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RESUMO

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) desempenha um papel crucial no ciclo do
nitrogénio. A utilizacdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal em
cereais é uma alternativa sustentavel para reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados. O
fator chave da FBN é o complexo enzimatico da nitrogenase, que é responsavel pela
reducéo de N2 a NH4* utilizando como cofator Mo, Fe ou V. A atividade da nitrogenase
de Mo é a mais utilizada. Embora as propriedades bioquimicas e a estrutura das
nitrogenases de Mo sejam semelhantes em diversas bactérias e arquéias, a organizagao
e 0 numero de genes nif necessarios para a sintese e montagem do complexo variam
entre bactérias diazotroficas. O objetivo desse trabalho foi investigar a diversidade e
organizacdo de genes nif em operons em genomas de bactérias pertencentes aos
géneros Azoarcus, Azospirillum, Nitrospirillum, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e
Paraburkholderia. Foram analisados os genomas de 279 espécies de bactérias
diazotrdficas, dos quais foram obtidos 22 genes nif potencialmente envolvidos na FBN.
A métrica average nucleotide identity (ANI) foi usada para inferir a similaridade entre os
genomas estudados. As analises de pangenoma e filogenia foram realizadas utilizando
BPGA e IQ-TREE, respectivamente. A predi¢cao de operons foi realizada com o servidor
Operon-mapper. As analises de ANI permitram a identificacdo de genomas
filogeneticamente mal classificados. Os principais genes (nifHDKENB) se monstraram
bem conservados em operons em todos os genomas. As cépias de genes nifH, nifD,
nifK, nifE e nifN podem ter sido adquiridas através de transferéncia horizontal. Analises
comparativas como as realizadas neste trabalho abrem caminho para a identificacdo de
estruturas de operons selecionadas, que podem ser usadas como arcabouco para a
geracdo de microrganismos geneticamente modificados que tenham maior rendimento
na FBN.

Palavras-chave: fixacao biologica de nitrogénio, nitrogenase, cereais, operons, genes nif.
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ABSTRACT
Biological nitrogen fixation (BNF) plays a crucial role in the nitrogen cycle. The use of
microorganisms that promote plant growth in cereals is a sustainable alternative to reduce
the use of nitrogen fertilizers. The key factor of BNF is nitrogenase enzyme complex,
which is responsible for the reduction of N2 to NH4* using Mo, Fe or V as the cofactor. Mo
nitrogenase activity is the most used. Although the biochemical properties and structure
of Mo nitrogenases are similar in several bacteria and archaea, genomic organization and
the number of nif genes required for synthesis and assembly of the complex vary widely
among diazotrophic bacteria. The objective of this work was to investigate the diversity
and organization of nif genes in operons from genomes of bacteria belonging to the genus
Azoarcus, Azospirillum, Nitrospirillum, Gluconacetobacter, Herbaspirillum and
Paraburkholderia. Genomes of 279 species of diazotrophic bacteria were analyzed and
22 nif genes potentially involved in BNF were obtained. The average nucleotide identity
(ANI) metric was used to infer the distance between the studied genomes. Pangenome
and phylogenetic analyses were performed using BPGA and IQ-TREE, respectively.
Operon-mapper was used to predict the operons. ANI analysis allowed the identification
of genomes that are likely phylogenetically misclassified. The main genes (nifHDKENB)
have been shown to be well conserved in operons across genomes. Extra copies of nifH,
nifD, nifK, nifE and nifN were likely acquired through horizontal transfer events. Our
analyses open a way for the identification of selected operon structures, which can be
used as a framework for the generation of genetically modified microorganisms with

introduced or improved BNF genes.

Keywords: biological nitrogen fixation, nitrogenase, cereals, operons, nif genes.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Visdo geral esquematica da fixacdo biolégica de nitrogénio. Adaptado de
Laranjo €t al., 2004 ... ..o e e e e e e e e aaaaan 19

Figura 2. Regulacdo do metabolismo de nitrogénio. A esquerda esté ilustrada a regulag&o
desencadeada pelo excesso de amonio. A direita regulacéo sob deficiéncia de aménio.
Também s&o mostrados 0s processos regulatérios da cascata biciclica envolvendo GInD
(UTase/UR) e GInE (ATase/AR) que controlam a GS e o fluxo de nitrogénio pela via GS-

GOGAT. Adaptado: (Bueno Batista e Dixon, 2019). ........cuciiiiiieeiiieeiciee e, 22
Figura 3. Organizacdo dos agrupamentos de genes da nitrogenase Mo, V e Fe em A.
vinelandii. Adaptado (Mus et al., 2018). ......coiieieiiiiiiiici e 28

Figura 4. Analise de ANI dos 63 genomas de Azospirillum e Nitrospirillum. Células
vermelhas e azuis denotam alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade genbmica,
TSP CTIVAMIEITE. ...ttt 40

Figura 5. Analise de ANI dos 7 genomas de Gluconacetobacter. Células vermelhas e
azuis denotam alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade gendmica, respectivamente.

Figura 6. Andlise de ANI entre 14 genomas de Azoarcus. Células vermelhas e azuis
denotam alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade gendmica, respectivamente. ........ 42

Figura 7. Analise de ANI entre 47 genomas de Herbaspirillum. Células vermelhas e azuis
denotam alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade gendmica, respectivamente. ........ 43

Figura 8. Analise de ANI entre 148 genomas de Paraburkholderia. Células vermelhas e
azuis denotam alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade gendGmica, respectivamente.

Figura 9. Presenca e auséncia de 19 genes nif em 63 genomas de Azospirillum e
Nitrospirillum. Células vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de
outros genes nif, enquanto que as células brancas indicam a auséncia dos genes. A
arvore filogenética do genoma core (552 de genes) foi reconstruida usando o método de
maxima verossimilhanca com 1.000 replicatas de bootstrap. ........ccccccceeeeeeeeeeeeeeiiinnnnnn. 46

Figura 10. Presenca e auséncia de 16 genes nif em 7 genomas de Gluconacetobacter.
Células vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes
nif, enquanto que as células brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore
filogenética do genoma core (1137 de genes) foi reconstruida usando o método
estatistico de maxima verossimilhanga com 1.000 replicatas de bootstrap. ................. 47

Figura 11. Presenca e auséncia de 21 genes nif em 14 genomas de Azoarcus. Células
vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes nif,
enquanto que as células brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore filogenética



do genoma core (906 de genes) foi reconstruida usando o método de maxima
verossimilhanca com 1.000 replicatas de bootStrap. ........coooevveeeeiieeeeeeeeee 48

Figura 12. Presenca e auséncia de 16 genes nif em 47 espécies de Herbaspirillum.
Células vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes
nif, enquanto que as células brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore filogenética
do genoma core (443 de genes) foi reconstruida usando o método de maxima
verossimilhanca com 1.000 replicatas de bootstrap. ..., 49

Figura 13. Presenca e auséncia de 18 genes nif em 148 espécies de Paraburkholderia.
Células vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes
nif, enquanto que as células brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore filogenética
do genoma core (558 de genes) foi reconstruida usando o método de maxima
verossimilhanca com 1.000 replicatas de bootStrap..........cccoevvvveviiiiiiie e 50

Figura 14. Comparacédo da topologia da arvore filogenética dos genes nifHDKEN com a
arvore de core genoma dos géneros em estudo. Os genomas dos géneros com a
presenca dos genes nif estdo separados pelas cores vermelho (Azoarcus), verde-escuro
(Gluconacetobacter), amarelo  (Nitrospirillum), cinza  (Azospirillum), laranja
(Herbaspirillum) e verde-claro (Paraburkholderia). Marcacdes na cor preta estdo na
arvore de gene (a direita) para representar as copias. (*) Arvore filogenética utilizando 7
core genes foi reconstruida usando o método de méaxima verossimilhanca com 1.000
replicatas de bootstrap. As arvores filogenéticas dos genes foram construidas usando o
método de maxima verossimilhanca com o modelo de matriz LG+F+R8. Bootstrap
calculado com 1.000 rePlCALAS. ........uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii b 52

Figura 15. Operons nif pertencentes aos genomas de isolados diazotroficos dos géneros
Gluconacetobacter, Nitrospirillum e Azospirillum. ............ccoiiiiiiiiiii e, 54

Figura 16. Operons nif pertencentes aos genomas diazotroficos dos géneros Azoarcus,
Herbaspirillum e Paraburkholderia. ............ccooviiiiiiiiiiii e 55

Figura 17. Operons da nitrogenase alternativa em plasmideos de A. brasilense. ........ 56



Xl

INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Descricdo dos genes nif, suas fungbes e produtos. Adaptado: (Buren et al.,
12020 ) PR PPPRRRR 24

Tabela 2. Relacdo dos genomas disponiveis nos bancos de dados do GenBanck e JGI
com base no género e quantidade de espécies. Fonte: NCBI
(https:/MWW.NCDILNIM.NIN.GOV/). oo e 33

Tabela 3. Tabela com a presenca e auséncia de genes nif nos géneros em estudo.... 34

Tabela 4. Sequéncias de genes nif. NUmeros de sequéncias obtidas do Uniprot, antes e
oY 00 1S3 1] 1= Vo = o 1SS 38



ADP
ANI
ATase
ATP
BPGA
DNA
DraG
DraT
FBN
GDH
GInD
GInE
GOGAT
GS
HGT
JGI

Mb

ML
NADPH
NCBI

nif
PGPR

Pi
RV

Xl

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5’ difosfato de adenosina

Average Nucleotide Identity (Identidade Nucleotidica Média)
Enzima adenilitransferase

5’ trifosfato de adenosina

Bacterial Pan Genome Analysis pipeline

Acido desoxirribonucléico

Dinitrogenase redutase glicohidrolase

Dinitrogenase redutase ADP-ribosiltransferase

Fixacao bioldgica de nitrogénio

Glutamato desidrogenase

Adenililtransferase bifuncional

Glutamina sintetase adenililtransferase bifuncional
Glutamato sintase

Glutamina sintetase

Horizontal gene transfer (transferéncia horizontal de genes)
Joint Genome Institute (Instituto Genoma Conjunto)
Megabase

Maximum likelihood (maxima verossimilhanca)

Fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina

National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de
Informacao Biotecnoldgica)

genes de fixagcdo de nitrogénio

Plant growth promoting rhizobacteria (bactéria promotora do crescimento
de plantas)

Ponto isoeléctrico

Revolucao verde



X1

SUMARIO
1. INTRODUGAO ...ttt ettt e et et es et e et enene e 15
1.1 A Revolucéo Verde e agricultura sustentavel: desafios ..........cccooviiiiiiiiieiieennnnn. 15
1.2 Microrganismos diazotroficos e promocao do crescimento vegetal ..................... 16
1.3 Fixacao biol0gica de NItrOGENIO. .....ccceiiiiiiiiiiiiieee et 19
1.3.1 Controle pés-traducional da atividade da Nitrogenase ...........c.oocuvviveeeeeeeennenns 23
1.3.2 Organizagdo gendmica da NItFOJENASE.........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniininineeenneneaees 24
1.4 GENOMICA COMPATALIVAL ... .uvereiiiiiiiiiiiiieeiieeeeibebeeee bbb snnnaees 28
2 @ 1= N 1 i I Y P 32
2.1 ODJELVO QEIAL.....uuuiii et e e e 32
2.2 ObjetiVoS €SPECITICOS .....oiveiiiiiie e e e e 32
3. METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e e e e e e e ennbee s 33
3.1 Obtencéo e analises de similaridade dos geNOMAS............cccevvvviiiieeeeeeeeeeiinnnnnnn. 33
3.2 Montagem do banco de dados..............ueiiiiiiiiiiiicic e 33
IGO0 )1 ¢] o T= 1= Todo oIS R o (=T 0 10 .41 Tor= LSS 35
G IR e T Lo [T 0] o= VPP 35
3.5 ANAlISE FIlOQENETICA .......ceuviiiii i e e e e 36
3.6 AlINhAaMENLO A€ OPEIONS .....vuuiiee e e e e e e e e e e e e 36
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt 37
4.1 ObtenGao das SEQUENCIAS. ........cciiiiiiiiiiiieieeeeeeee ettt 37
4.2 ANOtACAO dOS gENES Nif....uuiii i 38
4.3 GEeNOMICA COMPATALIVA ......ceeeeiiiiiiiieii et 38
4.3.1 Similaridade geNOMICA.........cuviiiiiiiiiiiiieiiii ettt 38
4.3.2 Diversidade geNOMICA. .........cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 45
4.3.3 Analise filogenética COmMPAaratiVa.............cceeeeeeriiiiiiiiiiieeee e 51
4.4 Predigao in silico da estrutura doS OPErONS .........ccoivviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeee 52
5. CONCLUSAO ...ttt 57
B. REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt ae et ne e 58
7. APENDICE ...ttt ettt 65

7.1 — Genomas pertencentes ao género Azoarcus utilizados na analise. Nomeclatura,
estirpe, codigo de acesso as sequéncias de referéncia, tamanho de cada genoma,
fonte de isolamento e referéncia bibliografica. ...........ccccccviiiiiiiiiiee 65



XV

7.2 — Genomas pertencentes aos géneros Azospirillum e Nitrospirillum utilizados na
analise. Nomeclatura, estirpe, codigo de acesso as sequéncias de referéncia, tamanho
de cada genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliogréfica. ..............ccccuvvveeeeen. 66

7.3 — Genomas pertencentes ao género Gluconatobacter utilizados na analise.
Nomeclatura, estirpe, cddigo de acesso as sequéncias de referéncia, tamanho de cada
genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliografica...........ccccccccvviiiiii i, 69

7.4 — Genomas pertencentes ao género Herbaspirilum utilizados na analise.
Nomeclatura, estirpe, coédigo de acesso as sequéncias de referéncia, tamanho de cada
genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliografica...........cccccccvviiiiiiiiiieiiinn. 70

7.5 — Genomas pertencentes ao género Paraburkholderia utilizados na analise.
Nomeclatura, estirpe, codigo de acesso as sequéncias de referéncia, tamanho de cada
genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliografica. ............cccccceeeeiiiiiiiiiiieennnn. 73

8. REFERENCIAS DO APENDICE .....eeee oottt 81



15

1. INTRODUCAO
1.1 A Revolucédo Verde e agricultura sustentavel: desafios

O balanco entre a producao de alimentos e o crescimento populacional foi pauta
de grande discusséao e preocupacao na década de 1960. Isso porque nao havia mais
terras disponiveis para cultivo e o0 crescimento populacional aumentava
exponencialmente pela diminuicdo da mortalidade em decorréncia dos avangos da
medicina e cuidados com a saude (Bailey-Serres et al., 2019). A Revolucao Verde
(RV), iniciada no fim da década de 1960, foi um grande passo para o aumento da
produgédo de alimentos como trigo, milho e arroz, em grande parte pelo
desenvolvimento de cultivares de alto rendimento, pela mecanizagao das lavouras e
pela distribuicdo em massa de fertilizantes e pesticidas sintéticos aos agricultores
(Pingali, 2012).

