
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Os valores de hibridizacdo DNA-DNA digital (dDDH) e intervalos de confianga foram calculados
usando as configuragdes recomendadas do GGDC 3.0 (Meier-Kolthoff et al., 2013, 2022). As
distancias intergendmicas resultantes foram utilizadas para inferir uma arvore de evolucao
minima equilibrada com suportes de ramos através do FASTME 2.1.6.1, incluindo o pds-
processamento SPR (Lefort et al., 2015). O suporte de ramos foi inferido a partir de 100
réplicas pseudo-bootstrap cada. As arvores foram enraizadas no ponto médio (Farris, 1972) e
visualizadas com o PhyD3 (Kreft et al., 2017).

O agrupamento de espécies com base na linhagem-tipo, utilizando um raio de 70%
de dDDH ao redor de cada uma das linhagens tipo, foi realizado conforme descrito
anteriormente (Meier-Kolthoff & Goker, 2019). Os grupos resultantes estdo apresentados na
Tabela Suplementar 1. O agrupamento de subespécies foi realizado utilizando um limiar de
79% de dDDH, conforme introduzido anteriormente (Meier-Kolthoff et al., 2014).

O genoma bacteriano foi predito e anotado com a ferramenta Prokka (Seemann,
2014). A ferramenta PGPT-Pred (Prediction of Plant Growth-Promoting Traits; Ashrafi et al.,
2022; Patz et al., 2021), disponivel na plataforma PLaBAse (PLant-associated BActeria web
resource; plabase.informatik.uni-tuebingen.de/pb/plabase.php; Patz et al., 2021), foi utilizada
para anotacao dos genes relacionados as vias de promog¢do de crescimento vegetal, e os
clusters de genes de biossintese de metabdlitos secunddrios (smBCG) foram preditos pela
ferramenta antiSMASH (Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell;

antismash.secondarymetabolites.org/; Blin et al., 2021).

4. RESULTADOS

4.1. Teste de antibiose

Em geral, o teste de antibiose demonstrou que as linhagens apresentaram melhores
resultados quando em consércio do que isoladas, tendo apenas alguns casos demonstrando
resultados mais promissores quando isoladas. Das linhagens testadas, Arthrobacter sp.

CNMO5 foi a mais expressiva no controle dos patdgenos F. verticillioides e S. sclerotiorum. No


http://plabase.informatik.uni-tuebingen.de/pb/plabase.php
https://antismash.secondarymetabolites.org/
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entanto, nenhuma bactéria demonstrou taxa de inibicao de crescimento do patégeno maior

do que 50%.

Figura 2. Ensaio de antibiose com Fusarium verticillioides: A — Arthrobacter sp. CNMO5; B -

Consorcio bacteriano sintético (CBS); C- CBS + Azospirillum brasilense Ab-V5.

A anadlise de antibiose das linhagens do CBS contra o patégeno F. verticillioides
evidenciou o potencial de biocontrole deste pelas bactérias em consércio, tendo um controle
de aproximadamente 30% do CBS sem Ab-V5 e 28% com a linhagem Ab-V5 (Gréfico 1). A
linhagem Arthrobacter sp. linhagem CNMO5 teve o maior nivel de inibicdo dentre as linhagens
isoladas, atingindo em torno de 25% de inibigao, enquanto as outras linhagens atingiram
inibicdo de 12% ou menos (Grafico 1).

Um padrao similar foi encontrado nos resultados de inibicdo contra o patégeno S.
sclerotiorum. As linhagens Pseudoxanthomonas sp. BR14205, Arthrobacter sp. CNMO5 e
Siphonobacter sp. CNM19 se apresentaram como as mais eficazes no controle do

fitopatdgeno, com taxas de inibicdo de 36%, 35% e 29%, respectivamente (Grafico 2).
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Figura 3. Ensaio de antibiose com Sclerotinia sclerotiorum: A — Arthrobacter sp. CNMO5; B
— Pseudoxanthomonas sp. BR14205; C- Consorcio bacteriano sintético (CBS); D - CBS + Azospirillum

brasilense Ab-V5.