O nitrogénio € um dos macronutrientes mais limitantes para a producéo
agricola, de maneira que a utilizacéo de fertilizantes nitrogenados sintéticos aumentou
sensivelmente a produtividade e criou grande dependéncia dos agricultores. No
entanto, o uso massivo e indiscriminado de fertilizantes nitrogenados acarreta em
danos ambientais importantes, principalmente, a contaminacado de lencois freaticos,
eutrofizacdo de sistemas aquéaticos e acidificacdo do solo (Diaz e Rosenberg, 2008).
Desta forma, muito esforcos vem sendo empenhados na busca por alternativas
sustentaveis para a obtencdo de nitrogénio pelas plantas, particularmente por meio
de engenharia genética para possibilitar que cereais estabelecam relacdes simbioticas
com bactérias diazotréficas, como as que naturalmente ocorrem em leguminosas ou
pela criacdo de plantas geneticamente modificadas contendo os genes da nitrogenase
(Oldroyd e Dixon, 2014; Stokstad, 2016; Burén e Rubio, 2018). Uma outra abordagem,
tecnicamente mais simples e viavel, € a utilizacdo direta de bactérias promotoras do
crescimento vegetal em cereais. A manipulacdo de bactérias diazotréficas do solo
pode prover meios para reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos e fornecer

uma solucgéo a curto prazo para a crise do nitrogénio (Mus et al., 2016).
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1.2 Microrganismos diazotréficos e promoc¢ao do crescimento vegetal

O nitrogénio constitui, aproximadamente, 80% da atmosfera e € um elemento
essencial para a sobrevivéncia dos organismos, uma vez que compde os blocos
fundamentais para a construcdo dos acidos nucleicos e proteinas (Dobereiner, 1997).
Todavia, este macronutriente encontra-se majoritariamente na forma gasosa (Nz2),
indisponivel para absorcao direta pelas plantas. Para que a assimilagdo vegetal de N
aconteca é necessaria a interacao entre plantas e microrganismos. Certas bactérias,
chamadas diazotréficas, sdo conhecidas por sua alta capacidade de fixar N2
atmosférico, convertendo-o em formas assimilaveis pelas plantas, num processo
denominado Fixac&o Bioldgica de Nitrogénio (FBN) (Dobereiner, 1997; Chaudhari et
al.,, 2016). As bactérias diazotréficas podem ser de vida livre, estar associadas a
plantas ou, ainda, estabelecer relacdes simbidticas especializadas com leguminosas
(Baldani et al., 1997; Moreira et al., 2010).

As bactérias diazotréficas associativas sao divididas em dois grupos: as
facultativas e as endofiticas obrigatorias. As facultativas podem viver fora das plantas
hospedeiras, colonizando tanto a rizosfera quanto o interior das raizes. Este grupo
pode ser exemplificado por bactérias do género Azospirillum (A. brasilense, A.
lipoferum, A. amazonense, A. irakense). As endofiticas obrigatorias sdo estritamente
dependentes da planta hospedeira para 0 seu crescimento e sobrevivéncia,
colonizando apenas o interior das raizes. Este segundo grupo é exemplificado por
géneros Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans, Gluconacetobacter
diazotrophicus, Azoarcus sp. e Paraburkholderia (Baldani et al., 1997; Ddébereiner,
1997; Van Overbeek et al., 2004).

Dentre as bactérias diazotroficas mais conhecidas estdo varias espécies do
género Azospirillum, descrito por Tarrand et al. (1978). Este género pertence a familia
Rhodospirillaceae, classe Alphaproteobacteria. Isolados de Azospirillum foram
encontrados em diversos ambientes, incluindo raizes de Leptochloa fusca, plantas
C4 (gramineas) , Miscanthus, capim melado (Paspalum dilatatum), alcatrdo
descartado, fontes de sulfeto, tanques de fermentacdo, células de combustivel
microbianas e solos proximos aa rizosferas, regides contaminadas por petroleo e

regides agricolas (Lin et al., 2015; Yang et al.,, 2019). As espécies Azospirillum
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amazonense foram reclassificadas como Nitrospirilum amazonense com base nos
dados de taxonomia polifasica e filogenia a partir da sequéncia de RNA ribossomal
16s (RNAr 16S) (Lin et al., 2014).

O género Herbaspirilum pertencente a familia Oxalobacteraceae, ordem
Burkholderiales da classe beta do filo Proteobacteria. O género foi inicialmente
descrito com a espécie H. seropedicae, que se associa preferencialmente a
gramineas de grande importancia econémica e alimentar como forrageiras, trigo,
milho, cana-de-agucar, sorgo e arroz (Baldani et al., 1986; Olivares et al., 1996). Das
11 espécies no género Herbaspirillum, somente H. seropedicae, H. rubrisubalbicans
e H. frisingense séo capazes de realizar FBN, de se associar a plantas de importancia
agricola e promover o crescimento vegetal (Monteiro et al., 2012).

O género Gluconacetobacter (Yamada et al., 1997) pertence a classe das a-
proteobactérias. E o género com a maior variedade de capacidades fisiologicas, como
producédo de &cido organico, FBN, sintese de polimeros de carboidratos, entre outros.
Os habitats dessas espécies variam de simbiose com espécies vegetais, frutas,
solucbes de aclcar e etanol e até comensalismo com insetos (Velasco-Bedran e
Lépez-Isunza, 2007).

Azoarcusé um género de  betaproteobacteria  pertencente @ a
familia Rhodocyclaceae. Este género foi proposto pela primeira vez por Reinhold-
Hurek et al., (1993) com a espécie Azoarcus indigens, isolada da grama Kallar do
Paquistdo. Espécies de Azoarcus estdo amplamente distribuidas em varios
ambientes, incluindo caules, raizes, sedimentos de aquiferos, solo contaminado com
6leo, agua doce contaminada com petréleo, lodo de esgoto, solo oxidico e intestino
de cupins (Reinhold-Hurek et al., 1993; Zhou et al., 1995; Song et al., 1999; Reinhold-
Hurek e Hurek, 2006; Chen et al., 2013; Fu et al., 2019).

O género Paraburkholderia, anteriormente classificado como sendo parte de
antiga Burkholderia, pertence a classe B-proteobactéria e abrange principalmente
isolados ambientais com diversos estilos de vida (Pratama et al., 2018).0
agrupamento filogenético validou recentemente a divisdo do género Burkholderia em
dois géneros, um compreendendo majoritariamente espécies patogénicas de animais

e plantas e um segundo, Paraburkholderia, contendo as chamadas bactérias
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ambientais e ndo patogénicas, incluindo varias espécies promissoras do ponto de
vista biotecnolégico (Oren e Garrity, 2015; Bernabeu et al., 2018; Pratama et al.,
2018).

As bactérias endofiticas vivem dentro das plantas por pelo menos parte do seu
ciclo de vida e, no estagio avancado da infec¢do, desenvolvem uma relacdo de
mutualismo com a planta, onde ocorre o aumento da colonizagdo bacteriana e acesso
a nutrientes, enquanto a planta hospedeira se beneficia de certas propriedades das
bactérias endofiticias, que podem envolver, por exemplo, a mitigacdo de estresse,
FBN e aumento do crescimento radicular, por exemplo. Esse mecanismo de
endossimbiose leva ao conceito de “endofiticos competentes”, definidos como
endofiticos que séo equipados com genes importantes para a colonizacdo e
manutencao de associa¢des planta-endofitico (Van Overbeek et al., 2004; Hardoim et
al., 2008).

As espécies de leguminosas obtém a maior parte de seu nitrogénio atraves da
simbiose com a rizobios que residem nos nodulos radiculares (Harlan, 1992;
Simmonds, 2007). Algumas espécies de rizobio isolados dos ndédulos das raizes das
leguminosas também séo enddfitos de cereais (Gutiérrez-Zamora e Martinez-Romero,
2001; Hansen et al., 2017); no entanto, a maioria € incapaz de fixar nitrogénio em
condi¢cBes de vida livre (fora do nodulo) (Frans et al., 1990; Ramachandran et al.,
2011). A fonte primaria de carboidratos da dieta humana sé@o provenientes de cerais
(Harlan, 1992; Simmonds, 2007), como por exemplo o milho, que demanda uma alta
taxa de N para seu rendimento ideal (Triplett, 1996). Portanto, um objetivo de longa
data é transferir a capacidade de FBN para essas espécies, visando reduzir ou mesmo
eliminar a necessidade de fertilizantes quimicos nitrogenados (Triplett, 1996;
Gutiérrez-Zamora e Martinez-Romero, 2001; Ryu et al., 2020). A motivacdo da
pesquisa com bactérias diazotréficas emana de sua significativa contribuicéo, natural
ou manejada, no fornecimento de nitrogénio para as plantas de interesse agronémico.
A FBN permite a sobrevivéncia de plantas sob condi¢g8es limitantes de nitrogénio em
ecossistemas terrestres. Na agricultura, essa associacdo reduz a dependéncia de

fertilizantes nitrogenados, reduzindo custos, o impacto ecologico e o consumo de
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combustiveis fosseis na aplicacédo de fertilizantes em grande escala (Griesmann et al.,
2018).

1.3 Fixacéao biologica de nitrogénio

Para que as plantas sejam capazes de assimilar N, & necessaria a interagédo
com bactérias diazotroficas, que reduzem N2 a amdnia (NH3) em um processo
chamado de FBN, catalisado pela enzima nitrogenase, um complexo enzimatico
sensivel ao oxigénio (CHAUDHARI; GUPTA; DUTTA, 2016; DOBEREINER, 1997;
HOFFMAN et al., 2014).

Bactérias diazotroficas possuem como fator chave da FBN o complexo
enzimatico da nitrogenase, que é responsavel pela reducdo do nitrogénio atmosférico
a NHs, com produgdo de Hz (Neves et al., 1993). Embora diverso, todos os
microrganismos diazotréficos possuem o complexo enzimético da nitrogenase, que
compartilham caracteristicas comuns em relacdo ao mecanismo catalitico e a
montagem dos cofatores (Dos Santos et al., 2012; Vicente e Dean, 2017). A Figura 1
representa a equacao do FBN, na qual duas moléculas de NH3 séo produzidas a partir
de uma molécula de N2, a custa de 16 moléculas de ATP e um suprimento de elétrons

e protons (ions de hidrogénio)(Laranjo et al., 2014).

nif genes

/
N, + 8 H* + 8 e + 16 ATP—°%"%%€ 5 NH, + H, + 16 ADP + 16 P,

Fixac&o Biologica de Nitrogénio

Figura 1. Viséo geral esquemética da fixac&o bioldgica de nitrogénio. Adaptado de Laranjo et al., 2014.

A capacidade dos microrganismos de usar N2 como unica fonte de nitrogénio e
de estabelecer interacées com plantas hospedeiras Ihes confere diversas vantagens
ecoldgicas. No entanto, a FBN €é sensivel ao oxigénio e altamente dependente de
energia. Este custo energético faz com que a FBN seja altamente regulada no nivel
transcricional através de redes regulatérias sofisticadas que respondem a multiplos

estimulos ambientais, que podem ser diferentes entre espécies e dependem da
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fisiologia do hospedeiro. Além disso, importantes mudancas nas atividades das
cascatas regulatorias sédo evidentes em organismos simbidticos na transicdo entre os
estagios de vida livre e associativo (Dixon e Kahn, 2004; Dos Santos et al., 2012).
Acredita-se que a nitrogenase se originou em arquéias metanogénicas e foi transferida
horizontalmente para bactérias anaerdbias e aerobicas facultativas (Boyd et al., 2011).

A fixac&o e assimilacdo de N2 s&o processos acoplados e controlados por uma
complexa rede regulatoria que permite que o N2 fixado seja assimilado ao invés de
excretado. Os componentes dessa regulacdo sdo comuns em muitas proteobactérias
e incluem proteinas PII de transducgéo de sinal (GInB e GInK), enzimas que realizam
modificagbes pos-traducionais reversiveis de proteinas em fungdo do controle
metabdlico (GInD e GInE) e dois sistemas de componentes regulatérios (NtrB ou NRII
e NtrC ou NRI) que controlam a expressdo de muitos genes do metabolismo de
nitrogénio (Merrick e Edwards, 1995).

Aproximadamente 50% dos genes presentes em procariotos sdo organizados em
estruturas operons (Price et al., 2006; Grazziotin et al., 2015), que sao grupos de
genes funcionalmente relacionados, regulados por um mesmo operador e transcritos
em RNAs policistrénicos (Salgado et al., 2000). No operon também estéo inseridas
sequéncias regulatérias que controlam a sua expressao (Lathe lii et al., 2000). A
disposicdo em operons reduz a quantidade de informacéo regulatéria necesséria para
a transcricao, tornando mais vantajosa a conservacao destas estruturas ao invés da
existéncia de promotores distintos em genes que devem ser co-regulados (Price et al.,
2006; Grazziotin et al., 2015). Entretanto, ha muitas variacées nos conjuntos de genes
e sua organizacao, em parte devido a: (i) rearranjos genémicos; (ii) a perda genética
especifica de linhagem (precedida ou ndo por duplicacdes génicas) e (iii) a
transferéncia horizontal de genes (Coenye e Vandamme, 2005).

Em Proteobactérias diazotroficas, a regulagdo transcricional dos genes nif
(“nitrogen fixation”) é controlada em resposta a concentracdo externa de oxigénio
refletindo no nivel da expressao da nitrogenase (Dixon e Kahn, 2004). O amdnio
gasoso (NH4") que atravessa passivamente a membrana celular bacteriana, sob
condicBes de fixacdo de nitrogénio, pode ser recuperada pelo transportador de amoénia
de alta afinidade (AmtB) (Wacker et al., 2014).
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O status do nitrogénio € detectado principalmente pelas proteinas triméricas de
transducéo de sinal PIl, capazes de integrar diferentes sinais metabolicos como os
niveis de glutamina, ADP, ATP e 2-oxoglutarato para controlar a fixacdo e a
assimilacao de nitrogénio (Merrick e Edwards, 1995; Huergo et al., 2013). A ligacéo
do 2-oxoglutarato fornece uma leitura do status de nitrogénio e carbono para regular
a atividade de PIl. O 2-oxoglutarato € um metabdlito importante de sinalizacdo nesse
contexto, uma vez que se encontra na interface do metabolismo do carbono e do
nitrogénio (Huergo e Dixon, 2015). Além disso, as proteinas PIl estdo sujeitas a
modificagbes pds-traducionais pela enzima GInD (removedora de uridililtransferase /
uridilil - UTase / UR), que pode adicionar grupos uridilil aos PIl ou remové-los do PII-
UMP, dependendo do status do nitrogénio e modulando assim a interacdo das
proteinas Pll com seus alvos (Jiang et al., 1998). Sob condi¢Bes suficientes de NH4*
(TN) com altos niveis de glutamina, ocorre a estimulag&o da atividade de remogéao de
uridilil da GInD, resultando na desuridiliagéo de PII (Figura 2). A forma néo uridilada
da proteina PII GInK interage com o transportador de NH4*, AmtB, para inibir a
captacdo de amoénio enquanto o GInB ndo modificado interage com o NtrB para
estimular a desfosforilagcdo do NtrC (Figura 2), resultando na repressao de Varios
genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio (Switzer et al., 2018).

Sob condi¢bes limitantes de NHa* (|N), quando os niveis de glutamina sdo
baixos, a GInD uridilila as proteinas PIl modificando suas respostas-alvo de saida. As
Pll totalmente uridililada (P1I-UMP3) ndo interagem com AmtB e NtrB, fazendo com
gue estas promovam a absorgcéo de amonio e a fosforilagdo de NtrC, respectivamente
(Figura 2). O NtrC fosforilado (NtrC-P) ativa a expressédo de genes dependentes de

054, importantes para o metabolismo do nitrogénio (Van Heeswijk et al., 2013).
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Figura 1. Regulacdo do metabolismo de nitrogénio. A esquerda esta ilustrada a regulacéo
desencadeada pelo excesso de amdnio. A direita regulacio sob deficiéncia de aménio. Também s&o
mostrados 0s processos regulatdrios da cascata biciclica envolvendo GInD (UTase/UR) e GInE
(ATase/AR) que controlam a GS e o fluxo de nitrogénio pela via GS-GOGAT. Adaptado: (Bueno Batista
e Dixon, 2019).

A assimilacdo de nitrogénio acontece tipicamente por meio da sintese de
glutamato a partir de NH4* e 2-oxoglutarato, que pode ser catalisada por duas vias
alternativas, da enzima glutamato desidrogenase (GDH) ou da GS-GOGAT, que
combina as atividades da enzima glutamina sintase (GS) e glutamato sintase
(GOGAT) (Van Heeswijk et al., 2013). O complexo GDH catalisa a reducdo de 2-
oxoglutarato em glutamato com o uso de um NADPH, gerando duas moléculas de
glutamato. Tal via é preponderante durante o crescimento em condi¢cdes de alta
concentracdo de amonio e menor energia. Por outro lado, a via GS-GOGAT, universal
em bactérias, ocorre em condi¢des de baixas concentracbes de amonio e alta energia
(Alibhai e Villafranca, 1994; Bueno Batista e Dixon, 2019).
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As proteinas Pll também sdo importantes no acoplamento da FBN com a
assimilagcdo de amoénio nos niveis transcricional e pos-traducional. Em muitas
proteobactérias diazotréficas, a expressao do nifA dependente de 054 é controlada
pelo sistema regulador de nitrogénio NtrB-NtrC em resposta a modificacdo covalente
e ao estado de ligacdo ao ligante das proteinas PII (Figura 2) (Merrick e Edwards,
1995). Além disso, a atividade de nifA em si é rigorosamente regulada, direta ou
indiretamente, pelas proteinas de transducao de sinal de PIl (Dixon e Kahn, 2004,
Bueno Batista e Dixon, 2019).

1.3.1 Controle pés-traducional da atividade da nitrogenase

Além das complexas cascatas de transducao de sinal que acoplam a FBN a
assimilacdo de NH4*, a atividade da nitrogenase é regulada pela disponibilidade de
nitrogénio. Sabe-se que pelo menos trés mecanismos diferentes, envolvendo
proteinas PIl, inibem a atividade da nitrogenase sob condi¢cdes excessivas de
nitrogénio nas proteobactérias. O primeiro mecanismo envolve a inativacdo da
proteina Fe da nitrogenase catalisada pela enzima DraT (dinitrogenase redutase ADP-
ribosiltransferase) (Huergo et al., 2013). Esta modificacdo covalente pode ser revertida
pela enzima DraG (dinitrogenase redutase glicohidrolase). A atividade DraT e DraG
sdo reguladas pela interacdo com proteinas PIl, dependendo do status do nitrogénio.
Sob condicdes excessivas de nitrogénio, as Pll ndo modificadas (GInB) interagem com
a ribosilacdo da ADP estimuladora de DraT (Moure et al., 2013). Sob condi¢des de
limitagc&o de nitrogénio, as formas uridiladas de PIl ndo interagem com DraT ou DraG.
Nessas circunstancias, o DraT é inativa e o DraG é ativa, levando a remocédo da
modificacdo do ribosil da proteina Fe da nitrogenase, reativando-a (Bueno Batista e
Dixon, 2019).

Um segundo mecanismo para o desligamento da nitrogenase aparentemente
envolve a inibicdo do sistema de transporte de elétrons Rnfl (codificado por
rnfABCDE), que potencialmente fornece uma via de transferéncia de elétrons
dedicada a nitrogenase (Ledbetter et al., 2017). Os genes que codificam o complexo
Rnfl sdo co-localizados com o operon nifLA em diversos diazotroficos (SARKAR et

al., 2012). Um terceiro mecanismo, ainda néo descrito em detalhes, é responsavel
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pelo desligamento da nitrogenase em organismos sem 0 sistema de transporte de
elétrons DraT — DraG e Rnf (HUERGO; CHANDRA; MERRICK, 2013).

1.3.2 Organizacao gendmica da nitrogenase

A atividade da nitrogenase de MoFe € a mais utilizada por bactérias
diazotroficas (Dos Santos et al., 2012; Hoffman et al., 2014; Li et al., 2016). Além
desta, alguns diazotroficos possuem ainda uma das duas versdes alternarnartivas de
nitrogenase, que usam tanto VFe (vnf) ou FeFe (anf) como cofatores de ferro
(Raymond et al., 2004; Angel et al., 2018). Apesar de distintas a nivel genético, tanto
a nitrogenase de Mo quanto as nitrogenases alternativas possuem subunidades,
composicdo de cofatores e dependéncia de ATP semelhantes (Rubio e Ludden,
2008). Ademais, a organizagcdo e o numero de genes nif necessarios para a sintese e
montagem da enzima variam entre bactérias diazotréficas (Dos Santos et al., 2012; Li
et al., 2016). A tabela 1 resume a descricdo e funcdo dos genes nif no complexo

enzimatico da nitrogenase.

Tabela 1. Descricdo dos genes nif, suas fun¢des e produtos. Adaptado: (Buren et al., 2020).

Gene Descricao Funcéo

Doador obrigatério de elétrons para proteina
FeMo. Também necessario para

nifH Proteina de Fe biossintese de co-FeMo e maturagéo de
apo-MoFe.
nifD Subunidade-a da proteina FeMo =ubunidade de figagao co-fe. Forma urm

a2B2 tetramero com nifK.

Subunidade de ligagao co-Fe. Forma um
a2B2 tetramero com nifD.

nifT - Funcao desconhecida

Transportador de co-FeMo e auxilia na
insercao do co-FeMo a proteina apo-MoFe.
Maturacéo de co-FeMo. Forma um o232

nifk Subunidade-f da proteina FeMo

nifY  Chaperona para a proteina apo-MoFe

nifE Scaffold de co-NifB ~ .
tetramero com nifN.

nifN Scaffold de co-NifB MatAura(;ao de co_-FeMo. Forma um a2f32
tetramero com nifE.

nifx Vincula co-NifB e o cluster-VK Transportador de precursores co-FeMo e
interage com apo-nifEN.

nifU i Precursor para formacao de clusters [Fe-S]

para componentes da nitrogenase.
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Mobilizacdo de S para sintese e reparo do

nifS Cisteina desulfurase
Fe-S.
nifV Homaocitrato sintase Sintese de co-FeMo.
. Associa-se a proteina apo-MoFe antes da
nifw - ~
maturacado do cluster P.
nifZ - Maturacéo do cluster P com a proteina Fe.
nifF Flavodoxina Doador de elétrons da proteina Fe.
nifL Anti ativador Atua como antiativador do nifA.
. . - Forma um sistema regulatério de dois
nifA Ativador transcricional

componentes com o nifL.

Essencial para a sintese de FeMo-co.
nifB - Catalisa a formacéao de co-nifB, o primeiro
passo na biossintese de co-FeMo.
Necessario para ativagao simultanea de

nifO - : i

nitrogenase e nitrato redutase.
. Processa Mo antes de sua incorporagao na

nifQ -
FeMo-co.

nifM Peptidylprolyl cis-trans isomerase  Essencial para maturacéo da proteina Fe.
Otimiza a expresséo da atividade da

nifP serina O-acetiltransferase nitrogenase aumentando a sintese de

metionina e cisteina celular.

Os componentes estruturais da nitrogenase de Mo séo codificados pelos genes
nifH, nifD e nifK, a nitrogenase V é codificada pelos vnfH, vnfD, vnfG e vnfK, e os
componentes da nitrogenase somente Fe sao produtos dos genes anfH, anfD, anfG e
anfK. Além disso, sdo necessarios produtos génicos adicionais para que haja
nitrogenases totalmente funcionais (Mus et al., 2016). O co-FeMo é composto por dois
centros metalicos (centro de ferro-enxofre e o homocitrato) onde ocorre a reducao do
substrato (Dixon e Kahn, 2004; Rubio e Ludden, 2008). A sintese e a atividade de
todos os tipos de nitrogenases sao reguladas em resposta a ions amonio, razao C/N,
condicdes de oxigénio, presencga ou auséncia de Mo e V e a escuridao/luz no caso de
bactérias fototroficas (Mus et al., 2018).

A nitrogenase de Mo é composta por duas metaloproteinas MoFe (nifDK) e Fe
(nifH) em interagéo (Hoffman et al., 2014; Sickerman et al., 2017) que juntos catalisam
areducao de N2 em NHs em uma reacéo que depende do elétron intra e intermolecular
transferéncia e a energia liberada pela hidrolise do ATP. Cada evento de transferéncia
de elétrons do Fe proteina a proteina MoFe envolve as proteinas para associar e

dissociar com a seguinte sequéncia de eventos: ATP ligacdo a proteina Fe, formacao
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complexa com o MoFe proteina, transferéncia de elétrons, hidrélise de ATP na
proteina Fe, Pi liberacéo e dissociacdo do complexo nitrogenase (Duval et al., 2013;
Buren et al., 2020).

Através de andlise de sequenciamento gendmico observou-se que quase todos
os diazotréficos continham um conjunto minimo de seis genes nif necessarios para
montar o co-FeMo in vitro, a saber: nifH, nifD, nifK, nifE, nifN e nifB (Dos Santos et al.,
2012). O primeiro diazotréfico cujos genes de fixacdo de nitrogénio (nif) foram
analisados foi Klebsiella pneumoniae (Macneil et al., 1978; Roberts et al., 1978; Arnold
et al., 1988). Em uma unica regido do cromossomo estdo organizados vinte genes nif
(nifJHDKTYENXUSVWZMFLABQ) arranjados em varios operons (Rubio e Ludden,
2008).

Em Azotobacter vinelandii, os genes nif estdo separados em duas regides
denominadas de agrupamentos principais e secundarios (Figura 3) (Setubal et al.,
2009). O agrupamento principal contém os trés genes estruturais da nitrogenase:
FeMo (nifD e nifK) e Fe (nifH) e 32 genes organizados em nove operons. Estéo
presentes genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese de co-FeMo (nifE
e nifN), na maturacdo das proteinas de Fe (nifM) e FeMo (nafH, nifw, nifZ), na
montagem do conjunto de Fe-S (nifU, nifS, iscA, cysEl), homocitrato sintase (nifV),
proteinas envolvidas na transferéncia de elétrons para nitrogenase (nifF) e protecao
contra a oxidacao (feSll), reciclagem de proteinas biossintéticas (clpX2), além de
genes acessorios da nitrogenase (naf). O cluster secundario contém 17 genes em
cinco operons e é composto pelo gene nifB (essencial) (Shah et al., 1994; Curatti et
al., 2006) e por genes importantes para o funcionamento do nifB (fdxN) ou para o
processamento de Mo para nitrogenase (nifO e nifQ). O operon nifLA formado pelo
ativador (nifA) e pelo antiativador (nifL) controla a expresséo de genes nif em resposta
a sinais ambientais, como taxas de assimilacéo de nitrogénio, presenca de Oz, estado
redox da célula, e niveis de ATP (Martinez-Argudo et al., 2004; Mus et al., 2018; Buren
et al., 2020).

As subunidades a e (3 da proteina VFe sao codificadas por vnfD e vnfK em A.
vinelandii (Lee et al., 2009; Sippel e Einsle, 2017). Os genes que codificam as

proteinas da V-nitrogenase sao divididos entre dois operons (Figura 2).



27

O operon vnfDGK, localizado a jusante do gene vnfH codifica a subunidade da
dinitrogenase redutase e faz parte de um operon de dois genes. O gene vnfD codifica
a subunidade a, vnfK codifica a subunidade B e o vnfG codifica a subunidade
y. Outros produtos génicos necessarios para a V-nitrogenase ativa sao codificados
pelo operon vnfENX, localizado a jusante do vnfH. O vnfA gene esta localizado
imediatamente a montante do operon vnfENX. Além disso, o0 gene vnfY, a jusante
do vnfK, é necessario para o crescimento diazotréfico dependente de V e parece
desempenhar um papel na maturacdo do cofator FeV e/ou sua insercdo na
nitrogenase da V-nitrogenase (Mus et al., 2018).

Na proteina de FeFe, as subunidades a e B sédo codificadas por anfD e anfK
(Harris et al., 2018). Os genes estruturais que codificam nitrogenase de FeFe em A.
vinelandii e R. palustris sdo organizados como um Unico operon anfHDGK (Figura 3)
(Joerger et al., 1989; Mylona et al., 1996; Oda et al., 2005). As subunidades da
dinitrogenase redutase séo codificadas por anfH, enquanto as subunidades a e g da
dinitrogenase séo codificadas por anfD e anfK. O gene anfG codifica uma terceira
subunidade (y) para a dinitrogenase e é necessario para o crescimento em condi¢gdes
de deficiencia de Mo e V (Waugh et al., 1995). O gene anfA esta localizado
imediatamente a montante do anfHDGK. O operon anf contém dois outros
genes, anfO e anfR, que sdo necessarios ao crescimento diazotréfico dependente de
nitrogenase de FeFe mas que ndo apresenta semelhanca com nenhum gene nif (Mus
et al., 2018).
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Agrupamento de genes da nitrogenase de Mo (genes nif)

Conjunto minimo de genes para fixagédo de nitrogénio
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Catalitico Biossintético

Agrupamento de genes da nitrogenase de V (genes vnf)

=
y O K G D F H X N E A vnfU
Agrupamento de genes da nitrogenase Fe (genes anf) [ nitrogenase
- Sintese do cofator FeMo
R o K G D H A anfU I:I Montagem ou estabilidade

- Transporte de elétrons
- Regulador

:I Funcéo desconhecida

Figura 3. Organizacdo dos agrupamentos de genes da nitrogenase Mo, V e Fe em A. vinelandii.
Adaptado (Mus et al., 2018).

Considerando a escala de tempo da evolucéo e importancia da FBN, os genes
nif encontram-se distribuidos entre diferentes grupos de Archaea e bactérias. Estima-
se que 6 a 15% de todos 0os genomas microbianos sequenciados possuam o nimero
minimo de genes nif para fornecer a capacidade genética de fixar nitrogénio (Dos
Santos et al., 2012; Boyd e Peters, 2013), tornando os diazotréficos um dos mais

diversos grupos funcionais (Angel et al., 2018).

1.4 Gendmica comparativa

A gendmica comparativa estuda o0s processos de evolugdo através do
alinhamento e andlise de genes e genomas de diferentes espécies ou cepas,
avaliando a divergéncia evolutiva em relagdo a um ancestral comum, a estrutura,
organizacdo e funcdes dos genes e outras regides dos genomas (Hardison, 2003;
Catanho et al., 2007).

Andlises comparativas entre as sequéncias gendmicas de diferentes
microrganismos vem contribuindo para o entendimento de aspectos fundamentais da
geneética, bioquimica e evolucéo das espécies (Abby e Daubin, 2007). As analises séo

realizadas a partir da comparacdo de uma ou mais sequéncias de entrada (query
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sequences) com outras inumeras sequéncias depositadas em um banco de dados
(subject sequences). O alinhamento entre as sequéncias de entrada e as sequéncias
depositadas no banco de dados € tipicamente realizado com a utilizacdo de um
algoritmo de alinhamento local, como o BLAST (do inglés “Basic Local Alignment
Search Tool”) (Altschul et al., 1997).

As sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos sdo comparadas por dois
parametros principais: cobertura e identidade. Cobertura é o0 percentual de
comprimento de uma sequéncia que se deseja comparar (query) em relagéo a outra
sequéncia conhecida (subject). A identidade € o percentual de aminoacidos (ou
nucleotideos) idénticos entre as sequéncias alinhadas (Moreira, 2015). Quando
combinadas entre si e com as coordenadas gendmicas, as comparacdes génicas par-
a-par podem ser ainda ser utilizadas em andlises de sintenia, que visam comparar a
ordem dos genes em diferentes organismos e como esta se altera ao longo do tempo
(Catanho et al., 2007; Moreira, 2015). Além das analises par-a-par, sequéncias de
nucleotideos ou aminoacidos podem também ser alinhadas em conjunto
(alinhamentos mudltiplos). Essas analises auxiliam na identificacdo de blocos
conservados em genes ou proteinas de uma mesma familia, além de serem uteis
também em estudos de reconstrucdo filogenética, essenciais ao entendimento de
processos evolutivos. (Woese et al., 1990; Yokono et al., 2018).