Porcentagem de inibicdo CBS x Fusarium vertillioides
39.00%

34.00%
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29.00% x
24.00%
19.00%
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| I N i 1

-1.00%
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Grafico 1. Porcentagem de inibicdo das linhagens constituintes de um consdrcio bacteriano
sintético (CBS) contra o fitopatdgeno Fusarium vertillioides. Porcentagens seguidas pela mesma letra

ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% (p < 0,05). CBS — Consércio Bacteriano
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Sintético; CBS + Ab-V5 — CBS + Azospirillum brasilense Ab-V5; CNMOS5 - Arthrobacter sp. CNMO05; BR961
- Achromobacter sp. BR961; BR13914 - Sphingomonas sp. BR13914; BR14640 - Sphingobium sp.
BR14640; BR11178 - Herbaspirillum seropedicae BR11178; BR11882 - Methylobacterium sp. BR11882;
BR13934 - Pseudoacidovorax sp. BR13934; BR14205 - Pseudoxanthomonas sp. BR14205; CNM19 -
Siphonobacter sp. CNM19; BR11049 - Kocuria sp. BR11049; BR13424 - Achromobacter sp. BR13423;
BR13885 - Stenotrophomonas sp. BR13885;

Apds a realizagdo do teste Scott-Knott ficou ainda mais evidente a maior
susceptibilidade do fitopatdégeno a acdo das bactérias (Grafico 2), visto que 5 linhagens se
agruparam com o maior percentual de inibicdo (Grafico 2), em comparacdo de apenas a
Arthrobacter sp. CNMO5 ter tido os melhores resultados contra o patégeno Fusarium

verticillioides.

Porcentagem de inibicdo CBS x Sclerotinia sclerotiorum

52.00%
42.00%
A A
32.00% A
A A _
22.00%
Al a
B
12.00% B B 8
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Grafico 2. Porcentagem de inibicdo das linhagens constituintes de um consodrcio bacteriano
sintético (CBS) contra o fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum. Porcentagens seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% (p < 0,05). BR14205 - Pseudoxanthomonas
sp. BR14205; CNMO5 - Arthrobacter sp. CNMO05; CNM19 - Siphonobacter sp. CNM19; CBS — Consdrcio
Bacteriano Sintético; BR11178 - Herbaspirillum seropedicae BR11178; CBS + Ab-V5 — CBS + Azospirillum
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brasilense Ab-V5; BR14640 - Sphingobium sp. BR14640; BR13934 - Pseudoacidovorax sp. BR13934;
BR961 - Achromobacter sp. BR961; BR13885 - Stenotrophomonas sp. BR13885; BR13914 -
Sphingomonas sp. BR13914; BR13424 - Achromobacter sp. BR13423; BR11882 - Methylobacterium sp.
BR11882; BR11049 - Kocuria sp. BR11049;

4.2. Sequenciamento, montagem do genoma e taxonomia da linhagem Arthrobacter sp.

CNMO5

Tendo em vista os resultados promissores dos testes de antibiose in vitro contra os
fitopatégenos F. verticillioides e S. sclerotiorum, a linhagem Arthrobacter sp. CNMO5 foi
selecionada para aprofundamento nos estudos genomicos. Para tanto, foi realizada extracao
do DNA, o sequenciamento e montagem do genoma desta linhagem. A montagem do genoma
resultou em 57 scaffolds com tamanho total de 5.200.841 pares de bases, cobertura de 140 x,
percentual G+C de 66,42%, N50 e L50 de 137.939 bp e 13, respectivamente. A avaliacdo de

gualidade mostrou uma completude de 99,71% e contaminacado de 0,64% (Tabela 2).

Tabela 2. Métricas do genoma de Arthrobacter sp. CNMOS5.

Avaliagao Valor
Tamanho do genoma (bp) 5.200.841
Cobertura do genoma (x) 140
Scaffolds 57
Contigs 57

Maior contig (bp) 281.011
Conteldo GC (%) 66,42
N50 137.939
L50 13

Avaliacao de qualidade

Completude (%) 99,71
Contaminagdo (%) 0,64
BUSCOs completos (n° de genes core detectados; %) 537; 100%

BUSCOs faltantes (n° de genes core detectados; %) 0; 0%
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4.3. Andlise filogenética e anotacao in silico dos genes relacionados a promogao de

crescimento vegetal e biossintese de metabdlitos secundarios

O draft do genoma de Arthrobacter sp. CNMO5 foi submetido na plataforma TYGS
para determinacao filogenética e identificacdo a nivel de espécie da linhagem CNMO5. As
comparagdes de hibridizacdo DNA-DNA digitais (dDDH; Tabela suplementar 1) revelaram que
a espécie Arthrobacter globiformis é a mais proxima da linhagem CNMO5, com base nas