Estudos comparativos baseados em analises de pangenoma tém se tornado
uma abordagem eficaz para identificacdo de genes relacionados a diferentes estilos
de vida (Vernikos et al., 2015). As analises de pangenoma consistem na determinacéo
de um ndcleo de genes comum a todas as estirpes de uma espécie (core genoma),
um nucleo de genes distribuidos entre algumas estirpes (genoma acessorio) e de um
conjunto de genes que diferencia as estirpes umas das outras (genoma unico). O core
genoma € composto por genes constitutivos, essenciais a espécie, provavelmente
herdados de um ancestral comum e pouco propensos a transferéncia horizontal de
genes (HGT- Horizontal gene transfer). O genoma acessOrio possui genes
frequentemente relacionados com a adaptacédo e a colonizagdo de determinados
ambientes por diferentes populacdes e, portanto, potencialmente relacionados ao

estilo de vida dos organismos. Além disto, dentro desse grupo também estao
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presentes os genes especificos de cada estirpe, provavelmente adquiridos por HGT
(Rouli et al., 2015).

Em um outro estudo, Albright e colaboradores (2019) estudaram mais de 6000
genomas completos de bactérias e arqueas disponiveis publicamente e identificaram
11 vias de ciclagem de nitrogénio (N). Vias incompletas do ciclo N ocorreram em 39%
das espécies, revelando uma limitacdo nas atuais analises com genes marcadores.
Um ou alguns genes de interesse sao normalmente usados para representar a
prevaléncia de uma reacao biogeoquimica. Porém, a inferéncia imprecisa de uma via
funcional baseada na presenca do gene marcador pode contribuir para a falha. Além
disso, 0 estudo demonstrou que maioria dos organismos apresentaram capacidade
limitada no uso de N inorganico em multiplos estados de oxidacdo. A troca de
compostos inorganicos de N é comum entre 0s organismos, destacando a importancia
da composicédo da comunidade e da estrutura espacial na determinacdo da extensao
da reciclagem versus perda em um ecossistema.

Comparacbes entre isolados de Leptospirillum ferriphilum revelaram uma
diversidade intraespecifica entre os genomas, no qual a perda e insercao de novos
blocos genéticos provavelmente sdo mediados por fagos, contribuindo para a
heterogeneidade genémica da espécie. Indicativos de que um agrupamento de genes
nif identificado em alguns dos genomas analisados foram herdados de um ancestral,
em vez de transferéncia lateral. Os resultados sugerem que a populacdo de L.
ferriphilum sofre recombinacao genética frequente, com impacto em sua fisiologia e
na adaptacao a diferentes nichos (Liu et al., 2020).

Diversos estudos objetivando a transferéncia direta de genes nif de
diazotréficos para culturas de cereais atraves da reconstituicdo da via biossintética da
nitrogenase em um hospedeiro eucariético vem sendo realizados. Para tanto, uma
etapa importante neste sentido € a identificacdo do numero minimo de genes nif
necessarios para a funcao nitrogenase nessas culturas. Espera-se que as culturas de
cereais fixem seu proprio nitrogénio, visando reduzir 0 uso excessivo de fertilizantes
guimicos na agricultura (Li e Chen, 2020).

O melhor entendimento da evolucéo e diversidade dos operons nif, bem como

sua correlagcdo com a eficiéncia da FBN, contribui ndo somente para a compreensao
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da bioquimica deste processo, como também para a elaboracdo de possiveis
cassetes génicos para a criacdo de microrganismos diazotroficos com potencial

biotecnolégico para a agricultura.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Investigar a diversidade e organizacao de genes nif em operons em genomas
de bactérias pertencentes aos géneros Azoarcus, Azospirillum, Nitrospirillum,

Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Paraburkholderia.

2.2 Objetivos especificos

A - Identificar os genes nif dos genomas de diferentes espécies de bactérias
diazotrdficas;

B - Analisar a prevaléncia dos genes nif e a forma que estdo organizados nos
genomas.

C - Analisar as regides regulatorias dos genes nif.
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3. METODOLOGIA
3.1 Obtencéo e analises de similaridade dos genomas

Todos o0s genomas pertencentes aos géneros Azoarcus, Azospirillum,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Nitrospirilum e Paraburkholderia foram obtidos
dos bancos de dados GenBank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) e Joint Genome Institute (JGI), com ultima atualizacdo em 20/08/2019 (Tabela
2).

Tabela 2. Relagdo dos genomas disponiveis nos bancos de dados do GenBanck e JGI com base no
género e quantidade de espécies. Fonte: NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

N° Genomas

Classe Genero N° Espécies Disponiveis
Azospirillum 7 55
Alphaproteobacteria Nitrospirillum 1 8
Gluconacetobacter 3 7
Azoarcus 3 14
Betaproteobacteria Herbaspirillum 11 47
Paraburkholderia 49 148

Foram organizadas tabelas dos géneros com o codigo de acesso as
sequéncias de referéncia, o tamanho de cada genoma, a fonte de isolamento e a
referéncia bibliografica de todos os isolados. Os genomas classificados como
fragmentados (draft) foram submetidos a predicdo de plasmideos com o algoritmo
PlasFlow (Krawczyk et al., 2018), utilizando o parametro “threshold=0.05". O PlasFlow
se baseia nos modelos de rede neural adaptados para sequéncias completas de
genomas e plasmideos e é capaz de discriminar sequéncias de plasmideos e
cromossomos com precisao de até 96% em dados WGS (Whole Genome Sequencing

Analysis).

3.2 Montagem do banco de dados
Inicialmente foi realizado o levantamento e identificacdo dos genes
responsaveis pela composicdo da enzima nitrogenase nos diferentes géneros de

bactérias diazotréficas. Foram identificados 21 genes nif (nifA, nifB, nifD, nifE, nifF,
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nifH, nifd, nifK, nifL, nifM, nifN, nifP, nifQ, nifS, nifT, nifU, nifV, nifw, nifX, nifY, nifZ)
gue compdem o complexo da nitrogenase (tabela 3). Também foi incluido o gene nifO,
relatado em varios estudos com Azotobacter vinelandii (Rodriguez-Quinones et al.,
1993; Bosch et al., 1995; Bosch et al., 1997; Navarro-Rodriguez et al., 2019).

Krause et al,. Bertalan etal,. Pedrosaetal,. Kaneko etal,, De Meyer et al,.
2006 2009 2011 2010 2016
Gluconacetobac
Azoarcus sp. ter Herbaspirillum  Azospirillum Burkholderia
BH72 diazotrophicus seropedicae sp. B510 species
PALS
nifA nifA nifA nifA nifA

- nifB nifB nifB nifB
nifD nifD nifD nifD nifD

- - nifE nifE nifE
nifF - - nifF -
nifH nifH nifH nifH nifH

- - - nifJ -
nifk nifk nifk nifk nifk
nifL - - - -
nifM - - - -

- - nifN nifN nifN
nifP - - - -

- nifQ nifQ nifQ nifQ
nifS nifS nifS nifS -
nifT - - nifT nifT
nifu nifu nifU nifUu -

- - nifV nifV nifV
nifw - nifw nifw nifw

- nifx nifx nifx nifx
nifY - - - -
nifZ - nifZ nifZ nifZ

Tabela 3. Tabela com a presenca e auséncia de genes nif nos géneros em estudo.

As espécies Azospirillum amazonense foram reclassificadas como
Nitrospirillum amazonense, separando-se do género Azospirillum (Lin et al., 2014;
Oren e Garrity, 2016). Estas espécies tambeém foram incluidas no banco de dados
para andlise. Em 2016, foi proposta a divisdo do género Burkholderia em dois géneros

de acordo com a separacao filogenética de espécies ambientais, reclassificadas para
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0 género Paraburkholderia, e aquelas majoritariamente patogénicas, que foram
mantidas no género Burkholderia (Dobritsa e Samadpour, 2016). Com isso, apenas o
género Paraburkholderia foi utilizado para as analises.

Posteriormente todas as sequéncias revisadas de genes nif foram obtidas na
base de dados Uniprot (Uniprot, 2017), com base nas referéncias da literatura. Através
da ferramenta uCLUST (Prasad et al., 2006; Edgar, 2010), as sequéncias foram
ordenadas de acordo com o0 seu tamanho e agrupadas utilizando percentual de
identidade de alinhamento maior ou igual a 80%. Em seguida, foram selecionadas as
sequéncias representativas de cada agrupamento. Por fim, foi criado um banco de
dados concatenando todos os arquivos que possuiam as sequéncias representativas

de cada gene nif.

3.3 ComparagOes gendmicas

As similaridades entre os genomas obtidos no banco de dados GenBank e JGI
foi avaliada através da analise ANI (Average Nucleotide Identity), através do modulo
Pyani (Pritchard et al., 2016). Esta andlise envolve a fragmentacédo genémica in silico,
em segmentos de 1.020 nucleotideos, que sdo alinhados via BLAST contra o genoma
de referéncia a fim de calcular a identidade média de nucleotideos. Valores superiores
a 95% indicam que os genomas analisados pertencem a mesma espécie (Richter e
Rossello-Mora, 2009).

As sequéncias e o0s genes potencialmente envolvidos na FBN foram analisados
com o uso da ferramenta BLASTp (Altschul et al., 1997) usando limiares minimos de
similaridade e cobertura de 75% e 80% respectivamente, e e-value maximo de le-15.
Os resultados de cada andlise foram representados em um grafico de presenca e

auséncia e combinados com as reconstrucdes filogenéticas.

3.4 Pangenoma

Como forma de avaliar a proximidade dos genomas de cada género em relacao
a conservagao dos genes nif, foi utilizada a anélise de pangenoma. Para execuc¢éo da
filogenia de core genoma foi utilizado o software BPGA 1.3.0 (Chaudhari et al., 2016).

Esse software possui dependéncias como o algoritmo MUSCLE 3.8.31 (Edgar, 2004)
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e USEARCH (Edgar, 2010) para alinhamento de sequéncias, e o gnuplot 4.6.6 para
geracdo de graficos. Nesta abordagem foi utilizado limiar de 60% de identidade e
foram gerados os alinhamentos de core genes. Em seguida, foi utilizado o editor de
alinhamento TrimAL (Capella-Gutierrez et al., 2009) para a remocdo de blocos

contendo muitos gaps, de acordo com score de cada alinhamento.

3.5 Andlise Filogenética

A reconstrucéo filogenética baseada nas sequéncias dos genes presentes no
core genoma foi conduzida com o método de maxima verossimilhangca - Maximum
Likelihood (ML) (Felsenstein, 1981) com 1.000 replicatas de bootstrap, através do
software IQ-TREE 1.6.1(Nguyen et al., 2015). As sequéncias de cada gene do core
genoma foram previamente alinhadas pelo algoritmo MUSCLE 3.8.31 (Edgar, 2004) e
concatenadas em sequéncias Unicas para cada genoma através de algoritmos
integrados no software BPGA (Chaudhari et al., 2016).

Em seguida, foi realizada a comparacao da topologia de arvores filogenéticas
dos genes nifH, nifD, nifH, nifK, nifE e nifN com a arvore filogenética com todos os
genomas que apresentaram genes nif. A reconstrucdo filogenética de genomas foi
realizada utilizando as sequéncias do core genoma e 0S mesmos parametros
descritos no paragrafo anterior. As arvores filogenéticas dos genes foram construidas
através do alinhamento mdultiplo das sequéncias de cada gene utilizando MUSCLE
3.8.31(Edgar, 2004) seguido da reconstrucao filogenética através do software 1Q-
TREE 1.6.1(Nguyen et al., 2015) utilizando o algoritmo integrado Modelfinder para
predicdo do melhor modelo evolutivo. A visualizacdo da arvore foi realizada pela
ferramenta iTOL3 (https://itol.embl.de/) (Letunic e Bork, 2007; 2016).

3.6 Alinhamento de operons

A predicdo dos operons foi realizada através do servidor Operon-mapper
(Taboada et al., 2018), que se baseia na distancia entre genes vizinhos e suas
relacdes funcionais. Esta analise foi feita com os genomas baixados anteriormente no
GenBank. A integracdo das estruturas dos operons contendo genes nif foi

representada graficamente para facilitar a comparagéo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Obtencao das sequéncias

Foram obtidas 279 sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank do
NCBI e JGI. No Apéndice 1 encontra-se a descri¢cao de todas as sequéncias utilizadas
com o numero de acesso, tamanho do genoma, fonte de isolamento e referéncia
bibliografica.

Os tamanhos dos genomas de Azoarcus variaram entre 3,22 e 5,92 Mb. O
género € composto tanto por espécies endofiticas quanto de vida livre que habitam
aguas e solos.

Os genomas de Azospirillum e Nitrospirillum apresentaram tamanhos entre
6,24 - 8,34 Mb e 6,32 - 7,38 Mb, respectivamente. Grande parte das espécies
pertencentes ao género Azospirillum foram isoladas do solo, rizosfera e ambiente
endofitico, sendo uma minoria isolada de agua. Ja as espécies de Nitrospirillum foram
isoladas em sua totalidade de Brachiaria.

O género Gluconacetobacter € o grupo com menor nimero de espécies
analisadas. Seus genomas variam entre 3,60 e 4,23 Mb. As cepas de G.
diazotrophicus foram isoladas de raizes de cana-de-acuUcar. Os isolados de G.
liquefaciens foram obtidos de frutos secos (Diospyros sp.) e os isolados de G. entanii
e Gluconacetobacter sp. SXCC-1 da fermentacédo de vinagre.

Os genomas pertencentes ao género Herbaspirillum variam entre 4,58 e 6,49
Mb. A fonte de isolamento do género é bem diversa, sendo composta por clinicas e
ndo patogénicas (de agua, solo, rizosfera e ambiente endofitico). Por fim, todas as
espécies de Paraburkholderia sdo ambientais, e seus genomas variaram entre 4,04 e
11,15 Mb.



4.2 Anotacgéao dos genes nif

As sequéncias de cada gene nif especifico foram obtidas do Uniprot (Tabela 4).
Através de um procedimento de filtragem descrito anteriormente, foram obtidas

sequéncias representativas de cada gene, que foram entdo utilizadas nas analises

subsequentes.

Tabela 4. Sequéncias de genes nif. Nimeros de sequéncias obtidas do Uniprot, antes e apoés

filtragem.
G Sequéncias do Sequéncias
ene : ;
Uniprot representativas

nifA 457 294
nifB 1483 438
nifD 2283 420
nifE 1065 288
nifF 79 37
nifH 3377 420
nifJ 1817 602
nifk 2160 441
nifL 64 30
nifM 144 73
nifN 772 224
nifO 23 16
nifP 22 19
nifQ 995 390
nifS 57 38
nifT 853 218
nifu 5182 1717
nifV 864 447
nifw 1155 377
nifX 2401 1055
nify 99 32
nifZ 1491 505

4.3 Gendmica comparativa

4.3.1 Similaridade genémica

Através de calculos de ANI realizados pelo algoritmo Pyani, foi observado que

a espécie Azospirillum sp. Sp7 pertence a um clado com genomas de A. brasilense
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(Figura 4), identidade de 98% a 99% com os genomas A. brasilense Ab-V5, A.
brasilense V6, A. brasilense BR11002, A. brasilense Sp7_1, A. brasilense Sp7, A.
brasilense MTCC4038, A. brasilense FP2, A. brasilense SR80 e A. brasilense Ab-V6.
De acordo com Pritchard e colaboradores (2016), valores de ANI acima de 95%
indicam genomas pertencentes a mesma espécie. Dessa forma, nossos resultados
indicam que o genoma de Azospirillum sp. Sp7 pode ser reclassificado como A.
brasilense.