arvores de mdaxima verossimilhanga do genoma completo (Figura 4).
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O genoma de Arthrobacter sp. CNMO5 foi predito e anotado com o programa Prokka
(Tabela 3). Visando o aprofundamento da compreensdo da interacio CNMO5-planta, foi
realizada uma anotacgao in silico dos genes relacionados a promogao do crescimento de
plantas (PGPT) presentes no genoma desta bactéria. Do genoma total, 14% dos PGPT estdo
relacionados com a biofertilizagdo de plantas (Figura 7). Deste percentual, destacam-se os
genes responsaveis por solubilizacdo de fosforo (37%) e potdssio (30%), aquisicdo de
nitrogénio (14%) e de ferro (13%), assimilagao de enxofre (5%) e fixagcdo de didxido de carbono
(1%). Os genes relacionados ao controle de estresses biodticos representam 2% do genoma
total. Destes, os principais genes estdo relacionados a biossintese de volateis de resisténcia a
estresses bioticos (60%), producdo de fungicidas/antibidticos (22%), sintese de derivados de
fenazina (14%) e outros genes relacionados a resisténcia de estresse bidtico (4%). Os
resultados da anotacdo do genoma pelo PGPT-Pred estdo representados graficamente na
Figura 7 até os niveis 3 e 4 da ontologia do PLaBAse, e representados conforme sua frequéncia

no genoma nas Tabelas Suplementares 2 e 3.

Tabela 3. Anotacdo do Prokka do genoma de Arthrobacter sp. CNMO5.

Anotacao Prokka Contagem
Genes 4809
CDS 4729
mRNA 4809
tRNA 55
misc_RNA 24
tmRNA 1

Nota: CDS - coding DNA sequence; mRNA — RNA mensageiro; tRNA — RNA transportador;

misc_RNA - miscellaneous RNA; tmRNA — RNA transferéncia-mensageiro;

Além desta predicdo, a exploracao do genoma da linhagem CNMO5 com a plataforma
antiSMASH revelou a presenca de smBCG que codificam poliamnodcidos ndo-alfa (NAPAA;
Figura 5) e sideréforos independentes de sintetase de peptideo ndo ribossémica (NI-

siderdforo; Figura 6). O smBCG para NAPAA é constituido de 8 genes de biossintese adicionais
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e um transportador (Tabela Suplementar 4), enquanto o cluster do NI-sideréforo é constituido

por 5 genes de biossintese e 1 transportador (Tabela Suplementar 5).

Regido 35.1 — NAPAA Localizacdo: 3.741— 37.742 nt. (total: 34.002 nt)
NAPAA
| ——
r T T T T ‘ T T T A 1
5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000

Legenda: M Gene core biossintético [ Ge.nfa biossintético Gene relacionado a0 M Genes regulatdrios

adicional transporte

M Outros genes Resisténcia A Codon TTA ® sitio de ligagdo

Figura 5. Cluster de genes biossintéticos de poliaminoacidos ndo-alfa (NAPAA).

Regido 15.1 — Ni-siderdforo Localizago: 10.072 - 21.922 nt. (total: 11.851 nt)

NI-siderophore

11,000 12,000 13,000 14,000 15,000 16,000 17,000 18,000 19,000 20,000 21,000
s Gene biossintético Gene relacionado ao -
Legenda: M Gene core biossintético W . . M Genes regulatérios
adicional transporte
M Outros genes Resisténcia A Codon TTA ® Sitio de ligac3o

Figura 6. Cluster de genes biossintéticos de sideréforo independente de sintetase de

peptideo ndo ribossémico (NI-siderdforo).



27

Estresse bidtico (2)

MW Volateis de resistencia a estresse
bidtico
B Fungicidas/Antibidticos

2.99%

m Derivados de Fenazina

38.31% Outros genes de resistencia a
@ Genoma CNMO5 2.14% estr.esse blot:lc_o
4.13% B Antiprotozoarios
W Biofertilizagdo . g
' za¢ Compostos bactericidas/antibidticos
) - 0.23%
M Bioremediagdo
Inseticidas
m Colonizagdo do sistema da planta  1.29% 0.50%
Tumoricida

Exclusdo de competi¢do
H Fitormonios/sinalizagdo da planta
M Estimulo da respsota imune da

planta
MW Fungdes putativas

Biofertilizagdo (3)

4.66% 1.02%

B Controle de estresse abidtico m Solubilizagdo de Fosfato

M Controle de estresse bidtico m Solubilizagdo de Potéassio
m Aquisi¢do de Nitrogénio
B Aquisicao Ferro

= Assimilagdo de Enxofre

Fixagao CO2

Figura 7. Anotacdo dos genes relacionados a promogdo do crescimento de plantas pelo PGPT-Pred, do genoma de Arthrobacter sp. CNMO5. (1)

Anotacdo do genoma no nivel 2 na ontologia do PLaBAse; (2) Genes relacionados a controle de estresse bidtico (3) Genes relacionados a biofertilizacdo.
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5. DISscussAo