Os genomas de Azospirillum sp. TSA2s, Azospirillum sp. TSH7, Azospirillum
sp. TSO5 e Azospirillum sp. TS20 possuem uma identidade de 96% e 98% entre si.
Um alto valor de ANI (99%) também foi observado entre as espécies Azospirillum sp.
RU37A e Azospirillum sp. RU38E. Os dois grupos de genomas formaram clados
separados das demais espécies, indicando que estes isolados pertencam a espécies
gue ainda por descrever.

Todos 0s genomas obtidos do género Nitrospirillum pertencem a espécie N.
amazonense. Através da analise de ANI foi possivel observar Nitrospirillum é
classificado dentro do género de Azospirillum, demonstrando uma a proximidade entre
0s géneros ou mesmo levantando davidas sobre a real separacdo dos mesmos como

géneros distintos.
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Figura 4. Andlise de ANI dos 63 genomas de Azospirillum e Nitrospirillum. Células vermelhas e
azuis denotam alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade gendmica, respectivamente.

Também através da analise de ANI de 7 espécies de Gluconacetobacter, foi
possivel identificar alta similaridade interespecifica (Figura 5). Os isolados G.
liquecaciens DSM5603 e G. liquecaciens NBRC12388 também apresentaram alta
identidade entre si, em torno de 99%, assim como observado entre os isolados de G.
diazotrophicus.
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Figura5. Anédlise de ANI dos 7 genomas de Gluconacetobacter. Células vermelhas e azuis denotam
alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade gendmica, respectivamente.

A maior parte dos genomas de Azoarcus ndo apresentaram identidade
suficientemente alta (= 95%) para que fossem classificados dentro da mesma espécie.
Dentre estes genomas, apenas Azoarcus sp. BH72 e A. olearius apresentaram alta

identidade entre si (98%), indicando que a primeira possa ser reclassificada (Figura
6).
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Figura 6. Analise de ANI entre 14 genomas de Azoarcus. Células vermelhas e azuis denotam alta
(> 95%) e baixa (< 95%) similaridade genémica, respectivamente.

A andlise de ANI nos permitiu ainda inferir que Herbaspirillum sp. B65 e
Herbaspirillum sp. B501 pertencem a espécie H. rubrisubalbicans. Estes isolados,
além da identidade de 98% entre si, apresentaram entre 97% e 99% de identidade
com H. rubrisubalbicans M1, H. rubrisubalbicans NBRC102523, H. rubrisubalbicans
DSM11543, H. rubrisubalbicans Os45, H. rubrisubalbicans Os34, H. rubrisubalbicans
Os44 e H. rubrisubalbicans Os38 (Figura 7).

No género Herbaspirilum, a analise de ANI nos permitiu inferir que
Herbaspirillum sp.BH-1 e Herbaspirillum sp. VT-16-41 s&o na verdade isolados de H.
frisingense, em face aos valores de identidade de 97% e 98% com H. frisingense
GSF30. Ainda em Herbaspirillum, H. seropedicae AG215 apresentou um baixo valor
de identidade (88%) com os demais isolados de H. seropedicae. Nossos resultados
indicam que este genoma esteja mal classificado, particularmente se observados os

valores de 97 e 99% que este apresentou com os isolados de H. huttiense. Outros
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dois isolados sem espécie determinada, Herbaspirillum sp. XFZ1510 5 e
Herbaspirillum sp. B39, também apresentaram alta identidade com os isolados de H.
huttiense. O genoma de Herbaspirillum sp. WTOOC apresentou identidade de 96%
com quatro genomas de H. seropedicae. Ja os genomas de Herbaspirillum sp. 3C11,
Herbaspirillum sp. 3R-11 Herbaspirilum sp. 3R11 e Herbaspirillum sp. 3R-3al
apresentaram identidade de 99% entre si, assim como observado com 0s genomas
Herbaspirillum sp. SJZ106 e Herbaspirillum sp. SJZ130.
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Figura 7. Andlise de ANI entre 47 genomas de Herbaspirillum. Células vermelhas e azuis denotam
alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade gendmica, respectivamente.

Os genomas Paraburkholderia sp. GV052, Paraburkholderia sp. GV072,
Paraburkholderia sp. GV060, Paraburkholderia sp. GV0O73 e Paraburkholderia sp.
GV068 apresentam alta similaridade (98%) com dos genomas de P. graminis,
enquanto o genoma Paraburkholderia sp. OV446 apresentou identidade de 96 a 99%
com as espécies de P. caledonica (Figura 8). P. sediminicola LMG24238 apresentou
identidade mais alta com P. terricola (99%) do que com os demais isolados de P.
sediminicola (em torno de 88%) (Figura 8). Todos os genomas de P. terrae e P. hospita
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apresentaram identidade de 95% entre si, indicando que estas espécies possam ser
a mesma. Altos valores da identidade (99%) foram observados entre P. bannensis
BE22 e todos os isolados de P. tropica. Também foi analisado que P. insulsa
LMG28183 apresentou identidade de 98% com todos os isolados de P. fungorum.
Além disso, Paraburkholderia sp. BL6665CI2N2, Paraburkholderia sp. BL17N,
Paraburkholderia sp. BL25I1N1, Paraburkholderia sp. BL2714N3 e Paraburkholderia
sp. BL6669N2 apresentaram 97% de identidade entre si, indicando que pertencam a
mesma espécie. Finalmente, Paraburkholderia sp. 7MH5 apresentou um valor de ANI
(96%) com P. oxyphila NBRC105797 (Figura 8).

Figura 8. Andlise de ANI entre 148 genomas de Paraburkholderia. Células vermelhas e azuis
denotam alta (> 95%) e baixa (< 95%) similaridade gen6mica, respectivamente.
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4.3.2 Diversidade genOGmica

Andlises de pangenoma podem proporcionar informacdes sobre a diversidade
genbmica de um grupo bacteriano especifico (Tettelin et al., 2008). Para obter
informacdes sobre o core genoma e as relages filogenéticas entre as espécies,
realizamos andlises de pangenoma para cada género e associamos com a matriz de
presenca e auséncia dos genes nif obtidos pela busca dos genes de referéncia nos
genomas selecionados.

Dada a alta similaridade entre Azospirillum e Nitrospirillum, a andlise de
pangenoma destes géneros foi conduzida em conjunto. A reconstrucéo filogenética foi
realizada com os 552 core genes presentes em 63 genomas. Através das
comparacdes genbmicas descritas no topico 3.3, foi construida uma matriz de
presenca e auséncia, que foi agregada a arvore filogenética (Figura 9). Dentre os 22
genes nif analisados, 19 foram encontrados em Azospirillum e Nitrospirillum. Em 2010,
Kaneko e colaboradores publicaram o genoma completo de Azospirillum sp. B510,
onde foram relatados 17 genes nif. Além dos genes descritos neste artigo,
encontramos ainda nifP e nifO, muito embora este Ultimo esteja ausente em
Nitrospirillum.

Dentre os isolados analisados, A. lipoferum RC1 foi o Unico que apresentou
nifF. Ademais, somente Azospirillum sp. TSO22-1 e outros genomas pertencentes a
um clado parafilético de Azospirillum apresentaram o gene nifJ. Os genes nifM e nifY,
responsaveis pela maturacao e acoplamento da proteina Fe no complexo enzimatico,
nao foram localizados em Azospirillum e Nitrospirillum, sugerindo que estas funcdes
sejam desempenhadas por outros genes.

Azospirillum sp. RU37a, Azospirillum sp. RU38e e Azospirillum sp. 1-25-5w-u,
isolados de ambientes aquaticos, ndo apresentaram o conjunto dos principais genes
do complexo da nitrogenase, ao contrario de outro isolado de ambiente aquatico,
Azospirillum sp. K2W22B-5. Este resultado sugere que a presenca dos genes
responsaveis pela FBN ndo é uma caracteristica exclusiva de bactérias do solo ou
associadas as plantas. De acordo com Capone e colaboradores (2008), algumas a-

proteobacterias séo capazes de realizar a FBN em ambientes aquéticos e poderiam
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aumentar, embora com limitagBes, a disponibilidade de nitrogénio em lagos e

oceanaos.

Azospirillum sp.B4
Nitrospirillum amazonense BR11622
Nitrospirillum amazonense BR11880
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Figura 9. Presenca e auséncia de 19 genes nif em 63 genomas de Azospirillum e Nitrospirillum.
Células vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes nif, enquanto
gue as células brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore filogenética do genoma core (552 de
genes) foi reconstruida usando o método de méaxima verossimilhanca com 1.000 replicatas de
bootstrap.

Através das andllises de pangenoma em Gluconacetobacter foi possivel
recuperar 1137 core genes, que foram usados para a reconstrucéo filogenética da
espécie (Figura 10). De acordo com os resultados obtidos pela comparacdo dos
genomas com 0s genes de referéncia, apenas isolados de G. diazotrophicus, obtidos
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de raizes de cana-de-acucar, possuem o0s genes nif. Na publicacdo do genoma
completo de G. diazotrophicus PALS5, foram reportados apenas 9 genes nif. Em nosso
trabalho, identificamos 16 genes nif dentre os 22 analisados. Dentre os genes
importantes ndo identificados pelos autores, encontramos genes como nifE e nifN,
além de nifT, nifV, nifW e nifZ. Os genes nifM e nifY, relacionados com maturacao e
acoplamento da proteina Fe no complexo enzimatico, nifL (antiativador do nifA), ndo

foram localizados nos genomas do género (Bertalan et al., 2009).
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Figura 10. Presenca e auséncia de 16 genes nif em 7 genomas de Gluconacetobacter. Células
vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes nif, enquanto que as
células brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore filogenética do genoma core (1137 de genes)
foi reconstruida usando o método estatistico de méxima verossimilhanca com 1.000 replicatas de
bootstrap.

A andlise de conduzida com 16 genomas de isolados de Azoarcus endofiticos
e de vida livre (de agua e solos) resultou num pangenoma com 906 core genes (Figura
11). O genoma completo do isolado endofitico, Azoarcus sp. BH72 foi publicado por
Krause e colaboradores em 2006. Nesse estudo foi descrita a presenca de 14 genes
nif. Além destes genes nif ja descritos, identificamos em nosso trabalho os genes nifB,
nifE, nifd, nifN, nifQ, nifV e nifX. Ou seja, 21 dos 22 genes de referéncia foram
identificados em Azoarcus. Todos os genomas de Azoarcus oriundos de ambientes
aquaticos ndo apresentaram os genes nifF, nifL, nifM e nifY. Adicionalmente, os
genomas das cepas PAOl1 e SY39 ndo apresentaram 0s principais genes que

compdem o complexo da nitrogenase.

Azoarcus ofearius|

Azoarcus sp.BH72

Azoarcus sp.DD4

Azoarcus indigens|

Azoarcus communis SWub3
Azoarcus communis TSNA42
Azoarcus communis TSPY3|
Azoarcus sp.CCYHH838
Azoarcus sp.CCYHH848
Azoarcus sp.KH32C
Azoarcus sp.DN11

Azoarcus sp.CIB

700 I Azoarcus sp.PA01
Azoarcus sp.SY39|

OOOODEOOnE
EEEN [ | ([ [ W
| INEEEEEEEE

[

(T 74

Tree scale: 0.1 —————



48

Figura 11. Presenca e auséncia de 21 genes nif em 14 genomas de Azoarcus. Células vermelhas
e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes nif, enquanto que as células
brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore filogenética do genoma core (906 de genes) foi
reconstruida usando o método de maxima verossimilhanca com 1.000 replicatas de bootstrap.

A reconstrucdo filogenética dos genomas pertencentes ao género
Herbaspirillum foi com os 443 core genes preditos na analise de pangenoma. Foram
identificados 16 genes nif em Herbaspirilum (Figura 12), sendo que apenas 12
isolados apresentaram o0s principais genes do complexo da nitrogenase. Estes

isolados pertencem as espécies H. seropedicae, H. frisingense e ao fitopatégenos H.
rubrisubalbicans. Os genes nifJ, nifF, nifL, nifM e nifY ndo foram localizados nos

genomas do género.

Em 2019, Faoro e colaboradores reportaram andlises comparativas de
genomas clinicos e ambientais de H. seropedicae e propuseram a perda de genes nif
pelas cepas clinicas como um mecanismo de adaptacdo a diferentes hospedeiros.
Entretanto, observamos em nosso trabalho que a maioria dos isolados de
Herbaspirillum, mesmo aqueles associados as plantas, ndo apresentaram os genes

gue compdem o complexo da nitrogenase.
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Figura 12. Presenca e auséncia de 16 genes nif em 47 espécies de Herbaspirillum. Células
vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes nif, enquanto que as
células brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore filogenética do genoma core (443 de genes)

foi reconstruida usando o método de méxima verossimilhanca com 1.000 replicatas de bootstrap.

O pangenoma do género Paraburkholderia foi inferido a partir de 148

genomas, que resultou em 558 core genes usados na reconstrucao filogenética (figura

13). Embora o género seja constituido por cepas majoritariamente ambientais

oriundas do solo e em associacdo com plantas, apenas em 64 genomas foram

localizados os principais genes relacionados a FBN (nifHDKENB). A presenca dos

genes nifO e nifP varia entre 0s genomas, embora exista prevaléncia em cepas

isoladas de gramineas como P. unamae, P. tropica e P. silvatlantica. Os genes nifF,

nifL, nifM e nifY ndo foram localizados em Paraburkholderia.
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Figura 13. Presenca e auséncia de 18 genes nif em 148 espécies de Paraburkholderia. Células
vermelhas e cinzas representam a presenca de nifHDKENB e de outros genes nif, enquanto que as
células brancas indicam a auséncia dos genes. A arvore filogenética do genoma core (558 de genes)
foi reconstruida usando o método de maxima verossimilhanca com 1.000 replicatas de bootstrap.
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4.3.3 Analise filogenética comparativa

Dos 279 genomas analisados apenas 147 possuem 0s principais genes da
nitrogenase (nifHDKENB), que foram selecionados para as analises subsequentes,
descritas a segquir.

A metodologia para comparar topologias € baseada na ideia de que a
transferéncia horizontal de genes introduz diferencas significativas na arvore
filogenética desses genes. Quando ndo ha diferenca na topologia das arvores de dois
genes, pressupde-se que eles ndo estejam envolvidos em eventos de transferéncia
horizontal, ou tenham sido transferidos juntos (Karasev et al., 2017).

A andlise foi realizada com os genomas que apresentaram mais de uma cépia
dos genes nif (Figura 14). Alguns genomas apresentaram duas coépias do
agrupamento principal de genes. Os genomas de Azoarcus sp. CCYHH838, Azoarcus
sp. CCYHH848, Azoarcus sp. KH32C, Azospirillum sp. TSO22-1, A. brasilense Sp245,
A. brasilense BR11005, A. brasilense BR12001 e A. brasilense BR11796
apresentaram duas copias dos genes nifD e nifK. Todos estes genomas, exceto o
Azoarcus sp. CCYHH838, apresentaram ainda uma segunda copia de nifE. Outra
copia de nifN foi encontrada nos em Azoarcus sp. CCYHH848, Azoarcus sp. KH32C,
Azospirillum sp. TSO22-1 e A. brasilense BR11796. E apenas os genomas de
Azoarcus apresentaram duas copias de nifH.