O uso de consércios bacterianos representa uma estratégia inovadora na agricultura,
pois diferentes espécies de bactérias colaboram sinergicamente para promover o controle
biolégico de patdgenos no solo (Behera et al., 2021; Compant et al., 2010). Essa abordagem
sustentavel capitaliza a interagdo positiva entre microrganismos benéficos, visando fortalecer
as defesas naturais das plantas e reduzir a necessidade de produtos quimicos (Compant et al.,
2010). A sinergia entre as diversas linhagens bacterianas no consércio desempenha um papel
crucial no controle bioldgico, proporcionando varios beneficios, dentre estes o antagonismo
microbiano, estimulo do sistema imunolégico da planta, producdo de metabdlitos
antimicrobianos e até competicdo por recursos (Bach et al., 2016; Bonaterra et al., 2022).

O consorcio bacteriano analisado neste trabalho demonstrou potencial para o
controle biolégico dos fitopatdgenos Fusarium verticillioides e Sclerotinia sclerotiorum nos
experimentos in vitro, tendo resultados melhores do que grande parte das linhagens isoladas,
pois diferentes bactérias podem ter fungdes complementares (Khan et al., 2022; Moretti et
al., 2010; Mori et al., 2016). Porém a implementacdao bem-sucedida de consércios bacterianos
na agricultura requer uma compreensao aprofundada das interacdes entre as diferentes
linhagens e destas com a planta, bem como das condi¢gdes ambientais e do tipo de cultura
(Khan et al., 2022; Panwar et al., 2014). Para tal compreensdo é necessdria uma abordagem
integrada entre estudos in vitro, in planta e estudos in silico, como as andlises genOmicas
(Behera et al., 2021; Smyth et al., 2011). Neste trabalho, a linhagem Arthrobacter sp. CNMO05
demonstrou maior potencial de controle para ambos os patégenos e assim foi selecionada
para uma analise mais aprofundada.

A linhagem Arthrobacter sp. CNMO5 foi analisada quanto a sua taxonomia através da
plataforma online TYGS, revelando uma proximidade com as espécies Arthrobacter ipis e A.
globiformis com a andlise de dDDH do gene 16S, respectivamente. Enquanto na andlise de
WGS foi encontrada proximidade com as mesmas espécies, porém tendo a A. globiformis
como mais préxima. A avaliacdo comparativa das distancias de dDDH quanto a similaridade
do conteudo de genes e das sequencias de bases nucleotidicas (Tabela suplementar 1) nos

levam a acreditar a linhagem Arthrobacter sp. CNM0O5 como pertencente a espécie A.
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globiformis, porém ainda existe necessidade de maiores estudos para embasar tal
classificacdao taxondmica.

A espécie A. globiformis é uma espécie bacteriana gram-positiva pertencente a
familia Micrococcaceae, sendo frequentemente encontrada em ambientes de solo com
cultivo de gramineas, como o milho (Sahoo et al., 2019). Esta bactéria possui em seu genoma
mecanismos relacionados a biorremediacdo de solos contaminados, sendo capaz de degradar
defensivos agricolas sintéticos e metais pesados (Asatiani et al., 2018; Turnbull et al., 2001; X.
Wang et al.,, 2023). Além de possuir genes de biossintese de antibidticos como a
estreptomicina, e genes relacionados a biofertilizacdo, tendo assim grande potencial para a
aplicacdo na agricultura (Prosser et al., 1962; Sahoo et al., 2019; Sharma et al., 2016).

A linhagen Arthrobacter sp. CNMO5, isolada da rizosfera de milho, possui diferentes
mecanismos de acdao que permitem a sua utilizacdo como RPCP, desde secregdo de
fitormonios até exclusdo da competicdo por nutrientes (Chhetri et al., 2022; Katznelson &
Sirois, 1961). A anotacdo do PGPT-Pred forneceu uma visdo geral das caracteristicas biolégicas
desta linhagem, categorizando os genes conforme as vias metabdlicas nas quais estdo
envolvidos. O genoma predito continha genes principalmente envolvidos na coloniza¢do do
sistema da planta, demonstrando assim seu papel como rizobactéria, além de outros
mecanismos de acdo de interesse que estdo relacionados ao controle de estresses bidticos,
controle biolégico, e a biofertilizacdo (Banerjee et al., 2010; Chhetri et al., 2022; Katznelson &
Sirois, 1961; Munaganti et al., 2016; Prosser et al., 1962; Raymond et al., 2004; Sharma et al.,
2016).

A biofertilizacdo compreende processos metabdlicos relacionados ao fésforo e
potassio, captacdo de nitrogénio e ferro, assimilacdao de enxofre e fixacdo de diéxido de
carbono. A presenca de genes associados a assimilacdo de amonia, como os operons g/nABE,
gltBD (Goss et al., 2001; Johansson & Nordlund, 1996), assim como os relacionados a
assimilacdo de ureia, cluster ure (Lardi & Pessi, 2018), e os genes envolvidos na denitrificacao,
narBK, nasABR, nirBK e nosX (Ogawa et al.,, 1995; Q. Wang et al., 2000), e na fixacdo de
nitrogénio, nifS e nifU (Raymond et al., 2004), permitem inferir a importancia dessa bactéria

no ciclo do nitrogénio. Isso resulta na manutencdo de uma quantidade significativa desse
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nutriente no solo, em uma forma prontamente assimilavel pelas plantas (Dos Santos et al.,
2012; Lardi & Pessi, 2018).

Além disso, a linhagem Arthrobacter sp. CNMOS5 exibiu potencial genético no ciclo de
outros nutrientes para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Um conjunto de genes
associados a solubilizacdo de fésforo inorganico (Pi) por meio do metabolismo de acidos
organicos como acido acético, aconitico, butanoico, citrico, férmico, fumarico, glucdnico,
glicdlico, glicoxilico, malico, oxalacético, propidnico, pirtvico, succinico, tartarico e valérico,
foi encontrado no genoma de CNMO5 (Yuan et al., 2015), juntamente de genes codificadores
de transporte de Pi (PstSCAB), o regulon pho e o sistema de dois componentes PhoR-P (Santos-
Beneit, 2015). Este genoma também abriga um complexo sistema de genes para
disponibilizacdo de potassio (Banerjee et al., 2010; Owen et al., 2015; Santos-Beneit, 2015).
Entre estes, alguns se sobrepdem aos relacionados a fdsforo, por serem responsaveis,
também, pelo metabolismo de diversos dcidos organicos ja citados. Complementarmente,
foram encontrados dois sistemas complementares de transporte de K*, chamados Trk e Kdp,
responsaveis pela manuteng¢do da concentragao de potassio altas na célula (Epstein, 1985).

Outra caracteristica interessante do genoma analisado é a presenca de genes
responsaveis pela aquisicdao de ferro. Na analise com a plataforma antiSMASH, o smBCG
relacionado a biossintese de sideré6foros NRPS-independente (NI-sideréforo) foi encontrado
com 100% de similaridade. A producdo de sideréforos envolve duas vias distintas: a via da
sintetase de peptideo ndo ribossdmico (NRPS) e a da sintetase de sideréforo independente de
NRPS (NI). As enzimas NI realizam a func¢do ao adicionar um grupo adenil a um substrato de
acido carboxilico, geralmente citrato ou um derivado, seguido pela captura nucleofilica de
uma amina ou alcool, resultando no deslocamento de um intermedidrio citrilo (Carroll &
Moore, 2018). Foi possivel encontrar também genes associados a bacillibactina,
enterobactina, mirubactina e petrobactina. Estes sdo compostos antimicrobianos do tipo
siderdforos, pois apresentam consideravel atividade contraria a diversos patégenos através
da complexacdo do ferro disponivel no ambiente, tornando este nutriente menos disponivel
aos seus competidores (Chakraborty et al., 2022).

O controle de estresses bidticos envolve também outras vias metabdlicas, como a

sintese de volateis de resisténcia a estresses, bactericidas e fungicidas, inseticidas, tumoricidas
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e derivados de fenazina. As fenazinas naturais sdo metabdlitos que possuem potencial como
antibioticos, em especial o acido fenazina-1-carboxilico (Costa et al., 2018; Mavrodi et al.,
2012). Diversos genes relacionados a biossintese deste composto foram encontrados no
genoma da linhagem CNMO5. Em particular, destaca-se o conjunto de genes aroABEFKLQ,
envolvidos na via do 4cido chiquimico, que desempenham um papel crucial na sintese do acido
fenazina-1-carbdxilico. Isto ocorre a partir do acido chiquimico que é sintetizado em &cido
corismico, este sendo fundamental como precursor da piocianina, onde ocorre a formag¢ado do
intermediario aminado 2-desoxi-2-aminoisocorismato (Pierson & Pierson, 2010). Duas
unidades deste intermedidrio se unem para formar o acido fenazina-1-carboxilico (J. Dong et
al., 2022; Pierson & Pierson, 2010).