Foi possivel ainda observar que as copias dos genes formaram um novo clado
em todas as arvores de genes. A copia dos nifD, nifK, nifE e nifN de Azoarcus sp.
KH32C se distanciou do clado do género e esta proxima dos genomas de
Herbaspirillum, todos na mesma posicdo. Também pode-se observar que 0os genomas
pertencentes a Gluconacetobacter, Nitrospirillum, Herbaspirillum e Paraburkholderia
apresentaram similaridade na topologia da arvore filogenética dos genes nifHDKEN
com a arvore de core genoma.

Todos isolados de Azoarcus apresentaram as duas coOpias do conjunto de
genes no cromossomo. Em contrapartida, nos genomas de Azospirillum a segunda

cépia do agrupamento é plasmidial e codifica uma nitrogenase alternativa (i.e. Fe-V).
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Figura 14. Comparac¢éo da topologia da arvore filogenética dos genes nifHDKEN com a &rvore
de core genoma dos géneros em estudo. Os genomas dos géneros com a presenca dos genes nif
estdo separados pelas cores vermelho (Azoarcus), verde-escuro (Gluconacetobacter), amarelo
(Nitrospirillum), cinza (Azospirillum), laranja (Herbaspirilum) e verde-claro (Paraburkholderia).
Marcacbes na cor preta estdio na arvore de gene (a direita) para representar as copias. (*) Arvore
filogenética utilizando 7 core genes foi reconstruida usando o método de maxima verossimilhanga com
1.000 replicatas de bootstrap. As &rvores filogenéticas dos genes foram construidas usando o método
de maxima verossimilhanca com o modelo de matriz LG+F+R8. Bootstrap calculado com 1.000
replicatas.

4.4 Predicao in silico da estrutura dos operons

Operons sdo unidades essenciais de transcricdo em bactérias. Identificar
operons, portanto, € um passo importante no entendimento da regulacdo
transcricional nestes organismos. A identificacdo de operons também auxilia na
predicao funcional de genes e em outras analises computacionais, como por exemplo

a predicao de elementos regulatérios (Osbourn e Field, 2009).
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Atraves da predicao de operons pelo Operon-mapper, foi possivel recuperar os
operons contendo genes nif. A integracdo das estruturas dos operons de cada
genoma pode ser visualizada nas figuras 15 e 16. Para facilitar a interpretacdo, os
genomas foram divididos acordo com as classes alpha e betaproteobacteria.

Dentro da classe de Alphaproteobacteria, os genomas de Gluconacetobacter
apresentaram 4 operons conservados. Ja as espécies do género Nitrospirillum
apresentaram 6 operons preditos, enquanto genomas de Azospirillum variaram entre
6 a 9 operons de genes nif. Dentre os isolados de Azospirillum, todos os genomas de
A. brasilense apresentaram o operon nifO, que contém 4 genes anotados como
proteinas reguladoras de resposta. nifO possui um papel na regulacao simultanea da
nitrogenase e da nitrato redutase, que faz a reducao do nitrato a nitrito no processo
de assimilacdo do N do solo (Rubio e Ludden, 2008). A presenca de genes
reguladores de resposta pode estar atribuida na sensibilidade da atividade de nifO
durante o processo de FBN.

O operon nifBZT, responsavel pela sintese do co-FeMo, apresentou-se mais
conservado em isolados de A. brasilense e Gluconacetobacter. Mesmo presente em
diferentes operons de A. brasilense e Nitrospirillum, todos os genes auxiliares e
associados a sintese do co-FeMo também foram preditos.

Embora os genomas de Alphaproteobacteria ndo tenham os genes nifF e nifJ
(doadores de elétrons da proteina Fe), a predicdo de operons permitiu a identificacao
de genes codificadores de ferrodoxinas em todos os genomas, que poderiam cumprir
o papel na transferéncia de elétrons. Em linha com esta observacéo, alguns estudos
demonstraram que mutacdes em alguns genes nif, como nifY, nifT, nifX, nifU, nifS,
nifV, nifW, nifM e nifQ, ndo extinguem a atividade da nitrogenase por completo. Foi
sugerido que estes genes poderiam ter suas fun¢des supridas por homélogos dentro
do genoma, que forneceriam suporte para a biossintese de nitrogenase (Masson-
Boivin et al., 2009; Li e Chen, 2020).
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Figura 15. Operons nif pertencentes aos genomas de isolados diazotroficos dos géneros
Gluconacetobacter, Nitrospirillum e Azospirillum.

Na classe Betaproteobacteria, de Azoarcus apresentaram de 9 a 13 operons
preditos. Em Herbaspirillum, a predicdo de operons de genes nif resultou na variagcéo
de 4 a 7 operons, enquanto os genomas de Parabulkholderia apresentaram variacéo
de 7 a 11 operons. Dos géneros analisados, Azoarcus é o Unico que detém espécies
com o operon nifLA. Betaproteobacteria também possui isolados com multiplos
operons nifUS e alguns genomas de Paraburkholderia apresentaram o operon nifJ.
NifU e NifS fornecem, separadamente, o Fe e S necessarios para a maturacdo da
nitrogenase. Um estudo realizado por Li e colaboradores (2016) relataram que nifFJ e
o nifSU podem aumentar significativamente a atividade da nitrogenase, que a
montagem combinada dos genes codificadores de potenciais transportadores de
elétrons de Paenibacillus (pfoABfldA) com K. oxytoca nifSU recuperou 50,1% da

atividade da nitrogenase.
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Figura 16. Operons nif pertencentes aos genomas diazotréficos dos géneros Azoarcus, Herbaspirillum
e Paraburkholderia.

O agrupamento de genes pertencentes a nitrogenase alternativa encontrado
nos genomas de Azospirillum brasilense se assemelha ao do genoma de A. vinelandi
(Figura 17). Foram encontrados os nifU, nifE e nifN no cluster da nitrogenase
alternativa. Algumas das proteinas de sintese e montagem de cofatores codificadas
pelo agrupamento de genes nif (nifB, nifU, nifS, nifV e nifM) participam da sintese e
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montagem alternativas de cofatores de nitrogenase, sugerindo que os trés sistemas

enzimaticos compartilham varias caracteristicas comuns (Mus et al., 2018).
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Figura 17. Operons da nitrogenase alternativa em plasmideos de A. brasilense.
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5. CONCLUSAO

e Por meio da analise de ANI, foi possivel identificar genomas que provavelmente
necessitam de reclassificacdo filogenética por apresentarem alta similaridade
com espécies distintas.

e Através da andlise filogenética comparativa foi possivel observar através da
topologia que as copias dos genes nifH, nifD, nifK, nifE e nifN formaram um
novo clado em todas as arvores filogenéticas de genes demonstrado que essas
copias de genes podem ter sido adquiridas através de transferéncia horizontal.

e Os genomas de Alphaprotobacteria apresentaram estruturas de operons nif
mais conservadas, o que poderia sugerir a maior similaridade intragénero.

e Os principais genes nif (NifHDKENB) se mostraram mais conservados em
operons em todos 0s genomas, 0 que poderia estar relacionado com a
necessidade de co-expressédo refinada e estequiometricamente balancecada
das subunidades do complexo da nitrogenase para a efetiva FBN.

e Andlises comparativas como as realizadas neste trabalho abrem caminho para
a identificacdo de estruturas de operons selecionadas, que podem ser usadas
como arcabouco para a geracdo de microrganismos geneticamente

modificados que tenham maior rendimento na FBN.
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7. APENDICE

7.1 — Genomas pertencentes ao género Azoarcus utilizados na analise. Nomeclatura, estirpe, codigo de acesso as sequéncias de referéncia,
tamanho de cada genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliogréfica.

Organismo Estirpe RefSeq assembly | Tamanho Fonte de isolamento Referéncia

accession (Mb)
A. sp. BH72 BH72 GCF_000061505.1 4,37604 Raizes de gramineas (Kallar grass) (Hurek et al., 1994)
A. olearius DQS4 GCF_001682385.1 4,45175 Solo contaminado com 6leo (Faoro et al., 2017)
A. communis TSPY31 GCF_003111645.1 4,57208 Solo contaminado com 6leo (Kim et al., 2018)
A. communis TSNA42 GCF_003111665.1 4,88693 Solo contaminado com 6leo (Kim et al., 2018)
A. sp. KH32C KH32C GCF_000349945.1 5,81876 Solo agricola com rotagéo de culturas (Nishizawa et al., 2012)
A.sp. CIB CiB GCF_001190925.1 5,25703 Aquifero contaminado com combustivel diesel (Martin-Moldes et al., 2015)
A. sp. SY39 SY39 GCF_002872475.1 3,22551 Agua do mar NCBI
A. sp. DN11 DN11 GCF_003628555.1 4,95683 Lencdis freédticos (Devanadera et al., 2019)
A. sp. PAO1 PAO1 GCF_001274695.1 3,90824 Estacdo de tratamento de aguas residuais (Junghare et al., 2015)
A. communis SWub3 GCF_003226565.1 5,00469 Tecidos radiculares (Kallar grass) (Zorraquino et al., 2018)
A. indigens DSM 12121 GCF_004361735.1 5.46447 Bases caulineares (Kallar grass - Leptochloa fusca) (Reinhold-Hurek et al., 1993)
A. sp. DD4 DD4 GCF_006496635.1 5,400,077 Lamas de aguas residuais de estagdo de tratamento (Deng et al., 2018)
A. sp. CC-YHH838 CC-YHH838 GCF_004801295.1 4,723,750 Ninho de cupim NCBI
A. sp. CC-YHH848 CC-YHH848 GCF_004801305.1 4,602,265 Rizosfera (Ficus religiosa) NCBI
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7.2—Genomas pertencentes aos géneros Azospirillum e Nitrospirillum utilizados na analise. Nomeclatura, estirpe, cddigo de acesso as sequéncias
de referéncia, tamanho de cada genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliogréfica.

Organismo Estirpe RefSeq assembly | Tamanho | Fonte de isolamento Referéncia
accession (Mb)

A. brasilense Sp7 GCF_001315015.1 | 6,58753 Raiz (Digitaria eriantha) (Tarrand et al., 1978)

A. brasilense Sp7 GCF_002027385.1 | 7,08277 Raiz (Digitaria eriantha) (Tarrand et al., 1978)

A. brasilense Sp7 GCF_007827425.1 | 7,030,811 | Raiz (Digitaria eriantha) (Tarrand et al., 1978)

A. brasilense Az39 GCF_000632475.1 | 7,39128 Rizosfera de trigo (Triticum aestivum L.) (Rivera et al., 2014)

A. brasilense MTCC4038 GCF_005222145.1 | 7,13417 Rizosfera de diferentes gramineas (Singh et al., 2019)

A. brasilense MTCC4035 GCF_005222165.1 | 7,92866 Rizosfera de diferentes gramineas (Singh et al., 2019)

A. brasilense MTCC4039 GCF_005222205.1 | 7,19625 Rizosfera de diferentes gramineas (Singh et al., 2019)

A. brasilense MTCC4036 GCF_005222185.1 | 8,1211 Rizosfera de diferentes gramineas (Singh et al., 2019)

A. brasilense REC3 GCF_002895265.1 | 7,22895 Raizes de morango (Fontana et al., 2018)

A. brasilense 2A1 GCF_002245955.1 | 7,25781 Raizes de petlnia selvagem NCBI

A. brasilense V6 GCF_002027445.1 | 7,09252 Rizosfera vegetal NCBI

A. brasilense Ab-V5 GCF_002940725.1 | 6,93449 Milho (Zea mays L.) (Hungria et al., 2010)

A. brasilense Ab-V6 GCF_002940755.1 | 7,1972 Milho (Zea mays L.) (Hungria et al., 2010)

A. brasilense HAMBI_3172 | GCF_003349955.1 | 7,13972 Raiz (Oryza sativa) (Cairns et al., 2018)

A. brasilense SR80 GCF_003584185.1 | 7,14659 Mudas de trigo (Triticum aestivum L. cv Saratovskaya 49) | (Sigida et al., 2013)

A. brasilense BR 12001 GCF_007827765.1 | 7,364,497 | Digitaria NCBI

A. brasilense BR 11026 GCF_007827795.1 | 6,242,579 | Trigo (Triticum aestivum) NCBI

A. brasilense BR 11650 GCF_007827815.1 | 6,886,674 | Digitaria NCBI
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A. brasilense BR 11005 GCF_007827915.1 | 7,486,142 | Trigo (Triticum aestivum) NCBI

A. brasilense BR 11002 GCF_007828115.1 | 6,960,968 | Digitaria NCBI

A. brasilense BR 11796 GCF_007828645.1 | 6,889,693 | Digitaria NCBI

A. brasilense FP2 FP2 GCF_000404045.1 | 6,88511 Mutante defectivo de Azospirillum brasilense Sp7 em | (Machado et al., 1991)
componentes da nitrogenase

A. brasilense Sp245 GCF_000237365.1 | 7,53024 Rizosfera de trigo (Triticum aestivum L.) (Bartolini et al., 2017)

A. brasilense Sp245 GCF_003119195.2 | 7,68239 Rizosfera de trigo (Triticum aestivum L.) (Bartolini et al., 2017)

A. doebereinerae GSF71 GCF_003989665.1 | 7,00006 Raizes lavadas (Miscanthus sinensis cv. "Giganteus") (Eckert et al., 2001)

A. halopraeferens DSM 3675 GCF_000429625.1 | 6,51238 Rizosfera de sorgo (Sorghum bicolor) (Schenk e Werner, 1988)

A. humicireducens SgZ-5 GCF_001639105.2 | 6,862,695 | Célula a Combustivel Microbiana (MFC) (Zhou et al., 2013)

A. lipoferum Ri1C GCF_900177475.1 | 7,77069 Raizes de tabaco NCBI

A. lipoferum 4B GCF_000283655.1 | 6,8464 Rizosfera de arroz (Prigent-Combaret et al., 2008)

A. oryzae A2P GCF_900177515.1 | 7,67469 Solo NCBI

A. sp. B2 B2 GCF_002573965.1 | 7,99749 Solo de pantano (Grouzdev et al., 2018)

A.sp. B4 B4 GCF_000333275.1 | 7,34536 Raiz (Oryza alta W0018) (Elbeltagy et al., 2000)

A. sp. B506 B506 GCF_000333595.1 | 7,2381 Caule de arroz (Oryza rufipogon W1989) (Elbeltagy et al., 2001)

A. sp. B510 B510 GCF_000010725.1 | 7,59974 Caule de arroz (Oryza sativa cv. Nipponbare) (Kaneko et al., 2010)

A. sp. CFH 70021 CFH 70021 GCF_003130795.1 | 6,77631 Fonte termal NCBI

A. sp. K2wW22B-5 K2W22B-5 GCF_003590795.1 | 6,461 Agua da caverna do carste NCBI

A. sp. L-25-5w-1 L-25-5w-1 GCF_003966125.1 | 5,95138 Agua do lago Baiyang (Zhang et al., 2019)

A. sp. M2T2B2 M2T2B2 GCF_003233655.1 | 6,31626 Esterco bovino (Zhang et al., 2019)

A. sp. RU37A RU37A GCF_900188305.1 | 6,13041 Microbioma aquatico (Lemna) (EnbkuH et al.)

A. sp. RU38E RU38E GCF_900188385.1 | 6,12876 Microbioma aquatico (Lemna) (EnbkuH et al.)
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A.sp.Sp7 Sp7 GCF_003116055.1 | 7,09859 Raiz (Digitaria eriantha) (Tarrand et al., 1978)
A. sp. TSA2s TSA2S GCF_004923315.1 | 8,10248 Solo de arrozal (Gao, N. et al., 2019)
A. sp. TSA6C TSA6C GCF_003115895.1 | 8,34182 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. sp. TSH100 TSH100 GCF_004923295.1 | 7,16638 Solo de arrozal (Gao, N. et al., 2019)
A. sp. TSH100 TSH100 GCF_003115975.1 | 7,15373 Solo de arrozal (Gao, N. et al., 2019)
A. sp. TSH20 TSH20 GCF_003115935.1 | 7,45508 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. sp. TSH58 TSH58 GCF_003119115.1 | 7,24407 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. sp. TSH58 TSH58 GCF_003115995.1 | 6,98287 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. sp. TSH64 TSH64 GCF_003116035.1 | 7,90115 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. sp. TSH7 TSH7 GCF_003115945.1 | 7,4476 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. sp. TS0O22-1 TS022-1 GCF_003116015.1 | 7,35389 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. sp. TSO35-2 TS035-2 GCF_003116095.1 | 7,35204 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. sp. TSO5 TSO5 GCF_003116065.1 | 6,99813 Solo de arrozal (Jang et al., 2019)

A. thiophilum BV-S GCF_001305595.1 | 7,60946 Tapete microbiano (Fomenkov et al., 2016)
A. thiophilum DSM 21654 GCF_000960825.1 | 7,63752 Tapete microbiano (Kwak e Shin, 2016)
N. amazonense CBAMC GCF_000730165.1 | 7,38239 Hastes esterializadas superficialmente de cana de aglcar | (Schwab et al., 2018)
N. amazonense Y2 GCF_000225995.1 | 6,31841 Hastes esterializadas superficialmente de cana de agucar | (Schwab et al., 2018)
N. amazonense BR 11140 GCF_007827975.1 | 7,476,108 | Brachiaria NCBI

N. amazonense BR 11145 GCF_007827935.1 | 7,289,358 | Brachiaria NCBI

N. amazonense BR 11622 GCF_007827955.1 | 6,574,974 | Brachiaria NCBI

N. amazonense BR 11865 GCF_007828025.1 | 7,030,307 | Brachiaria NCBI

N. amazonense BR 12005 GCF_007828035.1 | 6,827,449 | Brachiaria NCBI

N. amazonense BR 11880 GCF_007828045.1 | 7,090,921 | Brachiaria NCBI
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7.3-Genomas pertencentes ao género Gluconatobacter utilizados na analise. Nomeclatura, estirpe, cédigo de acesso as sequéncias de referéncia,
tamanho de cada genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliografica.