Os compostos volateis bacterianos podem estimular a resisténcia sistémica em
plantas, podendo reduzir os sintomas ou até mesmo impedir a infeccdo por diferentes
patdgenos (Bitas et al., 2013). Um exemplo destes compostos é o butano-2,3-diol, cujo
metabolismo é regulado na Arthrobacter sp. CNMO5 pelos genes budABC (Lu et al., 2016). Os
genes relacionados aos antibidticos, em sua maioria, se apresentam tanto para o metabolismo
de bactericidas como de fungicidas, como as toxoflavinas, que envolvem os genes ribAD e toxF
em ambas as categorias (Fenwick et al., 2016). O genoma da linhagem CNMOQ5 apresentou
também um smBCG do tipo NAPAA (4cidos poliamino ndo-alfa, como a e-Polilisina, segundo
plataforma antiSMASH) com similaridade de 31% ao cluster relacionado ao metabolismo de
Arginina, aminodcido responsdavel por respostas a estresse bidticos e abidticos, por ser um
precursor de diversas moléculas sinalizadoras, como o éxido nitrico (Tischner et al., 2007).

Além destes, existem também outros genes relacionados ao estimulo da resposta
imune da planta que induzem a resisténcia sistémica adquirida (SAR), permitindo assim mais
resisténcia da planta a diferentes patégenos. Os clusters responsaveis pela SAR encontrados
neste genoma foram os relacionados aos metabolismos de tiamina (vitamina B1), riboflavina
(vitamina B2), controlados pelos genes thiCDEGLO e ribABDEFH, respectivamente (Ahn et al.,
2005; H. Dong & Beer, 2000; Vander Horn et al., 1993).

Fica evidente, portanto, que o CBS estudado neste trabalho possui potencial para

utilizacdo como controle biolégico dos fitopatégenos F. verticillioides e S. sclerotiorum,
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havendo uma acdo sinérgica entre as bactérias do consércio. Compreende-se que a linhagem
Arthrobacter sp. CNMO5 tem grande potencial biotecnoldgico, ndo sé para o biocontrole, mas
para ser utilizada como uma promotora do crescimento vegetal, tendo diversos mecanismos

genéticos que permitem essa relagdo benéfica entre bactéria e planta.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar 1. Resultados das analises de distancias de hibridizagdo DNA-DNA digital (dDDH)

Type Strain Genome Server

Query

strain

‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome

CNMO5'

Subject strain

Arthrobacter globiformis NBRC

12137

Arthrobacter ipis |A7

Arthrobacter pascens DSM 20545

Arthrobacter nitrophenolicus SJConT

Arthrobacter oryzae DSM 25586

Arthrobacter nitrophenolicus DSM

23165

Arthrobacter bangladeshi MAHUQ-
56

dDDH

(do, %)

61.6

58.2

34

23.4

215

23.8

23.7

C.1. (d0, %)

[57.9-65.1]

[54.6 - 61.8]

[30.6 - 37.5]

[20.1-27.0]

[18.2 - 25.1]

[20.5 - 27.4]

[20.4 - 27.4]

dDDH

(d4, %)

37.6

36.7

25.2

23.4

23.3

233

23

C.1. (d4, %)

[35.1-40.1]

[34.2-39.2]

[22.9 - 27.7]

[21.1-25.9]

[21.1-25.8]

[21.1-25.8]

[20.8 - 25.5]

dDDH

(d6, %)

56

53.1

30.8

22.3

20.8

22.6

22.5

C.1. (d6, %)

[52.9-59.2]

[50.0 - 56.2]

[27.9 - 33.9]

[19.5-25.4]

[18.0 - 23.8]

[19.8 - 25.7]

[19.7 - 25.6]

G+C content

difference (%)

0.21

0.36

0.72

0.18

0.68

0.17

0.08
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‘genome
CNMO5'
‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome
CNMO5'
'‘genome

CNMO5'

Pseudarthrobacter enclensis DSM
25279

Pseudarthrobacter
phenanthrenivorans Sphe3
Pseudarthrobacter enclensis NIO-
1008

Pseudarthrobacter
polychromogenes CGMCC 1.1927
Pseudarthrobacter chlorophenolicus
A6

Pseudarthrobacter chlorophenolicus
DSM 12829

Arthrobacter rhizosphaerae

CCNWLXL 1-35

25

23.1

25

23.1

23

23

18.8

[21.7 - 28.7]

[19.8 - 26.7]

[21.7 - 28.7]

[19.8 - 26.7]

[19.7 - 26.6]

[19.7 - 26.6]

[15.7 - 22.4]

22.9

22.9

22.9

22.6

22.6

22.6

215

[20.6 - 25.3]

[20.7 - 25.4]

[20.6 - 25.3]

[20.3-25.0]

[20.3 - 25.0]

[20.3 - 25.0]

[19.2 - 23.9]

23.5

22

23.5

22

21.9

219

18.4

[20.7 - 26.6]

[19.2 - 25.1]

[20.7 - 26.6]

[19.2 - 25.0]

[19.1-25.0]

[19.1 - 25.0]

[15.7 - 21.4]

0.68

1.05

0.68

0.6

0.46

0.47

4.49
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Tabela Suplementar 2. Resultados das predicdes PGPT-Pred, nivel 2: biofertilizacdo.