Organismo Estirpe RefSeq assembly | Tamanho | Fonte de isolamento Referéncia

accession (Mb)
G. diazotrophicus PAI 5; ATCC 49037 | GCF_000021325.1 | 3,91495 Raizes de Cana de acUcar (Giongo et al., 2010)
G. diazotrophicus PAI 5 GCF_000067045.1 | 3,99959 Raizes de Cana de acUcar (Cavalcante e Dobereiner, 1988)
G. liquefaciens NBRC 12388 GCF_006539085.1 | 4,16355 Frutos secos (Diospyros sp.) NCBI
G. liquefaciens DSM 5603 GCF_003350405.1 | 4,17694 Frutos secos (Diospyros sp.) NCBI
G. sp. SXCC-1 SXCC-1 GCF_000208635.1 | 4,233,336 | Fermetagdo de vinagre (Du et al., 2011)
G. entanii LTH 4560 GCF_003206495.1 | 3,604,084 | Fermentacdo submersa de vinagre de | (Schiuller et al., 2000)

alto teor alcodlico

G. diazotrophicus PR 4 GCF_007828635.1 | 3,818,448 | Raizes de Cana de acUcar NCBI
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7.4 — Genomas pertencentes ao género Herbaspirillum utilizados na analise. Nomeclatura, estirpe, cédigo de acesso as sequéncias de referéncia,

tamanho de cada genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliografica.

Organismo Estirpe RefSeq assembly | Tamanho | Fonte de isolamento Referéncia
accession (Mb)

H. aquaticum IEH 4430 GCF_002213425.1 | 5,42499 Agua deionizada (Dobritsa et al., 2010)

H. autotrophicum IAM 14942 GCF_001189915.1 | 6,00983 Agua doce (Ding e Yokota, 2004)

H. chlorophenolicum | CPW301 GCF_001189955.1 | 5,29701 Sedimentos do solo que foram coletados em | (Im et al., 2004)
riacho perto de uma regiéo industrial

H. chlorophenolicum | NBRC 102525 | GCF_001571165.1 | 5,29664 Sedimentos de solo NCBI

H. frisingense GSF30 GCF_000300975.2 | 5,40833 Varias gramineas (Straub et al., 2013)

H. hiltneri N3 GCF_001267925.1 | 4,96547 Raiz de trigo com a superficie esterializada (Guizelini et al., 2015)

H. huttiense IAM 15032 GCF_000478365.1 | 5,777,919 | Agua de pogo (De Souza et al., 2013)

H. huttiense AU6965 10_3 | GCF_004366705.1 | 5,803,233 | Solo

H. huttiense NFYY 53159 GCF_004367745.1 | 5,691,775 | Sangue (Homo sapiens) NCBI

H. lusitanum P6-12 GCF_000256565.1 | 4,90487 Nodulos radiculares (Phaseolus vulgaris) (Weiss et al., 2012)

H. rhizosphaerae UMS-37 GCF_001189965.1 | 5,26611 Rizosfera (Allium victorialis var. | (Jung et al., 2007)
Platyphyllum)

H. robiniae AAB GCF_002025725.1 | 5,44527 Raiz de milho (Niu e Kolter, 2017)

H. robiniae HZz10 GCF_002213415.1 | 5,53456 Ndédulos radiculares (Robinia pseudoacacia) (Fan et al., 2018)

H. rubrisubalbicans DSM 11543 GCF_003719195.1 | 5,61759 Raiz (Saccharum officinalis) NCBI

H. rubrisubalbicans Os38 GCF_003263475.1 | 5,93649 Raizes de arroz(Patogénico) (Li et al., 2011)

H. rubrisubalbicans Os44 GCF_003263495.1 | 5,8258 Raizes de arroz(Patogénico) (Lietal., 2011)

H. rubrisubalbicans M1 GCF_001483945.1 | 5,61126 Rizosfera de cana de acucar (Fitopatogénico) (Monteiro et al., 2012)

H. rubrisubalbicans NBRC 102523 | GCF_001591225.1 | 5,52019 Saccharum officinalis (Baldani et al., 1996)
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H. rubrisubalbicans Os34 GCF_000300435.1 | 6,15299 Raizes de arroz (Patogénico) (Yeetal, 2012)

H. rubrisubalbicans Os45 GCF_000300415.1 | 5,63315 Raizes de arroz (Patogénico) (Zhu et al., 2012)

H. seropedicae 267 GCF_001040945.1 | 5,50972 Solo (milho / sorgo / arroz) (Baldani et al., 1986)

H. seropedicae AU14040 GCF_001721865.1 | 5,41867 Pacientes com fibrose cistica (Homo sapiens) (Faoro et al., 2019)

H. seropedicae AU13965 GCF_006378125.1 | 5,39297 Pacientes com fibrose cistica (Homo sapiens) (Faoro et al., 2019)

H. seropedicae AG215 GCF_004366165.1 | 5,78309 Arroz (Bertani et al., 2016)

H. seropedicae SmR1 GCF_000143225.1 | 5,51389 Gramineas tropicais (Pedrosa et al., 2011)

H. sp. 3C11 3C11 GCF_004563825.1 | 5,55286 No&dulos radiculares (Alder) NCBI

H. sp. 3R-11 3R-11 GCF_004563895.1 | 5,21999 Nd&dulos radiculares (Alder) NCBI

H. sp. 3R-3al 3R-3al GCF_003400355.1 | 5,22152 Nd&dulos radiculares (Alnus) NCBI

H. sp. 3R11 3R11 GCF_004563925.1 | 5,22116 No&dulos radiculares (Alder) NCBI

H. sp. B39 B39 GCF_000333495.1 | 5,30962 Raiz (Oryza meridionalis WI1627) (Elbeltagy et al., 2000)

H. sp. B501 B501 GCF_000333575.1 | 6,28457 Arroz (Oryza officinalis) (Elbeltagy et al., 2001)

H. sp. B65 B65 GCF_000333555.1 | 5,78755 Arroz (Oryza officinalis) (Elbeltagy et al., 2001)

H. sp. BH-1 BH-1 GCF_002870055.1 | 5,48929 Solo com biureto (fonte de nitrogénio) (Robinson et al., 2018)

H. sp. CF444 CF444 GCF_000282135.1 | 5,59473 Rizosfera e Endosfera (Populus deltoides) (Brown et al., 2012)

H. sp. GW103 GW103 GCF_000261365.1 | 5,04765 Solo darizosfera (Phragmites australis) em areas | (Lee et al., 2012)
recuperadas

H. sp. K1R23-30 K1R23-30 GCF_003591035.1 | 6,4954 Solo da caverna do carste NCBI

H. sp. K2R10-39 K2R10-39 GCF_003590875.1 | 4,66475 Rocha da caverna do carste NCBI

H. sp. meg3 meg3 GCF_002257565.1 | 5,4658 Solo (Kim et al., 2017)

H. sp. RV1423 RV1423 GCF_000577615.1 | 6,21086 Agua subterrdnea de um ambiente contaminado | (Jauregui et al., 2014)
com hidrocarbonetos
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H. sp. SJZ106 SJZ106 GCF_006715495.1 | 4,57693 Solo da rizosfera NCBI

H. sp. SJZ107 SJZ107 GCF_006715485.1 | 6,7245 Solo da rizosfera NCBI

H. sp. SJZ130 SJZ130 GCF_006715445.1 | 4,57671 Solo da rizosfera NCBI

H. sp. ST 5-3 ST 5-3 GCF_004804275.1 | 5,79872 Solo NCBI

H. sp. VT-16-41 VT-16-41 GCF_001994935.1 | 5,83761 Cistite clinica (Homo sapiens) (Tetz e Tetz, 2017)

H. sp. WT00C WTO00C GCF_001929405.1 | 6,07982 Cha (Camellia sinensis L.) (Cheng et al., 2017)
H. sp. XFZ1510_5 XFZ1510_5 GCF_003634405.1 | 5,80399 Sorgo NCBI

H. sp. YR522 YR522 GCF_000282575.1 | 5,11304 Rizosfera e Endosfera (Populus deltoides) (Brown et al., 2012)
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7.5-Genomas pertencentes ao género Paraburkholderia utilizados na andlise. Nomeclatura, estirpe, cédigo de acesso as sequéncias de referéncia,
tamanho de cada genoma, fonte de isolamento e referéncia bibliografica.

Organismo Estirpe RefSeq assembly | Tamanho | Fonte de isolamento Referéncia
accession (Mb)

P. acidipaludis NBRC 101816 GCF_000684975.1 | 6,47543 Castanha-d’agua (Eleocharis dulcis) (Aizawa, Bao Ve, et al., 2010)

P. aromaticivorans | BN5 GCF_002278075.1 | 8,90772 Solo contaminado com gasolina (Lee e Jeon, 2018)

P. aspalathi LMG 27731 GCF_900116445.1 | 9,89229 Nd&dulos radiculares (Aspalathus abietina Thunb) (Mavengere et al., 2014)

P. bannensis BE22 GCF_003849705.1 | 7,22393 Rizosfera de milho (Esmaeel et al., 2019)

P. bannensis NBRC 103871 GCF_000685015.1 | 8,64877 Capim-torpedo (Panicum repens L.) (Aizawa et al., 2011)

P. bryophila LMG 23644 GCF_003269035.1 | 8,0147 Pastagem e solo agricola (Vandamme et al., 2007)

P. caballeronis TNe-841 GCF_900104845.1 | 7,11514 Rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum) (Caballero-Mellado et al.,
2007)

P. caballeronis TNe-878 GCF_003201435.1 | 7,06082 Rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum) (Caballero-Mellado et al.,
2007)

P. caballeronis TNe-835 GCF_003201635.1 | 7,05654 Rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum) (Martinez-Aguilar et al., 2013)

P. caballeronis NZu-6 GCF_003259875.1 | 7,05699 ND* -

P. caballeronis TNe-8682 GCF_004365245.1 | 7,09245 Rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum) (Caballero-Mellado et al.,
2007)

P. caballeronis TNe-834 GCF_004365795.1 | 6,89151 Rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum) (Caballero-Mellado et al.,
2007)

P. caballeronis TNe-8641 GCF_004366045.1 | 6,8933 Rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum) (Caballero-Mellado et al.,
2007)

P. caballeronis TNe-8683 GCF_004368685.1 | 6,89042 Rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum) (Martinez-Aguilar et al., 2013)
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P. caballeronis LMG 26416 GCF_900109675.1 | 7,06694 Rizosfera de tomate (Lycopersicon esculentum) (Rojas-Rojas et al., 2017)
P. caffeinilytica CF1 GCF_003368325.1 | 8,32464 Solo de uma plantacdo de cha (Gao et al., 2016)

P. caledonica PHRS4 GCF_003330745.1 | 7,21116 Solo de uma plantacéo de beterraba (Carrion et al., 2018)
P. caledonica 376MFSha3.1 GCF_000383275.1 | 7,38182 Associado a musgo (Pratama e Van Elsas, 2018)
P. caledonica CA-S3F-1 GCF_002179925.1 | 7,58141 Pantano NCBI

P. caledonica NBRC 102488 GCF_000685095.1 | 7,28235 Solo da rizosfera NCBI

P. caribensis MWAPG64 GCF_001449005.1 | 9,03212 Vertissolo sob pastagem permante (Digitaria decumbens) | (Achouak et al., 1999)
P. caribensis Bcrs1W GCF_001611015.1 | 9,31999 Cultura mista para degradagédo de fenantreno (Ohtsubo et al., 2016)
P. caribensis DSM 13236 GCF_002902945.1 | 9,03249 Vertissolo sob pastagem permante (Digitaria decumbens) | (Achouak et al., 1999)
P. caribensis TJ182 GCF_003028645.1 | 9,20567 Nédulos radiculares (Mimosa diplotricha) (Chen et al., 2003)

P. caribensis MBA4 GCF_000522545.2 | 9,4827 Solo de floresta (Pan et al., 2015)

P. diazotrophica LMG 26031 GCF_900108945.1 | 8,68858 Nédulos radiculares (Mimosa candollei) (Sheu et al., 2013)

P. dilworthii WSM3556 GCF_000472525.1 | 7,67907 Nd&dulos radiculares (Lebeckia ambigua) (De Meyer et al., 2014)
P. dipogonis ICMP 19430 GCF_004402975.1 | 10,2635 Nd&dulos radiculares (Dipogon lignosus) (Sheu et al., 2015)

P. eburnea JCM 18070 GCF_002917095.1 | 6,94798 Solo de turfa coletado perto de uma mina de carvao (Kang et al., 2014)

P. eburnea LMG 29537 GCF_003003375.1 | 6,95113 ND* -

P. ferrariae NBRC 106233 GCF_000685035.1 | 7,93864 Mina de ferro com alto teor de fésforo (Valverde et al., 2006)
P. fungorum GCF_000961515.1 | 9,05898 Fungo (Phanerochaete chrysosporium) NCBI

P. fungorum FDAARGOS 245 | GCF_002891075.1 | 9,00962 Fungo (Phanerochaete chrysosporium) NCBI

P. fungorum ES3-20 GCF_003610895.1 | 8,88336 Solo NCBI

P. fungorum GAS106B GCF_900099835.1 | 8,58117 Solo de floresta NCBI

P. fungorum BH370 GCF_900185605.1 | 8,950,957 | Membrana sinovial do joelho de um paciente (Loong et al., 2019)

P. fungorum NBRC 102489 GCF_000685055.1 | 8,69621 Fungo (Phanerochaete chrysosporium) NCBI
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P. ginsengisoli NBRC 100965 GCF_000739735.1 | 6,54189 Solo de um campo com ginseng (Kim et al., 2006)

P. ginsengiterrae DCY85 GCF_001645125.1 | 8,53304 Rizosfera de ginseng (Farh et al., 2015)

P. ginsengiterrae DCY85-1 GCF_001645135.1 | 8,48339 Rizosfera de ginseng (Farh et al., 2015)

P. graminis PHS1 GCF_003330785.1 | 7,50845 Solo de um campo agricola de beterraba (Carrion et al., 2018)

P. graminis C4D1IM GCF_000172415.1 | 7,47726 Sistema radicular senescente de milho (Viallard et al., 1998)

P. heleia NBRC 101817 GCF_000739775.1 | 8,00747 Planta aquéatica (Eleocharis dulcis) (Aizawa, Ve, et al., 2010)

P. hospita DSM 17164 GCF_002902965.1 | 11,5277 Solo NCBI

P. hospita mMHSR1 GCF_003330805.1 | 10,8166 Solo NCBI

P. hospita BS001 GCF_000265115.1 | 11,2941 Solo com cogumelos (Laccaria proxima) (Nazir, R. et al., 2012)

P. hospita BS110 GCF_002157285.1 | 11,1727 Solo com cogumelos (Lyophyllum sp. G) (Nazir, Rashid et al., 2012)

P. hospita BS007 GCF_002157295.1 | 11,0199 Solo com cogumelos (Laccaria proxima) (Nazir, Rashid et al., 2012)

P. hospita BS437 GCF_002157305.1 | 11,2977 Solo com cogumelos (Laccaria proxima) (Nazir, Rashid et al., 2012)

P. hospita LMG 20598 GCF_900108355.1 | 11,2005 Horizonte B de um solo agricola (Goris et al., 2002)

P. insulsa LMG 28183 GCF_003002115.1 | 9,62091 Sedimentos de uma area hidrotérmica de marrasoricaem | (Rusch et al., 2015)
arsénico

P. Rau 2D2 GCF_001636965.1 | 9,15075 Nd&dulos radiculares (Hypocalyptus coluteoides) (Steenkamp et al., 2015)

kirstenboschensis

P. KB15 GCF_001636975.1 | 8,34289 Nd&dulos radiculares (Virgilia oroboides) (Steenkamp et al., 2015)

kirstenboschensis

P. kururiensis KP23 GCF_003986935.1 | 7,52925 Aquifero poluido com tricloroetileno (TCE) (Zhang et al., 2000)

P. kururiensis HAMBI_2494 GCF_003350035.1 | 6,64839 Maquina de papel de impresséo (Cairns et al., 2018)

P. kururiensis M130 GCF_000341045.1 | 7,12886 Raizes de arroz esterilizadas na superficie (Coutinho et al., 2013)
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P. kururiensis | NBRC 107107 GCF _000739795.1 | 6,79558 Solo da rizosfera de tabaco (Anandham et al., 2009)

subsp. Thiooxydans

P. megapolitana LMG 23650 GCF_900113825.1 | 7,60732 Pastagem e solo agricola (Vandamme et al., 2007)

P. megapolitana LMG 23650 GCF_007556815.1 | 7,62759 Pastagem e solo agricola (Vandamme et al., 2007)

P. mimosarum LMG 23256 GCF_000472825.1 | 8,41097 No&dulos (Mimosa pigra) (Chen et al., 2006)

P. mimosarum LMG 23256 GCF_000739815.1 | 8,49122 No&dulos (Mimosa pigra) (Chen et al., 2006)

P. mimosarum STM 3621 GCF_000472845.1 | 8,64028 Nédulos (Mimosa pudica) (Mishra et al., 2012)

P. monticola JC2948 GCF_001580545.1 | 7,84538 Solo da montanha Gwanak (Baek et al., 2015)

P. nodosa CNPSo0 1341 GCF_001718195.1 | 8,61403 Nédulos de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) em solos | (Dall'agnol et al., 2016)

do cerrabo brasileiro

P. nodosa DSM 21604 GCF_000519185.1 | 9,62797 Nd&dulos radiculares (Mimosa scabrella) NCBI

P. oxyphila NBRC 105797 GCF_000685075.1 | 10,6477 Solo acido florestal (Otsuka et al., 2011)

P. phenazinium ES_FE-G6 GCF_003693345.1 | 9,0525 Solo NCBI

P. phenazinium ES_PA-H8 GCF_003751885.1 | 8,57997 Solo NCBI

P. phenazinium ES_PA-B3 GCF_004365055.1 | 9,59054 Solo NCBI

P. phenazinium GAS86 GCF_900141745.1 | 8,31947 Solo de floresta NCBI

P. phenazinium GAS95 GCF_900142845.1 | 8,52694 Solo de floresta NCBI

P. phenazinium LMG 2247 GCF_900100735.1 | 8,59789 Solo enriquecido com treonina (Viallard et al., 1998)

P. phenoliruptrix BR3459a GCF_000300095.1 | 7,65113 Nd&dulos radiculares (Mimosa flocculosa) (De Oliveira Cunha et al.,
2012)

P. phosphatilytica | 7QSK02 GCF_003443895.1 | 8,0983 Solo de floresta NCBI

P. phymatum STM815 GCF_000020045.1 | 8,67656 Nédulos radiculares (Machaerium lunatum) (Vandamme et al., 2002)

P. phytofirmans PsJN GCF_000020125.1 | 8,21466 Raizes de cebola esterilizadas na superficie (Sessitsch et al., 2005)
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P. piptadeniae STM 7183 GCF_900007165.1 | 9,71005 No6dulos (Piptadenia gonoacantha) (Bournaud et al., 2017)

P. rhizosphaerae LMG 29544 GCF_004366595.1 | 7,50296 Solo da rizosfera (Lee e Whang, 2015)

P. rhynchosiae WSM 3937 GCF_002879865.1 | 8,0299 Nodulos radiculares (Rhynchosia ferulifolia) (De Meyer et al., 2013)

P. ribeironis STM7296 GCF_900019265.1 | 7,27915 Nodulos radiculares (Piptadenia gonoacantha) (Bournaud et al., 2017)

P. sacchari LMG 19450 GCF_000785435.1 | 7,26374 Solo de uma plantacédo de cana de agucar (Bramer et al., 2001)

P. sartisoli LMG 24000 GCF_900107685.1 | 5,93053 Solo contaminado com hidrocarbonetos aromaticos | (Vanlaere et al., 2008)

policiclicos

P. sediminicola ES_FE-E3 GCF_003610135.1 | 10,7183 Solo fora da rizosfera NCBI

P. sediminicola ES_PA-F4 GCF_003634155.1 | 11,1529 Solo fora da rizosfera NCBI

P. sediminicola ES_PA-E8 GCF_004362135.1 | 11,0283 Solo fora da rizosfera NCBI

P. sediminicola ES_PA-E9 GCF_004363325.1 | 10,9725 Solo fora da rizosfera NCBI

P. sediminicola LMG 24238 GCF_900104005.1 | 7,3116 Sedimentos de agua doce (Lim et al., 2008)

P. silvatlantica PSCR-88 GCF_003096715.1 | 8,00608 Raizes de cana de agucar (Perin, Martinez-Aguilar,
Paredes-Valdez, et al., 2006)

P. silvatlantica TPCrh-89 GCF_003201275.1 | 8,00398 Rizosfera de cana de agucar (Perin, Martinez-Aguilar,
Paredes-Valdez, et al., 2006)

P. silvatlantica SRCL-318 GCF_003217075.1 | 8,08749 Folhas de cana de acucar (Perin, Martinez-Aguilar,
Castro-Gonzalez, et al., 2006)

P. silvatlantica SRCL-319 GCF_004363225.1 | 8,00925 Folhas de cana de agucar (Perin, Martinez-Aguilar,
Castro-Gonzalez, et al., 2006)

P. sp. 7TMH5 7MH5 GCF_004524855.1 | 10,3944 Solo florestal da Reserva da Biosfera de Dinghushan (Xiao, Gao, Lin, et al., 2019)

P. sp. 7TMK8-2 7TMK8-2 GCF_003628145.1 | 6,10496 Solo florestal da Reserva da Biosfera de Dinghushan (Gao, Z.-H. et al., 2019)

P. sp. BL10I2N1 BL10I2N1 GCF_004361815.1 | 9,20252 ND* -
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P.sp. BL17N1 BL17N1 GCF_003634175.1 | 8,65426 ND* -

P. sp. BL18I3N2 BL18I3N2 GCF_003001875.1 | 8,7282 ND* -

P. sp. BL2114N1 BL2114N1 GCF_002973525.1 | 8,44311 ND* -

P. sp. BL23I1N1 BL23I11N1 GCF_003610295.1 | 9,11961 ND* -

P. sp. BL2511N1 BL2511IN1 GCF_003002025.1 | 8,73343 ND* -

P. sp. BL2714N3 BL2714N3 GCF_003386115.1 | 8,95618 ND* -

P.sp. BL6665CI2N2 | BL6665CI2N2 GCF_004366535.1 | 9,57442 ND* -

P. sp. BL6669N2 BL6669N2 GCF_003387275.1 | 9,94864 ND* -

P. sp. BL8N3 BL8N3 GCF_004339005.1 | 9,61988 ND* -

P. sp. BL9I2N2 BL9I2N2 GCF_004339745.1 | 9,96859 ND* -

P.sp.C35 C35 GCF_003121405.1 | 9,70573 Turfa da floresta tropical do pantano (Too et al., 2018)

P. sp. CCGE1002 CCGE1002 GCF_000092885.1 | 7,88486 Nédulos (Mimosa occidentalis) (Ormeno-Orrillo et al., 2012)
P. sp. CNPSo 3008 | CNPSo 3008 GCF_004353905.1 | 9,56327 Nd&dulos (Mimosa gymnas) (Paulitsch et al., 2019)
P. sp. DCR13 DCR13 GCF_003286395.1 | 4,40424 Rizosfera (Campanula) (Jung et al., 2019)

P. sp. DHOAO4 DHOAO04 GCF_003837865.1 | 6,09655 Solo florestal da Reserva da Biosfera de Dinghushan (Fuetal., 2019)

P. sp. DHOC27 DHOC27 GCF_003429005.1 | 7,24596 Solo florestal da Reserva da Biosfera de Dinghushan (Xiao, Gao, Yang, et al., 2019)
P. sp. DHOMOG6 DHOMO06 GCF_003367175.1 | 7,36995 Solo florestal da Reserva da Biosfera de Dinghushan (Gao, Z.-H. et al., 2019)
P. sp. GV052 GV052 GCF_003208595.1 | 7,28499 Raiz (Populus) NCBI

P. sp. GV060 GV060 GCF_004341315.1 | 7,28282 | Raiz (Populus) NCBI

P. sp. G068 GV068 GCF_003058125.1 | 7,28673 Raiz (Populus) NCBI

P. sp. GV072 GVvQ072 GCF_003050715.1 | 7,28455 Raiz (Populus) NCBI

P. sp. GV073 GV073 GCF_004346905.1 | 7,28501 Raiz (Populus) NCBI

P. sp. JPY251 JPY251 GCF_000372985.1 | 8,60952 Nédulos radiculares (Mimosa velloziana) NCBI
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P. sp. LD6 LD6 GCF_004359985.1 | 6,9701 Solo de floresta NCBI

P. sp. NEAU-SY24 | NEAU-SY24 GCF_003390925.1 | 6,70091 Solo (Fu et al., 2018)

P. sp. OV446 Ov446 GCF_003201235.1 | 7,25734 Rizosfera e raizes (Populus) NCBI

P. sp. OV555 OV555 GCF_003097055.1 | 6,32137 Rizosfera e raizes (Populus) NCBI

P. sp. PDC91 PDC91 GCF_003253405.1 | 7,67511 Rizosfera e raizes (Populus) NCBI

P. sp. RAU2J RAU2J GCF_003634845.1 | 8,82892 Nodulos radiculares (Hypocalyptus coluteoides) (Beukes et al., 2013)

P. sp. S27 S27 GCF_003353175.1 | 8,40501 Solo perto de uma lagoa artificial (Feng et al., 2019)

P. sp. SOS3 SOS3 GCF_001922345.1 | 7,50291 Rizosfera de tomate NCBI

P. sp. UYCP14C UYCPal4C GCF_004197395.1 | 9,83154 Nédulos (Calliandra parvifolia) (Langleib et al., 2019)

P. sprentiae WSM5005 GCF_001865575.1 | 7,82954 Nédulos radiculares (Lebeckia ambigua) (De Meyer et al., 2014)

P. sprentiae WSM5005 GCF_000473465.1 | 7,76106 Nédulos radiculares (Lebeckia ambigua) (De Meyer et al., 2014)

P. susongensis LMG 29540 GCF_900177725.1 | 7,719 Superficie de rocha resistida (Micaxistos) (Gu et al., 2015)

P. terrae DSM 17804 GCF_002902925.1 | 10,0625 Solo de floresta (Nazir, Rashid et al., 2012)

P. terrae NBRC 100964 GCF_000739835.1 | 9,92578 Solo de floresta (Yang et al., 2006)

P. terricola mHS1 GCF_003330825.1 | 7,11804 Solo de um campo agricola de beterraba (Carrion et al., 2018)

P. terricola LMG 20594 GCF_900142195.1 | 7,3214 Horizonte B de um solo agricola (Goris et al., 2002)

P. tropica P-31 GCF_001673675.1 | 8,90513 Rizosfera de romé (Punica granatum) (Kaur et al., 2016)

P. tropica Ppe8 GCF_002071575.1 | 8,7488 Caule de cana de agucar (Reis et al., 2004)

P. tropica SIr-6563 GCF_003201665.1 | 8,8497 Sorgo (Wong-Villarreal e Caballero-
Mellado, 2010)

P. tropica SIr-6529 GCF_003253955.1 | 8,8491 Sorgo (Wong-Villarreal e Caballero-
Mellado, 2010)

P. tropica LMG 22274 GCF_900109265.1 | 8,58017 Caule de cana de agucar (Reis et al., 2004)
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P. tropica KACC13422 GCF_007474615.1 | 8,641,252 | ND* -
P. tuberum WSM4176 GCF_000372945.1 | 9,06525 Nodulos radiculares (Lebeckia ambigua) (De Meyer et al., 2018)
P. tuberum DUS833 GCF_900101795.1 | 8,97731 Aspalathus callosa (Elliott et al., 2008)
P. unamae SCZa-39 GCF_003096875.1 | 10,1966 Haste de cana de acucar (Caballero-Mellado et al.,
2004)
P. unamae CATux-332 GCF_003268775.1 | 9,83103 Cana de acucar (Castro-Gonzélez et al., 2011)
P. xenovorans LB400 GCF_000013645.1 | 9,73114 Solo contaminado com Bifenilos policlorados (PCB) de um | (Goris et al., 2004)
aterro sanitario
P. xenovorans LB400 GCF_000756045.1 | 9,70295 Solo contaminado com Bifenilos policlorados (PCB) de um | (Goris et al., 2004)
aterro sanitario
P. sp. BCC1884 BCC1884 GCF_900996225.1 | 7,538,695 | Rizomorfo (Phanerochaete sp. PW271) (Webster et al., 2019)
P. sp. BCC1885 BCC1885 GCF_900996235.1 | 8,006,260 | Rizomorfo (Phanerochaete sp. PW271) (Webster et al., 2019)
P. sp. BCC1886 BCC1886 GCF_900996245.1 | 7,681,282 | Rizomorfo (Phanerochaete sp. PW271) (Webster et al., 2019)
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