NIVEL 3 NIVEL 4 FREQUENCIA TOTAL
CO2_FIXATION-ALTERNATIVE_PAHTWAYS 4
CARBON_DIOXID_FIXATION 7
CO2_FIXATION-RuBisCo 3
IRON_ACQUISITION-HEMOPHORES 11
IRON_ACQUISITION IRON_ACQUISITION-IRON_HOMOEOSTASIS 12
IRON_ACQUISITION-OTHER_TRANSPORT_SYSTEMS 24 %0
IRON_ACQUISITION-SIDEROPHORES 43
N-AQUISITION-ALLANTOIN_USAGE 6
N-AQUISITION-AMMONIUM_ASSIMILATION_USAGE 29
N-AQUISITION-ATMOSHPHERIC_NITROGEN_FIXATION 8
N-AQUISITION-DENITRIFICATION | NITRATE_USAGE 12
NITROGEN_ACQUISITION N-AQUISITION-ETHANOLAMINE_USAGE 3 96
N-AQUISITION-REGULATION 10
N-AQUISITION-RELATED_FUNCTIONS 6
N-AQUISITION-TRIGONELLINE_USAGE 16
N-AQUISITION-UREA_USAGE 6
K-SOLUBILIZATION-ORGANIC_ACID_METABOLISM 2
PHOSPHATE_SOLUBILIZATION
P-SOLUBILISATION-ORGANIC_ACID_METABOLISM 204 252

P-SOLUBILISATION-OTHER_ACID_METABOLISM

15
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POTASSIUM_SOLUBILIZATION

SULFUR_ASSIMILATION | MINERALIZATION

P-SOLUBILISATION-PHOSPHATASE_ACTIVITY
P-SOLUBILISATION-PHOSPHATE_METABOLISM
K-SOLUBILISATION-OTHER_ACID_METABOLISMS
K-SOLUBILIZATION-ORGANIC_ACID_METABOLISM
K-SOLUBILIZATION-POTASSIUM_TRANSPORT
S-ASSSIMILATION-SULFUR_METABOLISM

24
10
191

32

210

32
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Tabela Suplementar 3. Resultados das predicées PGPT-Pred, nivel 3: neutralizacdo de estresse bidtico.

NIVEL 4 NIVEL5 FREQUENCIA TOTAL

ANTIPROTOZOAN|ANTIPROTISTAL_ACTIVITY ANTIPROTISTAL-ALKYLRESORCINOL|ALKYLPYRONE_BIOSYNTHESIS 1 1
BACTERICIDAL-ALKYLRESORCINOL|ALKYLPYRONES_METABOLISM 1
BACTERICIDAL-AMYCIN_DERIVATE_BIOSYNTHESIS 1
BACTERICIDAL-ANSAMITOCIN|RIFAMYCIN_METABOLISM 5
BACTERICIDAL-AURACHIN_METABOLISM 1
BACTERICIDAL-BACTERIOCINS|LANTIBIOITC|NISIN 11
BACTERICIDAL-CEPHALOPORIN_METABOLISM 1
BACTERICIDAL-MEGALOMYCIN_METABOLISM 1
BACTERICIDAL-POLYMYXIN_METABOLISM 1

BACTERICIDAL_COMPOUNDS|ANTIBIOTICS =~ BACTERICIDAL-PRODIGIOSIN_METABOLISM 24 77
BACTERICIDAL-REBECCAMYCIN_METABOLISM 2
BACTERICIDAL-SPERMIDINE|PUTRESCINE_METABOLISM 11
BACTERICIDAL-TOXOFLAVIN_METABOLISM 4
BACTERICIDAL-TYPE_II_POLYKETIDE-AKLAVINONE-
DAUNORUBICIN_METABOLISM !
BACTERICIDAL-TYPE_II_POLYKETIDE-ELLORAMYCIN_METABOLISM 1
BACTERICIDAL-TYPE_II_POLYKETIDE-LANDOMYCIN_METABOLISM 1

BACTERICIDAL-TYPE_II_POLYKETIDE-MITHRAMYCIN_METABOLISM 1
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BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-
PHENAZINE_DERIVATES

BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-VOLATILES

FUNGICIDAL_COMPOUNDS|ANTIBIOTICS

BACTERICIDAL-TYPE_II_POLYKETIDE-NOGALAVINONE-
NOGALAMYCIN_METABOLISM
BACTERICIDAL-TYPE_II_POLYKETIDE-OXY-| CHLOR-
|TETRACYCLINE_METABOLISM
BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-PHENAZINE-1-
CARBOXYLIC_ACID_BIOSYNTHESIS
BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-PHENAZINE_BIOSYNTHESIS
BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-ACETOIN|2|3-
BUTANEDIOL_VOLATILE_BIOSYNTHESIS
BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-
ALCOHOL|KETONE_VOLATILE_METABOLISM
BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-
HYDROXYACETONE_VOLATILE_BIOSYNTHESIS
BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-
VOLATILE_RELATED_FATTY_ACID_METABOLISM
FUNGICIDAL-ALKYLRESORCINOL|ALKYLPYRONE_METABOLISM
FUNGICIDAL-ANSAMITOCIN_P-3_METABOLISM
FUNGICIDAL-ANSAMITOCIN|RIFAMYCIN_METABOLISM
FUNGICIDAL-CHITINOLYTIC_ACTIVITIES
FUNGICIDAL-CHITOSAN_DEGRADATION
FUNGICIDAL-KANOSAMINE_METABOLISM

11

16

21

67

36

N P, N U1 DN
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INSECTICIDAL_COMPOUNDS
OTHER_BIOTIC_STRESS_RESISTANCE_GENES

TUMORICIDAL_COMPOUNDS

FUNGICIDAL-MOTILITY-MEDIATED_DEFENSE_SIGNALLING
FUNGICIDAL-POLYENE_AMPHOTERICIN_B_METABOLISM
FUNGICIDAL-PUROMYCIN_METABOLISM
FUNGICIDAL-TOXOFLAVIN_METABOLISM
INSECTICIDAL-GAMMA-AMINOBUTYRIC_ACID_BIOSYNTHESIS
BIOTIC_STRESS_RESISTANCE-BACILYSIN_METABOLISM
TUMORICIDAL-ANSAMITOCIN_P-3_METABOLISM
TUMORICIDAL-REBECCAMYCIN_BIOSYNTHESIS
TUMORICIDAL-TYPE_II_POLYKETIDE-MITHRAMYCIN_METABOLISM

R N N & O B P L, O
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Tabela Suplementar 4. Analise dos melhores resultados de BLASTP do cluster de genes biossintéticos de poliaminoacidos nao-alfa.

Cobertura do Identidade
Regiao Identificador Funcdo  Melhores hit(s) BLASTP Nome cientifico
Query (%) (%)
ctg35 9 BAG argininosuccinate lyase Arthrobacter globiformis 98 98.35
ctg35_10 BAG argininosuccinate synthase Arthrobacter globiformis 100 99.5
ctg35 12 BAG ornithine carbamoyltransferase Arthrobacter sp. AFG20 100 98.51
ctg35 13 BAG acetylornithine transaminase Arthrobacter sp. FW305-BF8 100 93.76
ctg35 14 BAG acetylglutamate kinase Arthrobacter 100 99.69
35.1 bifunctional glutamate N-
ctg35_15 BAG acetyltransferase/amino-acid acetyltransferase Arthrobacter globiformis 100 96.39
Argl
ctg35_16 BAG N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase Arthrobacter 100 98.25
ctg35_17 BAG quinone oxidoreductase Arthrobacter sp. ISL-65 100 96.26
ctg35_ 27 TRG MEFS transporter Arthrobacter sp. ISL-65 100 97.76

Nota: BAG — gene biossintético adicional; TRG — Gene relacionado a transporte;
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Tabela Suplementar 5. Andlise dos melhores resultados de BLASTP do cluster de genes biossintéticos de siderdforo independente de sintetase de

peptideo ndo ribossémico.

Cobertura do

Regido Identificador Fungao Melhores hit(s) BLASTP Nome cientifico Identidade (%)
Query (%)
BAG aspartate aminotransferase family protein Arthrobacter globiformis 100 92.27
ctgl5 15 BAG L-2,4-diaminobutyrate decarboxylase Arthrobacter globiformis 100 92.29
BAG pyridoxal-dependent decarboxylase Arthrobacter globiformis 100 89.93

lysine N(6)-hydroxylase/L-ornithine N(5)-oxygenase
15.1 ctgl5 16 BAG Arthrobacter sp. 98 91.65
family protein

ctgl5 17 BAG GNAT family N-acetyltransferase Arthrobacter globiformis 100 89.47
ctgl5_19 BAG SDR family oxidoreductase Arthrobacter globiformis 100 97.38
ctgl5 21 TRG MFS transporter Arthrobacter ipis 100 96.68

Nota: BAG — gene biossintético adicional; TRG — Gene relacionado a transporte;



